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RESUMO

As terapias com soro autologo e o lisado plaquetario tém se mostrado promissoras dentre os
hemoderivados e produtos bioldgicos. Na oftalmologia, o soro autdlogo constitui uma alternativa
superior aos colirios tradicionais no tratamento de enfermidades oculares. Recentemente, o lisado
plaquetario (LP) foi considerado uma alternativa mais interessante de tratamento para multiplos
tecidos por ter uma menor reagdo desfavoravel que o plasma rico em plaquetas (PRP) tradicional,
o qual o converte em um hemoderivado interessante para se usar na terapia ocular. Entretanto, a
literatura veterinaria ndo contempla uma comparagdo definitiva entre os dois, em relacdo ao
contetido de Fator de Crescimento Transformador beta 1 (TGF-B1), proteinas, e outros elementos
importantes para a utiliza¢ao no tecido ocular, além da seguranga respeito a contaminacgao durante
um periodo de armazenamento. Assim, o objetivo desse estudo foi estimar a concentragao do TGF-
B1,um dos fatores de crescimento maiormente envolvido na terapia ocular, assim como as proteinas
com possivel funcdo terapéutica e a possivel contaminagao bacteriana do soro autdlogo e do lisado
plaquetario em equinos, ao longo de um periodo de armazenamento de 8 dias. Para produgio do
soro autologo, foram coletados 63 ml de sangue por animal em 7 tubos de 9 ml sem anticoagulante.
Para o lisado plaquetario, foram coletados 180 ml de sangue em 50 tubos de 3,6 ml com citrato de
sodio ao 3,2%. O processamento foi desenvolvido com técnicas ja estabelecidas na literatura,
ademais de modifica¢des adaptadas em nosso laboratorio. As varidveis estudadas nesse periodo de
armazenamento foram: concentrag@o do fator de crescimento (FC), perfil proteico (proteina total e
albumina) e crescimento bacteriano expressado em unidades formadoras de colonia (UFCs). Os
achados relevantes foram a relagdo que tem as plaquetas basais, com o niimero de concentracao
plaquetaria no PRP; a correlagdo entre o fator de crescimento e as plaquetas concentradas no PRP;
maior quantidade de fator de crescimento no LP; maior quantidade de fator de crescimento para os
dois produtos no grupo de armazenamento de temperatura a 37°C, maior concentragao de proteinas
no soro, tanto (proteina total e albumina). Em relagdo a contaminacdo bacteriana, obtivemos
resultados de maior contaminagdo quando os produtos foram armazenados a 37°C e apesar de que
a diferencia ndo foi estatisticamente significativa, teve maior contamina¢do o LP em comparagao
ao soro autélogo.

Palavras-chaves :LP, SA, equinos, fatores de crescimento, TGF-f1, regenerativa.



ABSTRACT

Therapies with autologous serum and lysed platelet-rich plasma have shown promise among blood
products and biological products. In ophthalmology, the autologous serum is a superior alternative
to traditional eye drops in the treatment of eye diseases. Recently, lysed platelet-rich plasma (LP)
has been considered a more interesting alternative treatment for multiple tissues because it has a
lower unfavorable reaction than traditional PRP, which converts it into an interesting blood product
to be used in ocular therapy. However, the veterinary literature does not provide a definitive
comparison between the two, regarding the content of transforming growth factor-beta 1, proteins,
and other important elements for use in ocular tissue, in addition to safety regarding contamination
during a storage period. Thus, the objective of this study is to estimate the concentration of TGF-
B1, one of the growth factors most involved in ocular therapy, as well as proteins with possible
therapeutic function and possible bacterial contamination of autologous serum and lysed platelet-
rich plasma in horses, over a storage period of 8 days. For the production of autologous serum, 63
ml of blood were collected per animal in 7 tubes of 9 ml without anticoagulant. For lysed PRP, 180
ml of blood were collected in 50 3.6 ml tubes with 3.2% sodium citrate. Processing was performed
using techniques already established in the literature, in addition to modifications adapted in our
laboratory, the two blood products were aliquoted into three vials, one of 1.5 ml and two of 0.5 ml
for further analysis. For each of the treatments, one of the vials was destined for analysis by a
commercial FC ELISA kit (TGF beta-1) and the other two, for the measurement of proteins and
plating on blood Agar, respectively, at the following time intervals storage time: 0, 4 and 8 days.
The variables studied in this storage period were: CF concentration, protein profile (total protein
and albumin) and bacterial growth expressed in colony-forming units (CFUs). The results obtained
were submitted to normality tests. Where the comparison between the averages of the level of
platelet, leukocyte, growth factor, proteins, and amount of CFUs was performed. The relevant
findings were the relationship between basal platelets and the number of platelet concentrations in
PRP; the correlation between growth factor and PRP-concentrated platelets; the greater amount of
growth factor in LP; the higher amount of growth factor for the two products in the temperature
storage group at 37°C, a higher concentration of serum proteins, both (PTT and albumin); in terms
of bacterial contamination, we obtained results of greater contamination when the products were
stored at 37°C and although the difference was not statistically significant, the LP had more
contamination compared to the autologous serum.

Keywords: LP, AS, equines, growth factors, TGF-p1, regenerative.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.  Garrafa de lavagem da lavadora de microplacas ...........ccoceerieriiiiiiiiinienieeeeee e 31
Figura 2. Lavadora de microplaca veterinario BioClin..........coueiiiiiiiiiiiiiiec e 31
Figura 3. TGF-B1 STARDAR Padrdo TGF Bl .....ccoioiiiiiiiioiieieee e 32
Figura 4. Leitor de ELISA e Fotometro de Microplacas Multiskan FC ...........cccoooiiiiiiiniiiiieeecee 33
Figura 5. Tela do leitor de microplacas VELETINATIO .........eeeuieuerierieitiertcerit ettt ettt st s e e e sae e e e e 33

Figura 6. Graficos de dispersdo, sendo (R) o valor da correlacdo de Spearman e P, o valor dessa correlacao.
Correlacdo estatistica da concentragdo de plaquetas (PLT), leucécitos (WBC), eritrocitos (RBC) no PRP, em
comparacao com os valores das mesmas células presentes no sangue total. ..........ccccoeveeiieiiiiinie e 36
Figura 7. Valores representado a frequéncia de unidades formadoras de colonias UFCs, em relagdo ao produto, e
a temperatura, achando que a temperatura de 37°C teve maior contaminag@o para ambos os produtos com
resultado Significativo P= 0.004. ..........ccviiiirieiieie et ee ettt ettt et e te e e e beesbeesaessaesseesseenseenseesseenseesaensaenraan 38
Figura 8.Valores médios da proteina total e albumina, expressados (mg/mL) para cada um dos produtos, LP e
soro aut6logo. Mostrando maior concentragdo no SA para as duas proteinas, com valor para proteina total de

P=0.002 € albumina P= 0.005. .........cceiiieriertierit et eteetestete et et e ste st e st e te e bt esaeesaeesa et e e be e beenbesraesseenreenseenseenseans 38
Figura 9.Valores da albumina e proteina total expressada em (mg/mL). Relacionando a influéncia do tempo
(0,4,8 dias) e a temperatura (4°C) e (37°C) sobre as concentragdes no LP € AS. ... 39

Figura 10.Valores representando a concentracdo do fator de crescimento TGF-B1 valores expressados em
(pg/mLx10"3), presente no LP e no SA. Em relacdo a temperatura (4°C) e (37°C); tempo de armazenamento (0,
4, ) IS, cuveeierieeiieetie et e et e e et e ettt e et e ettt e e tee e tee e bae e teeatae e teeanbaeastaeanateeataeanbaeentaeanseeenbaeanseeentaeesteentaeeseeeraearaeant 40
Figura 11. Grafico de dispers@o com os valores numéricos, sendo o valor da correlagdo R= 0,8 de Spearman ¢ P,
o valor P=0.333 significativo dessa correlagdo. Correlacdo entre a concentragdo plaquetaria e a concentrag@o de
fator de crescimento TGF-B1 expressada em P@/ML.........ccveivieciiiiiiiieiieiieie ettt e e sreeseense e 41


https://d.docs.live.net/977fe8ec89b79202/Desktop/A.%20TESIS/A.%20A%20TESIS/projeto%20camilo%20proffa%20renata%20maranhao/CAMILO%20OSORIO%20FLOREZ.%20TESES%20MESTRADO.%20%20correciones.docx#_Toc105847612
https://d.docs.live.net/977fe8ec89b79202/Desktop/A.%20TESIS/A.%20A%20TESIS/projeto%20camilo%20proffa%20renata%20maranhao/CAMILO%20OSORIO%20FLOREZ.%20TESES%20MESTRADO.%20%20correciones.docx#_Toc105847613
https://d.docs.live.net/977fe8ec89b79202/Desktop/A.%20TESIS/A.%20A%20TESIS/projeto%20camilo%20proffa%20renata%20maranhao/CAMILO%20OSORIO%20FLOREZ.%20TESES%20MESTRADO.%20%20correciones.docx#_Toc105847614
https://d.docs.live.net/977fe8ec89b79202/Desktop/A.%20TESIS/A.%20A%20TESIS/projeto%20camilo%20proffa%20renata%20maranhao/CAMILO%20OSORIO%20FLOREZ.%20TESES%20MESTRADO.%20%20correciones.docx#_Toc105847615
https://d.docs.live.net/977fe8ec89b79202/Desktop/A.%20TESIS/A.%20A%20TESIS/projeto%20camilo%20proffa%20renata%20maranhao/CAMILO%20OSORIO%20FLOREZ.%20TESES%20MESTRADO.%20%20correciones.docx#_Toc105847616

LISTA DE TABELA

Tabela 1. Classificag@o dos fatores de crescimento; caracteristicas e fungao em diversos processos biologicos. 20
Tabela 2. Concentragdes de diversos compostos presentes no lisado plaquetario, valores expressados em

(mg/mL) e (ng/mL). (BUurnouf et al., 2016) ......ccueiuiriiriiiiieieieerteese ettt 22
Tabela 3. Concentragdes de proteina total ¢ albumina expressada em (mg/mL). Concentra¢des de TGF-
Blexpressado em (pg/ml). Para a espécie equina, no soro autélogo e no lisado plaquetario. .........c.ccoceverereennene 27
Tabela 4. Concentragdes do numero de plaquetas, leucdcitos, eritrocitos presentes no sangue total e a
concentragdo plaquetaria apos o processamento do de PRP. Na espécie equina — Belo Horizonte- 2022 ............ 35

Tabela 5. Valores médios de plaquetas, eritrocitos, leucocitos por microlitro apds o protocolo de LP, realizado
por 3 ciclos de congelamento (-80°C), por 30 minutos em pL trafrezzer, e descongelamento, a (37°C) por 10

minutos em banho maria, realizado Na €SPECIC EQUINA. ......c.ieruiiiiiiiiiiitieteee ettt ettt ebee e 36
Tabela 6.Valores médios de UFCs para ambos os produtos, na temperatura de 37 € 4°C ......cccocevinenieneennnne 37
Tabela 7. Valores médios em (mg/mL) da concentrag@o de proteina total (PTT) e albumina (ALB) parao LP e o
SOTO AULOLOZO PATA 7 ANIIMALS. ...e.eeiuietietieieeteette et et e et et et euteesee bt e et e teembeeseeeaeesaee st emseeneeenseesee st enseenseensesneesne 38

Tabela 8. Mensuracdo da concentracdo média do fator de crescimento TGF-B1 em pg/mL para ambos os
produtos, em relacdo aos trés tempos, temperatura de armazenamento. .............eceeerververerrerreerenreerresreeenesneeenes 39



LISTA DE ABREVIATURAS
ADP: Adenosina difosfato
EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético
EGF: Fator de crescimento epidermal
FC: Fatores de crescimento.
FGF: Fator de crescimento de fibroblastos
g: Gauss
GF: Growth factor
IgA:
Imunoglobulina A
IgE:
Imunoglobulina E
IGF: Fator de crescimento insulinico tipo 1
IgG: Imunoglobulina G
IgM: Imunoglobulina M

MALDI TOF: Espectrometria de massa de luz de tempo de ionizacdo de dessorgdo assistida por matriz

MEC: Matriz extracelular
mg:

Miligramas

mL: Mililitros

NM:

Nandmetros

PDGEF: Fator de crescimento derivado das plaquetas.
Pg: Picogramas

P-PRP: Plasma rico em plaquetas puro PRGF:
Plasma rico em fatores de crescimento PRP:

Plasma rico em plaquetas

LP: Lisado plaquetario

RPM: Revolugdes por minuto

SA: Soro autdlogo

TGF-p1: Fator de crescimento transformante - beta 1
UFC: Unidades formadoras de colonias

nL: Microlitros

pm: Micrometros

VEGF: Fator de crescimento endotélio vascular.



SUMARIO

RESUMO ..ottt ettt ettt ettt et et st st sae e sae e bt et eat e eateebeesbe e bt e bt emneeanesanesaeenae

BN N 2. X O OSSP
LISTA DE FIGURAS ..ottt ettt ettt e b et e e e e e e et e s aeesbe e bt e et emteeseeeaeeabeanbeensean 10
LISTA DE TABELA ..ottt ettt sttt ettt st b ettt et eanesaaesaee bt eaeenneenne e 11
1o INTRODUCGAO ...ttt ee et ee e e et s s eeeeese s eenene 14
2. REVISAO DE LITERATURA ..........coooiiiiiiieoeeeeeeeeeeeeeeee e 15
2.1 Plaquetas 15
2.2 Plasma rico em plaquetas 16
2.3 Fatores de crescimento. 18
2.4 Lisado Plaquetario 22
2.5 Processo de lise plaquetaria. 24
2.6 Soro autdélogo 25
3. MATERIAL E METODOS ..ottt sttt sttt b et e e st b et ebe st eneeneens 27
3.1 Animais 27
3.2 Obtencao dos hemoderivados 28
3.2.1  Obtengao de SO0 aULOIOZO (SA)...cuiiiiiieeieeiieiieie ettt et este et e e e s taesteebeesseesbesssessaesseeseenseensenns 28
322 ODEENGAO AE LP ..ooiiiiiieiiceeeeee ettt ettt et e e e te e e re e ebaeeareeebaeeareean 28
3.2.3  LiSAdO PIAQUELATIO ....eoueiiiiiiieitieti ettt ettt ettt ettt et e ettt e eteenee et et e ae et ens 29
33 Mensuracio de proteina total e albumina 30
34 ELISA TGF beta-1 humano 30
3.4.1 Reagente tampao de laVAZEIN .......ccieviiiiiieiieiieie ettt ettt e ste et e b e esbesraesaaesaeebeeaeenbeens 30
3.4.2  Reagentes tampao €NSA10 (LX) ..eoueerieriiiieeiertiestieieete et see st e sttt e et e et e s st e bt eteentesneesneeseeenseeneeeeens 31
343 Reagente conjugado de DIOtING ........ceouiiiirieiieiieie ettt ene 31
344 Reagente estreptavidina-HRP ...........cccooviiiiiiieiiieiicicce ettt sae e saeesbeeae e s e 31
3.4.5 Reagente padrao humano TGF-P1 ..o 32
3.5 Desenvolvimento da técnica 32
3.6 Contaminacao bacteriana dos hemoderivados 34
3.7 Andlise estatistica 35
4. RESULTADOS ... .ottt ettt et et e e e eesa e e se e e st e st eaeeeneees e e st e st enseensesneesseenseenseaseenseans 35
4.1 Processamento e caracteristicas dos produtos obtidos. 35
4.2 Contaminacoes bacterianas nos produtos LP e SA 37
4.3 Proteina total e albumina nos diferentes produtos LP e AS 38
5. DISCUSSAOQ ... 41
6. CONCLUSOES .......oooiiiiiiiiiiiee it 47
Lo ANEXOS ottt ettt h et ettt h e e bt e bt bt e bttt eat e eh e bt e bt e bt e bt e bt et e eaaesaeenae 58



14

1. INTRODUCAO

Ao longo da historia a medicina veterinaria tem procurado alternativas terapéuticas
para o correto manejo de distintas lesdes nos animais. Os hemoderivados e concentrados
plaquetarios tém ganhado popularidade por seus efeitos na velocidade e qualidade na
reparagao de inumeros tecidos (Maia e De Souza 2009).

Dentre os hemoderivados mais comumente utilizados, cita-se o PRP e o soro
autdlogo (SA). O PRP ¢ basicamente um produto resultante da centrifugacdo do sangue
total com anticoagulante, rico em plaquetas, citocinas e fatores de crescimento (De Souza
etal, 2014). De igual forma, o SA ¢ um hemoderivado extraido mediante a sedimentacao
e/ou centrifugacdo do sangue total sem anticoagulante (Ullah et al., 2008); rico em fatores
de crescimento e outras moléculas com propriedades benéficas para o reparo tecidual
(Lopez et al.,2007; Pan et al., 2017). Os fatores de crescimentos sdo moléculas importantes
para acelerar o processo de cicatrizacao de lesdes e estimular a capacidade regenerativa dos
tecidos afetados, isto devido ao aumento de mitoses e consequente hiperplasia do epitélio
(Mandelbaum et al., 2003; Paganela et al., 2009).

O SA possui fatores de crescimento e outras moléculas com propriedades benéficas
visando o reparo tecidual, com énfase em enfermidades oftalmicas (Anitua et al., 2015a).

O LP ¢ um produto bioldgico sem composi¢do celular ainda pouco estudado na
medicina veterinaria. Assim como o PRP, possui o potencial de ajudar no reparo tecidual,
mas com menor capacidade imunogénica (Schallmoser et al.,2020; Soares et al.,2021).
Ainda ndo foram realizados estudos que utilizem esse produto nas enfermidades oculares
em equinos. Também ndo se conhece se 0 armazenamento, visando o uso ao longo do
tratamento oftalmico, pode afetar a qualidade do produto final.

A detecgao dos FCs tem sido realizada utilizando-se, em sua maioria, kits comerciais
de ELISA, previamente validados para equinos em estudos anteriores (Penha et al., 1997;
Argiielles et al., 2006; Watts e Rose, 2010). Dentre os FCs estudados, TGF- 1 ¢ conhecido
por ter efeitos quimiotaticos, mitogénicos e de sintese de matriz nos tecidos (Sundman et
al., 2011).

Porém, um dos fatores que afetam negativamente o uso desses hemoderivados € o
desconhecimento das concentragdes de alguns fatores de crescimento, assim como o
contetdo de proteinas e possivel contaminacdo bacteriana que possa acontecer no
processamento e dentro
dos periodos de armazenamento. Assim, o objetivo desse estudo foi demonstrar e comparar

os efeitos do armazenamento sob diferentes temperaturas nos aspectos de contaminagao e
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composicao proteica e do fator de crescimento TGF-B1 do SA e do LP, visando o uso de
um produto seguro desde o ponto de vista microbioldgico, assim como sua caracterizagao

dos compostos benéficos para o tecido oftdlmico em equinos.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Plaquetas

As plaquetas, para diferentes autores, sdo fragmentos citoplasmaticos nao celulares
derivados dos megacaridcitos provenientes da medula 6ssea (Everts et al., 2006a; Wroblewski,
2010). A literatura mais recente, porém, afirma que as plaquetas sdo pequenos fragmentos
discoides celulares anucleados, que junto com as hemadcias, sdo as células mais abundantes na
circulagcdo sanguinea (Heijnen e Korporaal, 2017), com meia vida no leito vascular de 7 dias
nos humanos (Everts et al., 2006a).

A morfologia e o tamanho plaquetario ¢ complexo, podendo variar entre 0 mesmo
animal e as diferentes espécies. No passado, Max Schultze (1865) apresentou que as plaquetas
humanas possuiam um tamanho aproximado de 1 -2 um. Mais tarde, outros pesquisadores
tentaram obter um dado mais preciso mediante a microscopia, corando as plaquetas com May-
Griinwald-Giemsa, o que revelou um didmetro médio de 1,7 £ 0,1 um dessas células em repouso
nos individuos sauddveis (Branehog et al., 1975). [Italiano (2003), em seus estudos da
morfologia plaquetaria, relatou que a plaqueta ¢ uma estrutura de forma discoide, com diametro
de aproximadamente 4 pm e uma espessura de 1 um isto sendo avaliado e visualizado com
microscopia eletronica.

Por outro lado, as plaquetas na espécie equina, sao definidas como estruturas discoides
que variam de 5-7 pm de comprimento e 1-3 pm de largura (Leven, 2000; Paes-Leme et al.,
2006; Carmona, 2011). Para Gordon et al. (2017), sdo estruturas ovais ou alongadas que medem
de 2,5-3,5um. No entanto, devido a variedade de tamanho relatada na literatura € possivel achar
plaquetas > 20 um na corrente sanguinea (Argiielles et al., 2006).

Diversas estruturas e compostos proteicos desempenham diferentes fungdes no
organismo. As principais partes desta célula sdo descritas: anel de microtubulos contrateis
(citoesqueleto) ao redor de sua periferia, contendo actina, miosina e espectrina (Everts et al.,
2006a), além de membrana plasmadtica, sistema canalicular aberto (ausente na espécie equina),
rede de membrana reticular ou reticulo endoplasmatico liso e organelas citoplasmaticas como
mitocondrias. As anteriores proporcionam a plaqueta suporte para manter sua forma discoide

e sua correta movimentacao e funcionamento no endotélio vascular (Italiano, 2003; Everts et
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al., 2006a; White e Krumwiede, 2007). Além disso, internamente possui granulos alfa, densos
e lisossomais (Pelagalli et al., 2002 ¢ Krumwiede 2007). Morgenstern (1997) afirma que os
granulos alfas sdo os mais abundantes dentro das plaquetas (50-80 granulos), constituindo 10%
do volume total destas células. A superficie desses granulos contém uma variedade de proteinas
e moléculas (citocinas, quimosinas, fatores de crescimentos, fatores de coagulacdo,
fibronectina) encarregadas de fungdes como hemostasia primaria, modulagdo inflamatoria, e
sintese da matriz extracelular, processos de vital importancia na cicatrizacao de feridas (Anitua
et al., 2004 e Carmona, 2011). Os granulos densos (8-10 granulos por plaqueta) armazenam
ATP e ADP, calcio, fosforo, serotonina que auxiliam e induzem a migracdo plaquetaria ¢ a
contracdo de tecido vascular lesionado (Pelagalli et al., 2002 e Ruiz, 2004). Por ultimo, os
granulos lisossomais contém hidrolases acidas, guanina, fosfolipases e quinases, que atuam

como enzimas proteoliticas e hidroliticas (Lalko et al., 2003).

2.2 Plasma rico em plaquetas

O Plasma rico em plaquetas (PRP), ¢ um produto biologico, dentre os mais comumente
utilizados dentro das terapias regenerativas na medicina humana e veterinaria Giraldo et al.,
(2015). Trata-se de um volume plasmatico concentrado em plaquetas, resultante da
centrifugacdo do sangue total coletado com anticoagulante, obtendo assim um hemoderivado
rico em citosinas, fatores de crescimento e proteinas benéficas para diversos tratamentos (De
Souza et al., 2014; Hauschild 2017).

O PRP deve cumprir no minimo com uma caracteristica basica: possuir uma quantidade
de plaquetas acima da linha de base do sangue total (Arnoczky et al., 2011). Ainda existe
controvérsia sobre o numero de plaquetas necessario para auxiliar no tratamento de diferentes
lesdes (Da Fontoura et al., 2013), porém, diversos autores propdem valores minimos para obter
um PRP. Marx (2004) e Smith et al. (2006) recomendam que a concentracdo de plaquetas
viaveis seja de 3 a 5 vezes superior a presente no sangue total. Arnoczky et al. (2011) sugeriram
uma concentracdo de 1 milhdo de plaquetas/ul para individuos saudaveis com quantidade de
plaquetas basais de 150.000 a 350.000 plaquetas/ul. Anitua et al. (2004) recomendam
quantidade minima de 300.000 plaquetas/ ul. Vendruscolo et al. (2012) e De Souza et al. (2014)
atingiram uma concentragao de 2,6 vezes em relagdo a quantidade basal, 350.000 plaquetas / pl
e 320.000 plaquetas/ ul respectivamente. Segundo Marx (2004) pode se considerar como PRP

o produto bioldgico com uma concentragdo plaquetaria viavel de 2 vezes a quantidade basal.



17

O resultado do hemoderivado vai depender do protocolo utilizado, além dos valores
basais do paciente (Boswell et al. 2012; De Souza et al., 2014), assim como o tipo de
anticoagulante. como Citrato de sodio a 3.2 %, ¢ conhecido por ser um dos anticoagulantes
mais indicados para preparar o PRP, uma vez que preserva de melhor forma a integridade da
membrana plaquetaria em comparacao aos demais tipos de anticoagulantes (Trindade-Suedam
et al., 2007). Todas as técnicas apresentam vantagens e desvantagens, e portanto, ainda ndo se
tem um protocolo padronizado para a obtengao do PRP (Carmona, 2011). A técnica utilizada
vai depender da concentragdo celular esperada, do objetivo do tratamento, da disponibilidade
econdmica e de equipamentos. Dentre as técnicas descritas estdo os manuais, as
semiautomatizadas e as automatizas, sendo as trés validadas também para a espécie equina
(Zimmermann et al., 2003; Carmona et al., 2008; Carmona, 2011). Para a realizacao da técnica
automatizada, faz-se necessario grandes quantidades de sangue, equipamentos tecnologicos
avancados, e pessoal experiente, mas os riscos de contaminagao sdo baixos, o que resulta em
um produto de 6tima qualidade (Weibrich et al., 2002). O sistema semiautomatizado, permite
uma boa concentracao de plaquetas e fatores de crescimento, além de uma menor contaminagao
quando comparado ao método do tubo, porém concentram uma alta quantidade de leucdcitos.
Estudos sugerem que os leucécitos podem ser prejudiciais para alguns tecidos (Zimmermann
et al.,2003; Vasconcelos, 2003; Wibrich et al., 2005). O método manual utilizando os tubos, €
simples, econdmico, mas precisa ser feito de maneira cuidadosa para evitar possiveis
contaminagdes durante o processamento (Alvarez et al., 2010a).

Dependendo das concentragdes celulares (plaquetas, leucdcitos) e as caracteristicas do
produto (liquido ou gel), sua denominacao e tecido para o qual foi preparado mudam Ehrenfest
et al. (2012). Alguns autores tém proposto terminologia mais precisa, como plasma rico em
plaquetas puro (P-PRP), plasma rico em plaquetas rico em leucdcitos (L-PRP) e fibrina rica em
plaquetas (PRF). O P-PRP e o L-PRP sdo obtidos na forma liquida usando anticoagulantes. O
PRF ¢ um concentrado plaquetério de segunda geracdo que nao necessita de anticoagulante para
sua elaboragdo. O P-PRP equino exibe contagens de plaquetas ligeiramente mais altas (1,3 -4
vezes as basais) e contagens de leucocitos (WBC) (0,5-2 vezes as basais). O L-PRP deve ter
contagem de plaquetas 5 vezes maior e de leucocitos 3 vezes maior ou mais, quando comparado
ao sangue total. Quando os concentrados plaquetarios sao ativados pela adi¢dao de trombina ou
um sal de célcio, eles formam um polimero de fibrina e s3o conhecidos como géis de plaquetas
(PG). Assim, o PG do P-PRP ¢ denominado gel rico em plaquetas puro (P-PRG) e o PG do L-
PRP ¢ denominado gel rico em plaquetas de leucocitos (L-PRG) (Ehrenfest et al., 2009;
Carmona et al., 2013b; Giraldo et al., 2013; Garbin et al., 2021).
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Relato de seus primeiros usos clinicos na medicina humana foi realizada no ano de 1998,
utilizado como ajuda a um enxerto 6sseo esponjoso na reconstru¢ao de defeitos mandibulares
(Marx et al., 1998a), também no tratamento de ceratite ulcerativa (Anitua, 2015b),
bioestimulagdo facial, alopecia, odontologia (Moya et al., 2015).

Mais tarde na medicina esportiva equina foi utilizado para lesdes tendineas,
ligamentosas (Maia et al., 2009a; Carmona et al., 2009a; Bosch et al., 2010; Fantini, 2014),
cicatrizagao de feridas (De Rossi et al. 2009), fraturas o6sseas (Da Fontoura et al., 2013), no
tratamento de laminite cronica e distirbios na parede do casco (Carmona et al., 2018). Nos
ultimos anos ganhou popularidade para tratar a endometrite persistente induzida na reproducao
natural, e melhorar a fertilidade em éguas com endometrite degenerativa cronica (Segabinazzi
etal., 2021), o anterior relacionado com as endometrites bactérias concorda com o proposto por

Burnouf, (2013) que relata atividade antimicrobiana e anti-inflamatoria do PRP.

2.3 Fatores de crescimento.

Os fatores de crescimentos s3o proteinas biologicamente ativas com enlaces
polipeptidicos, secretados maiormente pelos granulos alfa das plaquetas Qiao (2017). Segundo
Weibrich et al. (2003) existe uma liberagdo de fatores de crescimento por parte dos leucocitos
mediante sua interagdo com as plaquetas dita ideia ¢ apoiada por (Carmona et al., 2013 b) o
qual propde que os FC sdo derivados das plaquetas e os leucocitos.

Para a liberagdo dos fatores de crescimento ¢ necessario que a plaqueta sofra um
processo de ativagao, lise ou degranulagdo (Mcclain, 2019). Apds a lises, muitos dos fatores de
crescimento benéficos no PRP, sequestrados nos granulos alfa das plaquetas sdo liberados,
permitindo assim, que ditas proteinas ajudem na regeneracgao tecidual, proliferacdo celular,
sinteses da matriz extra Celular (MEC) além de reduzir as citocinas catabolicas que degradam
a matriz, como interleucinas e metaloproteinases (Bazzano et al., 2013 e Mcclain, 2019).

O processo de ativacdo plaquetaria e liberacdo dos fatores de crescimento no PRP
devem ser controlados de forma precisa. Baseado no trabalho de Seidel et al., (2019) ¢
importante evitar uma ativacao prematura das plaquetas, para assim garantir a presenca de
fatores de crescimento no PRP no momento de uso na lesdo. Pietrzak e Eppley (2005) e Seidel
et al. (2019) afirmam que os fatores de crescimento t€ém uma meia-vida curta apds a sua
liberagdo (minutos ou poucas horas). Marx (2004) e Mclellan e Plevin (2014) propde que a
liberacdo comeca nos primeiros 10 minutos e 0 95% dos fatores de crescimento sao liberados

passada 1 hora. Harrison et al, (2011) sugere um tempo médio de duas horas quando as
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plaquetas sdo ativadas pelo coldgeno. Por esse motivo ¢ recomendado fazer uso do PRP
imediatamente ap0s sua ativacao, de outra forma a maioria dos fatores de crescimento podem
se tornar inativados antes da aplicagao no tecido alvo Harrison et al. (2011).

As plaquetas durante sua circulagao normal no leito vascular permanecem em um estado
inativo discoide. Os processos implicados na ativacao e liberagdo dos fatores de crescimentos
estdo divididos e influenciados por eventos endogenos, exdgenos, quimicos e fisicos fortemente
regulados (Textor e Tablin, 2012). Dentre os endogenos temos algumas substancias produzidas
pelo corpo como serotonina, tromboxano, (Boswell et al., 2012); P- selectina (Segura et al.,
2007) trombina autdloga (Waselau e Wesley, 2008); colageno tipo 1 (Fufa et al., 2008);
epinefrina, adenosina difosfato (ADP) (Textor et al., 2011). Estas substancias estdo envolvidas
em acontecimentos fisiologicos e patoldgicos importantes na medicina humana e veterindria
em resposta a eventos inflamatérios como na sindrome da resposta inflamatoria sist€émica
(SIRS), na cascata da coagulagdo (Segura et al., 2007 ¢ Weyrich et al., 2003), na laminite e na
endotoxemia (Kingston, 1999), ¢ ainda existem reportes da ativagdo plaquetaria apds o
exercicio (Dolente et al., 2002).

Dentre as substancias exdgenas mais comumente utilizadas para a ativagao plaquetarias
estd a trombina bovina, cuja ativacdo ¢ realizada em recipiente de plastico ou polipropileno a
temperatura ambiente durante 5 a 10 minutos (Zimmerman, 2003; Eppley et al., 2004; Textor,
2011; Textor e Tablin, 2012; Carmona 2013 b), os sais como o cloreto de célcio (CaCl2), o qual
tem um efeito antagonico em relacdo ao anticoagulante, recalcificando o PRP e promovendo a
formagdo de codgulo, ativando o produto. Neste ultimo o processo ocorre em um recipiente de
vidro, a temperatura corporal 37°C, durante 30 a 45 minutos (Textor e Tablin, 2012; Carmona,
2013b). Estudo realizado por Shiga et al. (2017) demostrou que 80% das plaquetas foram
ativadas usando a trombina bovina ou cloreto de calcio, isto foi determinado mediante a
citometria de fluxo. Porém, diversos autores ndo recomendam a ativagdo com trombina bovina
quando o PRP vai ser utilizado clinicamente. Coppinger et al. (2004) no seu estudo sobre a
caracterizacdo das proteinas, baseado em uma abordagem protedmica, identificou mais de 300
proteinas liberadas apos a ativagdo com trombina, e muitas das proteinas identificadas estdo
relacionadas com efeitos inflamatorios. Textor et al. (2013) demostraram dito efeito em um
estudo com PRP ativado com trombina bovina 10 uLL em 7 equinos, que gerou uma inflamagao
intra-articular exagerada, comprometendo a mobilidade da articulacdo durante 96 horas apos
inje¢do, no mesmo trabalho utilizando (CaCl2) para ativar o PRP, nao foi evidenciado nenhum

efeito sobre a articulacao.
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Dentre as formas de ativagdo por meios fisicos encontramos os choques por forca g e
por temperatura, apesar do relatado por Maia et al. (2009) que quanto maior a for¢a g, maior a
quantidade de concentragdo de plaquetas. Dugrillon et al. (2002) e Augustine et al. (2016)
afirmam que baixas forgas de centrifugag¢ao preservam a integridade das plaquetas, enquanto
altas forgas ativam prematuramente as plaquetas. O outro método utilizado para a ativagdo e
lises ¢ submeter o hemoderivado a ciclos de temperatura, congelando e descongelando as
plaquetas. Trata-se de um método bem conhecido, eficaz e seguro posto que nao utiliza aditivos
para sua ativagao, além de induzir a liberag¢ao dos fatores de crescimento (Handin, 1972; Tablin,
2008; Textor, 2011a). Este processo de ativagdo foi verificado pelo aumento na expressao de
marcadores proteicos como CD62P e CD63, presentes no PRP apos ciclos de congelamento e
descongelamento (Johnson et al., 2011).

Os principais fatores de crescimento contidos no PRP incluem fator de crescimento
transformador beta-1 (TGF-B1), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento semelhante a insulina tipo I
entre outros (De Pascale, 2015). Dentre suas principais fun¢des temos a regulacdo da
inflamacdo, o anabolismo e catabolismo tecidual, angiogéneses, analgesia e bacteriostases
(Lopez et al., 2014 e Carmona et al., 2018). Atuando por mecanismo paracrinos, autdcrinos,
endocrinos que afetam a dinamica celular como consequéncia de sua ligacdo a receptores
especificos da superficie celular ou proteinas da MEC dessa forma ajudam com os processos
fisiologicos de reparcao tecidual (Barrientos et al., 2008). A ligacdo a esses receptores
desencadeia processos complexos que controlam proteinas do ciclo celular, além de padrdes de
diferenciagdo necessarios para uma correta reparagao e regeneragao de tecidos (Sivamani et al.,

2007).

Tabela 1. Classificacao dos fatores de crescimento; caracteristicas e fungdo em diversos processos
biologicos.

FATOR DE FUNCAO REFERENCA
CRESCIMENTO BIBLIOGRAFICA
TGF-p1 Predomina na cicatrizagdo de feridas | (Barrientos et al., 2008);
Fator de crescimento (Anitua et al., 2012a);

cutaneas. quimiotatico para neutrofilos e
transformante beta 1 (De Pascale et al., 2015)

macrofagos, promove a angiogéneses,
diferenciagdo  de  fibroblastos e
miofibroblastos, inibe a formacdo de

osteoclastos.
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PDGF

Fator de crescimento
derivado das plaquetas

Ideal nos estagios iniciais da cicatrizagao
incluindo a fase inflamatoria, proliferativa
e de remodelagio. E quimiotitico para
neutréfilos e macrofagos, induz o TGF-B
1, mitogéno, aumenta producdo de

fibroblastos, miocitos, deposicdo de

colageno tipo 1.

(Textor et al., 2011a).

(Anitua et al., 2012a);
(Yuan et al., 2013)

EGF

Fator de crescimento

epidérmico

Tem um efeito mitogénico e quimiotatico

em fibroblastos e células epiteliais,
acelera a migracao dos queratinocitos,
indutor da migracao celular e estimulador
para a formagdo de tecido de granulagdo.
Aumenta a resisténcia de contracdo em
feridas e sua remodelacdo além de

promover a sintese de colageno.

(Marui 1997);
(Barrientos et al., 2008);
(Anitua et al., 2012a);

et al.,

VEGF

fator de crescimento

endotelial vascular

Modula a angiogénese e promove a

proliferacdo  endotelial  durante a
inflamacdo e a cicatrizacdo tecidual,
também por meio das células endoteliais
promove a homeostase dos vasos
sanguineos.

E mitogénico, pro-apoptotico e promove a
quimiotaxia e diferenciacdo de células

epiteliais, renais, gliais e fibroblastos.

(Anitua et al., 2005)
(Lee et al., 2007)
(Anitua et al., 2012a)

FGF

Fator de crescimento

de fibroblastos

Promove a formagdao do tecido de
granulagdo, reepitelizagdo, remodelagdo
tecidual, regula a sintese e deposicao da
matriz extracelular, aumenta a motilidade
dos queratinocitos durante a
reepitelizagdo em presenca do colageno.

Estimula e coordena a mitogénese das
células-tronco mesenquimais para 0s
fibroblastos,

osteoblastos, condrocitos,

(Sogabe et al., 2006);
(Anitua et al., 2012a)
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células musculares lisas e mioblastos

esqueléticos.

Efeitos quimiotatico, mitogénico e de | (Sundman etal., 2011)
IGF-1

Fator de crescimento

semelhante a insulina | inflamatério e  promove enzimas
tipo I

sintese de matriz nos tecidos. Mediador
(Meinel et al., 2003)

(Anitua et al., 2012a)
catabodlicas como metaloproteinase-9

(MMP-9).

O fator de crescimento semelhante a
insulina I (IGF 1) estd fortemente
associado a inducdo da formacgdo Ossea,
estimulando a sintese de osteocalcina,
condrocitos, fosfatase alcalina e coldgeno

tipo I pelos osteoblastos.

2.4 Lisado Plaquetario

O LP (Lisado plaquetario) ¢ um produto biologico inovador, estudado e caracterizado
amplamente na medicina humana, mas com poucos estudos na medicina veterinaria. Este
hemoderivado ¢ obtido a partir de concentrados plaquetdrios, os quais sao submetidos a
processos fisicos ou quimicos que vao lisar e romper as membranas plaquetarias produzindo
assim um produto plasmatico acelular rico em proteinas, fatores de crescimento e citocinas
relacionadas com o reparo tecidual e crescimento celular (Schallmoser et al., 2020 e Soares et
al., 2021). Em termos de conteudo, o LP é semelhante a outros hemoderivados, diferenciando-
se na concentracao de alguns compostos.

Tabela 2. Concentragdes de diversos compostos presentes no lisado plaquetario, valores expressados
em (mg/mL) e (ng/mL). (Burnouf et al., 2016)

ANALITO CONCENTRACAO
LP
Proteina total mg/mL 55-65
Albumina mg/mL 35-40
IgG mg/mL 8-12
Fibrinogénio mg/mL 1.5-3
PDGF AB ng/mL 50-300
TGF-B1, ng/mL 50-300
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VEGF ng/mL 5-10
EGF ng/mL 0.5-10

Em seu uso na medicina baseado principalmente na espécie humana, verificou-se ser
um produto inovador e vantajoso devido ao forte potencial para diminuir problemas associados
a administracdo alogénica de hemoderivados, uma vez que todas as membranas celulares
sanguineas sdao removidas durante a preparacdo do lisado, diminuindo assim reagdes
imunogénicas (Soares et al., 2021). A eficacia do LP estd descrita para diversos tecidos
mostrando bons resultados em estudos in vitro e in vivo. Foi realizado um estudo comparando
as concentragcdoes de fatores de crescimento, citocinas € nanoparticulas em um lisado de
plaquetas e soro autélogo, onde descobriu-se que as preparagdes de plasma lisado tinham maior
potencial do que o soro autdlogo para proliferacdo de células epiteliais da cérnea, isto foi
evidenciado por um ensaio de fechamento de feridas epiteliais da cérnea nas primeiras 0 a 6
horas apos a lesdo (Zhang et al.,2020). Estudo similar foi realizado in vivo em ratos onde foi
provocado um desbridamento epitelial da cornea, e posteriormente aplicado soro periférico
humano e plasma lisado humano, os resultados mostraram que ambos os tratamentos tiveram
reparo do tecido corneo (Huang et al., 2017). Outro estudo in vitro em reparagao 6ssea mostrou
resultados promissorios, utilizando o LP como um coadjuvante. No referido estudo foi
incorporado um LP junto com uma gelatina para imitar a formag¢ao de um coagulado sanguineo,
desempenhando assim a fun¢do de migracdo e diferenciacdo de células osteo progenitoras e
endoteliais o qual facilitou a reconstrucdo do osso, apoiando assim a utilidade para a
reconstrugdo 6ssea em um modelo experimental em ratos (Nadra et al., 2019). Estudos in vitro
tem sido desenvolvido, mostrando resultados promissorios para o uso em humanos. Na
pesquisa foi associada um LP como um andaime bioldgico mineral com o intuito de diminuir o
tempo de reparacdo da ferida, assim como melhorar as caracteristicas desse tecido, os resultados
positivos foram outorgados a sinergia que fazem os diferentes fatores de crescimento, presentes
no hemoderivado (Sandri et al., 2015).

A medicina veterinaria regenerativa estd acompanhando o progresso humano em uma
tendéncia translacional (Soares et al., 2021). Na medicina veterinaria existem estudos similares
para as diferentes espécies. Em caninos foi usado PRP e LP para tratamento de feridas de tecidos
moles envolvendo uma grande quantidade de destruicdo tecidual, especialmente quando a
cirurgia sozinha ¢ ineficaz. Este estudo conclui que ¢ possivel usar os hemoderivados para
melhorar a qualidade da regeneragao do tecido e acelerar o processo de cicatrizagdo (Zubin et

al., 2015). Na espécie equina, os tratamentos com (LP )atualmente estio mais dirigidos a
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tecidos e lesdes articulares e musculo esqueléticas. Em estudo clinico e molecular com 23
cavalos de Sela Argentina com osteoartrite (AO), foi observado que a aplicagdo de 1ml de LP
nos dias 0, 10, 30 e 60, foi benéfico diminuindo principalmente o grau de claudicacao, a efusao
sinovial e a dor a flexdo forgada, além disso ndo foi encontrada presenga da metalloproteinase
9 associadas com degradacdo da matriz extra celular (Perrone et al., 2020). Estudo similar foi
realizado injetando 3 ml de LP na articulagdo interfalangeana distal com osteoartrites mostrando
melhora 10 dias ap6s a aplicagdo do hemoderivado, em 7 dos 10 cavalos tratados
(Tyrnenopoulou et al., 2016). Também foram atribuida propriedades antimicrobianas frente
bactérias gram positivas e gram negativas. O LP mostrou propriedades antibiofilme mantendo
maior atividade do que PRP e PPP contra S. aureus, S. zooepidemicus, E. coli, P. aeruginosa,

coletadas de articulacdes afetadas de equinos (Gilbertie et al., 2020)

2.5 Processo de lise plaquetaria.

A lises plaquetaria ¢ um processo realizado para induzir a liberacdo de fatores de
crescimento e outros compostos bioativos mediante o rompimento da estrutura da plaqueta. A
maneira mais comum, eficiente e economica de induzir a lises € usar um ou mais ciclos de
congelamento/descongelamento, com uma centrifuga¢do opcional para sedimentar os detritos
celulares (Burnouf et al., 2016).

Existem diversos protocolos para conseguir um lisado plaquetario. Dentre os mais
comuns, esta o lisado por temperatura; o protocolo de cinco ciclos de congelamento e
descongelamento foi descrito por Paques et al. (1990). Com o passar do tempo, os protocolos
tém sofrido algumas modificagdes para melhorar a qualidade do produto, recentemente tem
trabalhos para obtencao e avaliacao do lisado plaquetario para o tecido ocular na espécie equina,
consiste em um protocolo simplificado, realizado trés ciclos de congelamento a -80 °C durante
30 minutos e descongelamento a 37°C por 15 minutos, seguida de uma centrifugacao e filtragao
(Hagen et al., 2021). Tyrnenopoulou et al. (2016) descreve um protocolo similar para a obtengao
de plasma lisado para articulagdo em equino, consta de um ciclo -80°C durante 30 minutos e
um descongelamento a temperatura ambiente. O protocolo de lisado plaquetdrio com
propriedades de antibiofilme bacteriano ¢ feito de acordo com o reportado na literatura, cinco
ciclos de congelamento -80°C por 1 hora seguido descongelamento a 37°C por 15 minutos e
uma centrifugagdo a 20.000 g por 20 minutos em temperatura ambiente para sedimentar os
detritos (Gilbertie et al., 2020). Uma técnica de lisado plaquetario para proliferagao de

sinoviocitos in vitro foi realizada usando nitrogénio liquido (-196°C), 5 ciclos e uma
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centrifugacdo final a 20.000 g por 20 minutos com um filtrado para remover os detritos. No
entanto, os tempos de congelamento e descongelamento nao sdo especificados para esta técnica
(Gilbertie et al., 2018).

A acdo de lises por sonificagao baseia-se na transmissao de ondas através de um liquido,
que provoca fendmenos térmicos e nao térmicos com potencial de destruicao plaquetaria. Ondas
de ultrassom com frequéncia superior a 20 kHz sdo rotineiramente usadas na medicina para
liberar material citoplasmatico e granular das plaquetas (Bernardi et al.,2013).

O protocolo de lises: “A bolsa 35 mL de PRP foi exposta a estimulagao ultrassonica por
30 minutos usando um equipamento na frequéncia de 20 kHz para obter o lisado de plaquetas
por sonicacdo. As ondas de ultrassom sdo transmitidas diretamente para o liquido plasmatico.
Uma aliquota de 1,5 mL foi coletada assepticamente a cada 5 minutos para avaliar o PL por
contagem de numero de plaquetas e medi¢ao dos niveis de citocinas no sobrenadante. O LP foi
transferido para um tubo Falcon de 50 mL apos sonicagdo e centrifugado a 1600g por 15
minutos em temperatura ambiente, em seguida, o sobrenadante foi coletado e filtrado.”

(Bernardi et al.,2013).

2.6 Soro autologo

O soro autdlogo, ¢ um hemoderivado, extraido mediante a sedimentacdo e/ou
centrifugacdo do sangue total sem anticoagulante, obtendo como resultando o produto fluido
do sangue sem a presenca de seus fatores de coagulacdo e componentes celulares (Ullah et al.
(2008). Seu inicio como terapia data de 1975 onde foi utilizado plasma e soro autdlogo em
perfusdo continua para o tratamento da sindrome de olho seco em humanos, evidenciando em
5 pacientes a melhora no tecido ocular em termos de lubrificacdo e opacidade (Ralph et al.,
1975). Mais tarde Fox et al. (1984), demostraram em 15 pacientes humanos a superioridade do
soro autdlogo em comparacdo com as lagrimas artificiais para o tratamento de
ceratoconjuntivite seca e olho seco. Nos pacientes houve melhora tanto nos sintomas clinicos
como na aparéncia do tecido lesado. Seu uso surge pela necessidade de tratar patologias e lesdes
oculares, assim como lubrificar e nutrir a superficie do olho (Liu et al.,2005). Na oftalmologia,
o0 soro autdlogo constitui uma alternativa superior aos colirios tradicionais (Quinto et al., 2009),
como ja foi reportado as lagrimas artificias ndo possuem os componentes essenciais das
lagrimas naturais, como fatores de crescimento, vitaminas e imunoglobulinas, neuropeptidios,

além disso, podem ter um efeito negativo devido aos conservantes, estabilizadores e outros
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aditivos para manter sua durabilidade, o que pode induzir reacdes toxicas ou alérgicas piorando
o quadro do paciente (Liu et al., 2005 e Anitua et al.,2015a).

O soro autdlogo tem uma composi¢do similar as lagrimas, tanto nos compostos como
na sua concentragdo. O SA contém vitamina A, C, (TGFB), (EGF), (IGF-1), (PDGF),
fibronectina, albumina, 02 macroglobulina, IgA, IgG, fatores de complemento, substancia P
(SP) e lisozimas, sustancias essenciais que ajudam diretamente na proliferacdo, diferenciacio e
maturacao da superficie ocular normal, além de ter um efeito bactericida e bacteriostatico (Pan
etal., 2017 e Lopez et al., 2007).

Com respeito a obtencao de do SA, existe uma problematica por se tratar de um produto
de uso individual e variavel, o que impossibilita a fabricagdo e padronizagdo do SA em produto
farmacéutico comercial (Lopez et al., 2007). Varios protocolos t€ém sido descritos com o intuito
de alcancar altas concentragdes de fatores de crescimento epiteliotropicos e propriedades
benéficas para o olho, além de uma forma simples de obten¢do (Liu et al.,2005 e Sanak et al.,
2021). Por isso ¢ necessario padronizar uma metodologia previsivel, replicavel, onde seja
factivel identificar os mecanismos moleculares benéficos que até hoje permanecem
desconhecidos (Geerling et al., 2004). As varidveis mais relevantes que podem modificar a
composicao e eficacia do hemoderivado sdo o tempo de coagulagdo do sangue, a duragdo ¢ a
for¢a da centrifugacdo (Sanak et al., 2021) e a exposicao a luz (Quinto et al., 2009).

Embora ainda nado se tenha um protocolo definido, diferentes estudos concordam nos
aspectos mais relevantes da técnica. O sangue ¢ extraido da veia do paciente com tubo sem
anticoagulante, subsequentemente, os tubos sdo deixados na posicdo vertical a temperatura
ambiente de 18- 22°C por cerca de 2 horas para permitir a coagulagdo. Apds a formagao do
coagulo sanguineo, o sobrenadante ¢ centrifugado para separar o soro dos componentes solidos
(Quinto et al., 2009). Alguns exemplos de protocolos sdo; tubos deixados na posi¢ao vertical
por 2 horas em temperatura ambiente, seguido de centrifugacdo a 2500 % g por 10 minutos ou
a 3000 x g por 15 minutos (Sanak et al., 2021); codgulo por 120 min em temperatura (18-25°C)
e centrifugagdo a 3.000 x g por 15 min (Liu et al.,2005); amostras de sangue foram deixadas
coagular em temperatura ambiente por 20 min e posteriormente centrifugados por 10 min a
2000g (Anitua et al.,2015%).

Apesar dos grandes avancgos no tratamento de doencas ulcerativas, os oftalmologistas
equinos ainda se deparam com casos que evidenciam pouco €xito nos tratamentos. Na espécie
equina existem estudos avaliando a eficacia do soro autélogo como uma terapia para o tecido
ocular; com o objetivo de tratar probleméaticas como ulceras de cornea, e suas possiveis

complicacdes secundarias como infecdes oportunistas de bactérias e fungos (Rushton et al.
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2018). O correto tratamento do tecido ocular do cavalo e extremadamente importante uma vez
que o acometimento dessa estrutura pode comprometer a visdo, inutilizando o equino. Dos
santos et al. (2015). Estudos tem demostrado resultados promissorios do soro autologo.
Rushton et al. (2018) em seu estudo avaliando os efeitos de hemoderivados em cultura de
células de corneas, encontraram que a capacidade de proliferacao celular aumentou dentro das
primeiras 24 horas do estudo, assim como sua migracdo dentro das primeiras 48 horas na
presenca do soro, o que pode ser uma explicacao possivel da melhora das lesdes oculares devido
a constante remodelagao e migragao provocada pelas moléculas de adesao (Dimilla,1991).

Tabela 3. Concentragdes de proteina total e albumina expressada em (mg/mL). Concentragdes
de TGF-Blexpressado em (pg/ml). Para a espécie equina, no soro autdlogo e no lisado
plaquetario.

ANALITO LISADO PLAQUETARIO SORO AUTOLOGO
PROTEINA TOTAL 53.57 +2.08 (mg/L) 59.69 +2.25 (mg/L)
ALBUMINA 27.99 + 1.10 (mg/L) 32.26 +1.44 (mg/L)
TGF-B1 3192.7 + 1395.3 (pg/ml) 2,571 (pg/ml)

Legenda: (mg/mL): miligramas por mililitro. (pg/mL): picogramos por mililitro.

(Peyrecave-capo et al., 2022); (Giraldo et al., 2013); (Hagen et al., 2021)

3. MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado com a aprovagdo do comité de ética de uso de animais da
UFMGQG, sob o niumero de protocolo 232 (Anexo 1). O estudo utilizou a estrutura disponivel no
laboratorio MULTILAB do DCCV, LAMICO do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e LEPET no Hospital Veterinario. Seguem, em anexo, as cartas de anuéncia para

uso dos referidos espacos (Anexos 2 e 3).

3.1 Animais
Para produg¢do do SA e LP, foram utilizados 7 animais de salto adultos (machos e
fémeas), com idade entre 7-15 anos, provenientes da regido de metropolitana de Belo Horizonte.
Os animais ficaram abrigados em centros hipicos préximos a Escola de Veterinaria (15-30
minutos), cujas caracteristicas geralmente sdo: baias de tamanho aproximado de 3 x 3m, com
cama de maravalha de madeira, dgua ad libitum, sal mineral e alimentagdo a base de feno de
graminea e concentrado. Em nenhum momento do experimento, os animais foram retirados do

seu ambiente de origem ou tiveram mudangas na sua rotina pelo estudo. Além disso, todos
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foram submetidos a um exame clinico completo, anterior a sua inclusdo. Os animais foram
utilizados apenas para obtencao do sangue para produ¢do dos hemoderivados.

Os critérios de exclusdo no estudo foram: uso recente de anti-inflamatorios e
antibioticos, doengas sistémicas recentes (no ultimo més), viagens recentes (no ultimo més) ou
qualquer alteragdo no exame clinico completo inicial.

Todos os proprietarios de animais envolvidos no estudo receberam e assinaram o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.2 Obtencio dos hemoderivados

Para a confeccao dos tratamentos, foi coletado sangue por meio do sistema de tubos a
vacuo, na veia jugular externa com agulha tipo borboleta 23 G, apds antissepsia com clorexidina
degermante, seguida de clorexidina alcodlica.

Para producdo do SA, foram coletados 63 ml de sangue por animal em 7 tubos de 9 ml
sem anticoagulante. Para o LP, foram coletados 50 tubos com citrato de sodio 3,2 % de volume
de 3,6 ml para um total de 180 ml por animal, para os trés tempos. No total, de cada animal,
para a confec¢dao de LP e SA foram coletados 243 ml de sangue para todos os 3 tempos do
experimento. Esse volume ¢ considerado seguro para o animal adulto, uma vez que ndo
ultrapassa o limite de 1% do peso vivo.

3.2.1 Obtengdo de soro autdlogo (SA)

Para a obtencdo do SA, apos a coleta, o tubo ficou em repouso durante 1-2 horas a
temperatura ambiente, com a finalidade de separar mediante sedimentacdo a por¢ao do soro
comum. Apds retragdo natural do codgulo, foi feita uma centrifugagao a 2500 g por 10 minutos
para obter um produto ainda mais refinado, baseando-se no protocolo de Sanak et al. (2021).
Em seguida, o codgulo formado foi desprendido, com pipeta de 1 ml, coletada a quantidade do
soro resultante. Esse volume de soro foi armazenado em 18 flaconetes estéreis, 6 flaconetes de
1,5 ml para estudos de ELISA, 6 flaconetes de 0,5 ml para mensuragado proteica 6 de 0,5 para
cultura bacteriana, para cada um dos trés tempos e seus respetivos grupos temperatura 4 e 37
°C.

3.2.2 Obtengao de LP

Para obter o LP, foram coletados sangue em 50 tubos com citrato de sddio a 3,2 %, de
3,6 ml de volume. Apo0s a coleta, o contetido dos tubos foi colocado em tubos Falcon de 15 ml,
os quais foram submetidos a centrifugacdo por 5 minutos a 120 g (ou 908 rpm em uma
centrifuga com raio de 13 cm) (Centribio, 80-2B, Biovera 12 postos). A amostra resultante ficou

em repouso durante 10 minutos com a finalidade de compactar melhor cada camada celular e
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facilitar a coleta do sobrenadante. Desse produto, coletou-se 50 % do plasma mais proximo da
camada leucocitaria com uma pipeta de 1 ml. Esse produto foi colocado em tubos Falcon
estéreis de 15 ml e centrifugados novamente, a 240 g (1280 rpm em uma centrifuga de raio de
13 cm) por 5 minutos. Em seguida, aguardou-se mais 10 minutos em repouso, descartando-se
75 % do sobrenadante. Ao volume restante de 25% denominou-se de PRP, cujas plaquetas se
apresentam na forma de pellet, sendo necessaria a homogeneizacao para contagem e uso. Tal
protocolo baseou-se em adaptacdes da técnica descrita por Arguelles et al. (2006). Apds a

remocao do 25 % de cada tubo, o produto resultante foi submetido a um processo de lise.

3.2.3 Lisado plaquetario

Apo6s a remocao do 25 % de cada tubo, o produto (14,5 ml) foi colocado em um tubo
Falcon de 15 ml, o qual foi submetido a um processo de lisado plaquetario. A técnica de lise
foi adaptada a partir dos estudos de Gilbertie et al. (2020), Perrone et al. (2020) e Hagen et al.
(2021), consistindo em ciclos de congelamento e descongelamento a -80%.

Os tubos com PRP foram submetidos a trés ciclos de congelamento a -80 °C por 30
minutos, seguidos de trés descongelamentos em banho maria a 37°C durante 15 minutos. Em
seguida, a amostra foi centrifugada a 2330 g (4000 rpm em centrifuga de 13 cm de raio), durante
25 minutos para sedimentar os detritos celulares e plaquetarios resultantes do lisado. Uma
aliquota de 200 uL foi destinada a mensuragdo no hemocitdmetro de impedancia (Diagno-
Icounter vet ®), para verificar a auséncia de plaquetas.

Para armazenar os produtos de forma ordenada, foi feita uma divisdo por animais,
tratamentos, dias de avaliagdo e temperatura. Foram utilizados sete animais, dois tratamentos
(SA e LP), trés dias de avaliagdo em um periodo de oito dias (0, 4, 8), duas temperaturas 4 ¢ 37
°C.

Apos o processamento do sangue e confec¢do dos hemoderivados, os produtos foram
aliquotados em 36 flaconetes. Doze flaconetes de 1,5 (ELISA), 12 de 0,5 ml (PROTEOMICA),
e 12 de 0,5 ml para (CULTURA), por animal, para (SAC e PL), nos tempos: 0, 4, e 8 dias para
as duas temperaturas de avaliagao.

Cada amostra foi armazenada a 4°C e na estufa a 37°C, permanecendo em suas
temperaturas de armazenamento e tempos correspondentes, até serem retirados para semeadura
em Agar sangue. Apds a semeadura, todas as amostras foram mantidas a -80 °C, para avaliacio

das proteinas e o fator de crescimento com o kit de ELISA.
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3.3 Mensuracio de proteina total e albumina

Foi realizada a mensuragdo da proteina total (PTT) e albumina (ALB), em um analisador
de acesso randdmico para bioquimicaveterinaria (SMART 200 VET, Biotécnica, epimed, Porto
Alegre).

As amostras destinadas para a mensuragdo das proteinas foram retiradas do seu
armezanamento em congelamento (-80°C) e deixadas a temperatura ambiente, durante 20
minutos antes do processamento. Dessa forma garantiu-se uma estabilidade dos componentes
das amostras. Uma vez descongeladas as amostras, foram depositados 100 puL de soro e plasma
em cada cubeta do equipamento para sua respetiva avaliagdo. Foram necessarias varias rodadas
para processar as 84 amostras, ja que o equipamento tem capacidade de analisar 18 amostras
por rodada.

A forma de avaliacdo do equipamento ¢ realizada por meio de uma faixa fotométrica de
340 nm a 690 nm, precisdo de mais de 2 nm, e um rango de absorbancia 0 a 4.0. Os resultados
obtidos pelo equipamento foram processados automaticamente por meio de software, obtendo
resultados para os dois analitos expressados em g/dL.

3.4 ELISA TGF beta-1 humano

Para analisar o fator de crescimento TGF-$1 em cada um dos hemoderivados, utilizou-
se kit comercial de ELISA para TGF-B1 (Enzyme — linked immunosorbent assay for quantitative
detection of human TGF-B1, invitrogen thermofiser, 2019). Esse kit foi validado para a espécie
equina segundo diferentes autores, em 92% para Penha et al. (1997) e em 98 % para Watts e
Rose (2010).

Para que se pudesse obter duplicatas na mesma placa, apenas 4 animais foram
escolhidos, aleatoriamente, para as analises de ELISA. Foi mensurado o fator de crescimento
de cada animal, tanto para o SA, como para LP, nos trés tempos de armazenamento (0, 4 e 8
dias) e nas duas temperaturas 4°C e 37°C. No dia do processamento, as amostras foram

descongeladas a temperatura ambiente e seguido o protocolo conforme o fabricante.

3.4.1 Reagente tampdo de lavagem

Foi esvaziado todo o conteudo (50 ml) de tampao de lavagem que estava em
concentragdo (20x) em uma proveta limpa graduada de 1000 ml, se misturou delicadamente
para evitar a formagao de espuma com 950 ml de agua destilada para completar um volume de
1000 ml, logo depois o conteudo foi transferido a uma garrafa de lavagem (figura 1) e conectada

ao equipamento lavador de placas (figura 2)
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Figura 1.Garrafa de lavagem da lavadora de
microplacas Figura 2. Lavadora de microplaca veterinario

bioclin

3.4.2 Reagentes tampao ensaio (1x)

Se coloco todo o contetido (5 ml) do tampdo de ensaio em concentragdo (20x) em uma
proveta limpa graduada de 100 ml, se misturo com 4gua destilada (95 ml) cuidadosamente para

evitar a formagao de bolhas, se completou um volume de 100 ml.

3.4.3 Reagente conjugado de biotina

O conjugado com biotina foi utilizado dentro de 30 minutos apos sua diluicao, foi feita
uma dilui¢do de 1:100 da solugdo concentrada com tampao de ensaio em uma proveta de 15
ml. Foi misturado suavemente 11, 88 ml do reagente tampao de ensaio a concentracdo de (1x)
junto com 0,12 ml de conjugado de biotina, obtendo como resultado uma dilui¢do de biotina de

12 ml.

3.4.4 Reagente estreptavidina-HRP

A estreptavidina foi utilizado dentro de 30 minutos apos sua diluicao, foi feita uma
diluicao de 1:100 da solugao concentrada com tampao de ensaio em uma proveta de 15 ml. Foi
misturado suavemente 11, 88 ml do reagente tampao de ensaio a concentracao de (1x) junto
com 0,12 ml de estreptavidina obtendo como resultado uma dilui¢do de estreptavidina de 12

ml.
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3.4.5 Reagente padrao humano TGF-§1
Se preparou o padrao TGF-f1 humano (concentragdo 4 ng/ ml) com adi¢ao de 0,7 ml

de 4gua destilada. Se misturou suavemente durante 15 minutos para garantir uma solubilizagao
completa ¢ homogénea. No momento das diluigdes foi misturado em um vortex de tubo

seguindo as indicacdes do produto.

~—

Show

Figura 3. TGF-p1 STARDAR
Padrdo TGF 1

3.5 Desenvolvimento da técnica

No inicio, se rotularam 7 flaconetes para cada ponto padrao: S1, S2, até o S7. Preparou-
se uma diluigdo seriada 1:2 para as curvas padrdo da seguinte forma: foi pipetado 225 pL de
tampao de ensaio a concentragdo (1x) em cada tubo, logo depois se adicionou 225 pL do
reagente padrdo TGF-B1 no primeiro tubo o qual foi rotulado como S1; nesse tubo foi obtida
uma concentragao padrao de 1:2 ng/ml. Em seguida, colocou-se 225 uL desta diluicdo no
segundo tubo S2, dessa forma foi realizado 5 vezes mais até chegar ao tubo S7 e assim criar os
pontos da curva padrao.

Seguidamente iniciamos com o passo um, o qual foi preparar as amostras de (SAC e
PL). Foram diluidas em relagdo 1:10 com tampao de ensaio a concentracao de (1x) de acordo
com a seguinte formula: 20 pL de amostra + 180 pL de tampao de ensaio a concentragdo de
(1x) +20 nL. de HCL IN, se deixo incubar durante 1 hora a temperatura ambiente, logo a reagao
foi neutralizada pela adicdo de 20 pLL 1N NaOH; ap6s a neutralizagdo a placa foi lavada de
forma automatizada com um protocolo configurado no equipamento de lavagem, seguindo as
recomendacdes do produto; a placa foi lavada com a solu¢do tampao de lavagem duas vezes
com 300 pL, deixando a solucdo descansar nos pogos por 15 segundo antes da aspiragdo
completa de cada poco. E muito importante calibrar previamente a profundidade da agulha
aspiradora com uma placa de ensaio para ndo arranhar a superficie dos micros pogos e perder o

KIT. Posteriormente se adicionou 100 pL de tampdo de ensaio em concentracdo (1x) em
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duplicata aos pocos em branco, e 60 uLL de tampao ensaio aos pocos das amostras juntamente
com 40 pL de cada amostra pré - tratada em duplicata; a placa foi coberta com filme adesivo
para evitar o derramamento dos pogos e se deixo incubar a temperatura ambiente durante 2
horas em um agitador de microplacas a 400 rpms. No tempo em que a placa ficou em incubacgao,
foi preparado o conjugado de biotina como descrito anteriormente; apos as duas horas de
incubacdo, se removeu o filme adesivo, e no lavador de placas se esvaziaram todos os pocos, e
se configuro um lavado de 5 vezes; apds o lavado, foi adicionado 100 pL de biotina conjugada
a todos os pogos, novamente se cobriu com filme adesivo e se deixo em incubacdo durante 1
hora a temperatura ambiente no agitador de microplacas a 400 rpms; no final do tempo de
incubacdo, foi preparada a estreptavidina-HRP, de igual forma quando terminou a incubagio,
foi repetido o mesmo protocolo de lavagem automatizado 5 vezes, e se adicionou 100 pL de
estreptavidina-HRP a todos os pocos, incluindo os pocos em branco. Se deixo incubando por
mais 1 hora a temperatura ambiente 400 a rpms e acabado esse tempo, a placa foi lavada
novamente no protocolo de 5 ciclos.

Uma vez a placa limpa, foi pipetado 100 pL de solugdo substrato TMB em todos os
pogos, se colocou a placa dentro de uma sacola de aluminio com protecdo de luz e se deixo em
incubagdo por mais 30 minutos, conferindo a cada 10 minutos se a coloragdo do padrdo com
concentragdo mais elevada tinha atingido uma cor azul escura, nesse momento foi adicionado
100 nL de solugdo de parada em cada pogo para inativar completamente a reagdo enzimatica e
poder ler os resultados.

Logo depois a absorbancia foi mensurada em um leitor de microplaca usando um
cumprimento de onda de 450 nm, também se configuro o mapa de ELISA no software,

incluindo os pogos padrio e os pogos em branco. Figura 4. Figura 5.

Figura 4. Leitor de ELISA e Fotometro de

£ | Figura 5. Tela do leitor de microplacas
Micronlacas Multiskan FC

veterinario
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3.6 Contaminacao bacteriana dos hemoderivados

Foi preparado o meio de cultura Agar Sangue base frasco de 500 mg da KASVI
conforme a descri¢do do produto. O Agar em sua forma desidratada, é um pé castanho e uma
vez preparado torna-se um fluido homogéneo transparente ou com adi¢ao de sangue vermelho-
cereja, composto por extrato de carne 10 g/L, Triptose 10 g/L, Cloreto de Sodio 5 g/L, Agar 15,
g/L.

A preparagio do Agar é um processo simples, mas deve ser feito com cuidado, e com
medidas de assepsia rigorosas para evitar contaminagao do produto. Foi suspendido 40 gramas
do produto Agar base em um litro de 4gua destilada morna, o produto foi misturado até garantir
a dissolugdo completa do p6. Depois foi colocado na autoclave a 121°C durante 15 minutos
para esterilizar o produto, e se deixo resfriar no ambiente até que o Agar atingisse uma
temperatura de 45 — 50 ° C; imediatamente dentro da capela de fluxo foi adicionado ao Agar 5
% de sangue de cavalo coletado previamente em bolsas de citrato de sodio.

Os calculos: para um litro de Agar base foi adicionado 50 ml de sangue: 5 %. Uma vez
adicionada, se misturo de forma cuidadosa e suave para evitar a formacao de bolhas, logo foi
colocada uma quantidade de 20 ml em cada placa de Petri até acabar o produto. As placas foram
envolvidas em plastico Minipel e armazenadas em refrigeracdo até seu momento de uso.

Para verificar a possivel contaminac¢ao durante o processamento ou armazenamento dos
hemoderivadas preparados no projeto (SA e LP), foi realizado um plaqueamento de 100 uL do
soro ou plasma em Agar sangue, a cada intervalo de tempo de armazenamento (0, 1, 4, 8 dias)
e a cada grupo de temperatura correspondente (4 °C e 37 ° C). As placas foram incubadas por
24 horas a 37°C em estufa, o crescimento bacteriano foi verificado e quantificado pela
contagem manual de UFCs.

Nas placas que houve crescimento, foram estocadas até o final do experimento de
cultura e posteriormente levadas a identificagdo do género e espécie da bactéria mediante o
MALDI TOF. O MALDI TOF ou espectrometria de massa de luz de tempo de ionizagdo de
dessorcao assistida por matriz, em inglé€s matrix-assisted laser desorption ionization time-off
light mass spectrometry ¢ um método rapido, preciso e econdmico de caracterizagdo e
identificacdo microbiana, ¢ uma tecnologia que gera impressdes digitais de espectro de massa
caracteristicas, que sao assinaturas unicas para cada microrganismo e, portanto, ideais para uma
identificacdo microbiana precisa em nivel de género e espécie, além de ter o potencial para ser

usada para tipagem e identifica¢do de cepas (Croxatto et al., 2012).



35

3.7 Analise estatistica
Foi realizada uma analise descritiva do perfil dos animais a partir da tabela de dados.
Esta analise descritiva avaliou todas as variaveis. Foram calculados os principais indices de
estatistica descritiva (e.g. média, mediana, desvio-padrao, coeficiente de variag¢ao, quartis). Esta
analise foi realizada para todos os animais disponiveis no banco de dados a fim de fornecer um
perfil geral, assim como separadamente para grupos pré-definidos, a fim de fornecer um perfil
especifico, nas seguintes varidveis plaquetas, eritrocitos, leucédcitos, UFCs, fatores de

crescimento, proteinas.

Foram aplicados testes estatisticos para verificar se houve diferengas na taxa de
contaminagdes dos dois produtos bioldgicos SA e LP. também se houve diferencas na taxa de

contaminagdes entre os diferentes tempos e entre as diferentes temperaturas.

Para avaliar as diferengas entre produtos, entre tempos e entre temperaturas, foram
ajustados modelos de regressdo linear. Os distintos produtos, tempos e temperaturas foram
utilizados como varidveis preditoras. Foi necessario aplicar a transformacdo de BoxCox a
variavel resposta para controlar a variancia e reduzir o impacto dos pontos discrepantes. Apos
o ajuste do modelo, calcularam-se os valores médios e seus respectivos intervalos de 95% de
confiancga e graficos ilustrativos foram construidos. Testes de comparacdes multiplas (pairwise)
foram realizados aplicando-se a corre¢do de Sidak. Para todos os testes, utilizou-se um nivel de
significancia de 5%. Todas as analises estaticas foram realizadas através do software R versao

3.6.1 (R Core team, 2019).

4. RESULTADOS
4.1 Processamento e caracteristicas dos produtos obtidos.

A média de concentragdo plaquetéria obtida foi de 366.000 plaquetas por microlitro, o
que corresponde a 2,59 x a concentragdo basal. As demais médias foram: concentragdo inicial
de plaquetas de 140.857/ pL, 6.431 leucocitos/ uL e 7,2 x 10 eritrocitos/ pL. Os resultados
hematologicos completos estdo descritos na tabela 5.

Tabela 4. Concentra¢des do niimero de plaquetas, leucocitos, eritrocitos presentes no sangue
total e a concentragdo plaquetaria apos o processamento do de PRP. Na espécie equina — Belo
Horizonte- 2022

ANIMAIS PLAQUETAS/ LEUCOCITOS/ ERITROCITOS PRP Vezes de
6 ~
pL uL x 10 plantaS/ Concentraciao

1. 178.000 4.700 6,76 548.000 3.0x
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2. 126.000 1.500 7,4 303.500 24x
3. 86.000 10.900 7,52 251.000 29x
4. 196.000 6.700 7,66 457.000 23x
S. 90.000 9.300 6,67 270.000 3.0x
6. 126.000 5.800 7,45 267.000 2.1x
7. 184.000 6.120 6,93 464.000 2.5x
Média 140.857 6.431 7,2 366.000 2.59 x

Legenda: pL: Microlitros

Apo6s andlise de correlagdo dos parametros hematologicos, foi observada correlagdo
estatistica, significativamente forte apenas entre a concentracdo de plaquetas basais e a

concentragdo plaquetaria do PRP produzido (p<0,005), conforme demonstrado na figura 6.
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Figura 6. Graficos de dispersao, sendo (R) o valor da correlagdo de Spearman e P, o valor dessa
correlacdo. Correlagdo estatistica da concentracao de plaquetas (PLT), leucécitos (WBC), eritrocitos
(RBC) no PRP, em comparagdo com os valores das mesmas células presentes no sangue total.

O protocolo de lise do PRP adotado nesse estudo foi adequado para a obtengdo do LP.
Foi necessario um total de 3 ciclos repetitivos de congelamento e descongelamento para atingir
a contagem 0 de plaquetas. Por outro lado, houve a deteccdo da presenca de leucocitos e

hemacias (Tabela 6).

Tabela 5. Valores médios de plaquetas, eritrdcitos, leucocitos por microlitro apds o protocolo
de LP, realizado por 3 ciclos de congelamento (-80°C), por 30 minutos em pL trafrezzer, e
descongelamento, a (37°C) por 10 minutos em banho maria, realizado na espécie equina.

Produto Plaquetas/ pLL Eritrocitos/ pLL Leucoécitos/ pLL
LP

MEDIA 0,000 0,041 0,049
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Legenda: LP :Lisado plaquetario. / pL: microlitros

4.2 Contaminagdes bacterianas nos produtos LP e SA
Em relacdo a contaminac¢do bacteriana nos produtos finais e suas variaveis de
temperatura e tempo de armazenamento, observou-se maior contaminac¢ao nos hemoderivados

que foram mantidos a 37°C (P<0,05), independentemente do tempo ou produto (Figura 7).

Tabela 6.Valores médios de UFCs para ambos os produtos, na temperatura de 37 e 4°C

TEMPERATURA (SA)E (LP)
37°C 36,4
4°C 0,04

LP: Lisado Plaquetario . SA : Soro autélogo.

Valor p = 0.004 Valor p=0.518
0.25 _ _
0.204 254 T
0.15
= [ 3 = ]
0.10
3.5
0.054
-4.04 1
37°C 4°c LP ' SA
Temperatura Metodo
Valor p 0.431
a a a a
0.3 i
QO 0.2
L
=
0.1 [ ]
¢
To T T4 T8

Tempo (dias)
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Figura 7. Valores representado a frequéncia de unidades formadoras de colonias UFCs, em relagédo ao
produto, e a temperatura, achando que a temperatura de 37°C teve maior contamina¢ao para ambos 0s
produtos com resultado significativo p= 0.004.

4.3 Proteina total e albumina nos diferentes produtos LP e AS

Os dados de proteina total e albumina foram obtidos em média para os 7 animais, nos
trés tempos de armazenamento e nas duas temperaturas, avaliando um total de 84 amostras. A
média da proteina total no LP foi de 31,65 mg/mL e no soro autdlogo de 40,51 mg/mL. A
albumina para o LP apresentou média de 16,41 mg/mL e no soro, 20,11 mg/mL. O SA mostrou

maior concentragdo de ambos os pardmetros (P<0,05) (Figura 8).

Tabela 7. Valores médios em (mg/mL) da concentragdo de proteina total (PTT) e albumina
(ALB) para o LP e o soro autologo para 7 animais.

ANALITO LISADO PLAQUETARIO SORO AUTOLOGO
PROTEINA TOTAL MEDIA 31,65 mg/mL 40,51 mg/mL
ALBUMINA MEDIA 16,41 mg/mL 20,11 mg/mL

Valor p 0.005 Valor p 0.002
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Figura 8.Valores médios da proteina total e albumina, expressados (mg/mL) para cada um dos produtos,
LP e soro autdlogo. Mostrando maior concentracdo no SA para as duas proteinas, com valor para
proteina total de P=0.002 e albumina p= 0.005.
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Nao houve diferenca entre as concentragdes de proteina total e albumina em relacdo a

temperatura ou tempo de armazenamento, conforme demonstrado na Figura 9.
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Figura 9.Valores da albumina e proteina total expressada em (mg/mL). Relacionando a influéncia do
tempo (0,4,8 dias) e a temperatura (4°C) e (37°C) sobre as concentragdes no LP e AS.

4.4 Fator de crescimento TGF-$1

Os valores médios encontrados para TGF-B1 parao LP e SA foram 5,940 pg/mL e 5,530

pg/mL, respectivamente, incluindo-se todos os tempos e temperaturas. Os valores por tempo ¢

temperatura sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 8. Mensuracao da concentragao média do fator de crescimento TGF-f1 em pg/mL para
ambos os produtos, em relagdo aos trés tempos, temperatura de armazenamento.

LP

5,940

6,080

5,830

6,000

6,270

5,970

6,400

5,510

5,580

SA

5,530

5,860

5,280

5,810

5,890

5,870

5,230

5,290

5,310
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Legenda: °C: graus Celsius; T 0, 4, 8, 37°C: tempos 0,4,8 a temperatura de 37°C; T 0, 4, 8, 4°C : tempos
0,4,8 a temperatura de 4°C.

A concentracdo de TGF-B1 foi maior (P<0,05) no LP. Também se observou maior
concentragdo desse FC a temperatura de 37°C (P<0,05). Entretanto, ndo houve diferenca na

concentracdo do FC quando comparados aos tempos de armazenamento (Figura 10).
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Figura 10.Valores representando a concentragdo do fator de crescimento TGF-f1 valores expressados
em (pg/mLx10"3), presente no LP e no SA. Em relagdo a temperatura (4°C) e (37°C); tempo de
armazenamento (0, 4, 8) dias.

Foi testada a correlagdo entre a concentragao de TGF-B1 e a contagem plaquetaria do
PRP basal, adquirida antes do processamento e lise das plaquetas. Observou-se uma correlagao

forte (R=0,8), embora nao significativa (P=0,333) (Figura 11)
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Figura 11. Grafico de dispersdo com os valores numéricos, sendo o valor da correlagdo R= 0,8 de
Spearman e P, o valor P= 0.333 significativo dessa correlagdo. Correlagdo entre a concentragdo
plaquetaria e a concentracdo de fator de crescimento TGF-B1 expressada em pg/mL.

5. DISCUSSAO

No presente estudo, os valores basais dos 7 animais avaliados, para os parametros
hematologicos estavam dentro do intervalo normal para a espécie e conforme a literatura.
Grondin e Dewitt (2010) apresentaram valores normais de plaquetas em equinos que vao desde
100.000 - 350.000 plaquetas / pL; valores de 5400 -14,300 leucécitos / uL e valores de 6.8 -
12.9 x 10° eritrocitos / pL. Vendruscolo et al. (2012) no seu estudo mostrou valores de 156.600
+ 267.450 plaquetas / pL, 8300 + 1310 leucdcitos / pL e 7,7 £ 0,71 10 eritrocitos / pL.
Fonteque et al. (2015) avaliando 138 cavalos sadios, acharam resultados de 10.700 leucocitos/

uL e de 7.78 x 108 eritrocitos/ L.

Embora existam diversas defini¢gdes para que se considere um hemoderivado como
PRP, considera-se que o protocolo de obtencao dos hemoderivados utilizados nesse estudo foi
adequado para produzir um PRP. Usando-se a metodologia de dupla centrifugacdo modificada,
foi atingida uma concentra¢do média de 2,59 vezes em comparacdo com o nivel basal, o que
podera alcangar as condigdes adequadas para o uso desta terapia celular. Smith et al. (2006),
em seu trabalho in vitro sobre o efeito anabdlico do PRP em tenddo equino, concluiu que uma
concentracdo de 4 vezes a concentracdo basal seria necessaria para observar um efeito
reparador. Esses dados sdo compativeis com o proposto por Marx et al. (2004), o qual afirma

que uma resposta de reparacao celular foi evidente quando o produto tinha concentragdes de 4
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a 5 vezes em relagdo ao numero de plaquetas basais. Porém, outros estudos consideram
positivas concentragdes mais baixas. Anitua et al. (2004) e Carmona et al. (2011) recomendam
uma contagem de 300.000 plaquetas/ pl, o que representa 1- 2,5 vezes as plaquetas da linha
base do sangue total. Vendruscolo et al. (2012) propdem 350.000 plaquetas / puL, ou seja 2,6
vezes as basais.

Os parametros hematologicos também influenciam a concentragdo plaquetaria no PRP.
A concentracao plaquetéaria no PRP final apresentou correlagao positiva (R=0,9; P=0,005) com
a concentragdo inicial de plaquetas, o que estd em consonancia com a literatura (Andrade et al.,
2008).

O protocolo de lise do PRP utilizado no presente estudo foi adequado para eliminar as
plaquetas em todas as amostras apos os 3 ciclos e centrifugagdo final. Por outro lado, conforme
observado na Tabela 6, obteve-se média diferente de 0 para leucocitos e hemadcias.
Possivelmente, essa observacao esta relacionada a técnica de contagem por impedancia, em que
pequenos fragmentos celulares podem ser contados como células. Rushton et al. (2018), por
meio da técnica de impedancia, acharam quantidades elevadas de precipitados proteicos de
varios tamanhos, bem como restos celulares, os quais foram contados como células, devido ao
tamanho ser idéntico aos globulos brancos. Essa contagem nao fidedigna ¢ ainda mais provavel
quando o nimero de cé€lulas estd reduzido (Springer et al., 1998). Embora outras técnicas de
contagem de plaquetas tenham sido apontadas como mais precisas, tanto a contagem manual
quanto a citometria de fluxo apresentam fatores limitantes. A contagem manual ¢ uma técnica
demorada e laboriosa, o que dificulta sua aplicabilidade em um grande volume de amostras. A
citometria de fluxo, por sua vez, apresenta um custo muito alto, o que limita sua utilizacdo em
muitos cendrios. Por esses motivos, a impedancia tem sido amplamente aceita nos estudos de
PRP (Alvarez et al., 2011; Anitua et al., 2012b; Drago et al., 2013; Drago et al., 2014; Lopez et
al., 2014)

Apos o processo de lise, duas técnicas t€m sido utilizadas para reduzir a presenca de
fragmentos celulares: a centrifugagdo e a filtragem do produto final (Bernardi et al., 2013;
Gilbertie et al., 2018; Hagen et al., 2021). No presente estudo, optou-se por realizar a
centrifugacdo sem o uso de filtro, como forma de avaliar o método de lise dentro de um cenério
de uso rotineiro, em que muitas vezes o filtro ndo estd disponivel. Além disso, o produto
produzido nao foi destinado ao uso in vivo, nao havendo, portanto, a preocupacao do ponto de
vista imunogénico.

Pelo fato dos dois hemoderivados estudados requererem manipulagdo durante o seu

processamento, optou-se por verificar se as amostras apresentariam contaminagdo e se 0s
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fatores relacionados ao armazenamento (tempo e temperatura) poderiam proporcionar o
surgimento de contaminagdes no produto final. Optou-se por realizar o processamento dos
produtos em ambiente laboratorial, mas sem o uso de capela de fluxo laminar, pois este ultimo
equipamento ndo corresponde a realidade de aplicacdo pratica a campo. Ao contrario do
esperado, ndo foi possivel demonstrar que o LP possuisse maior potencial de contaminagdo em
relagdo ao SA, por exigir maior manipulagdo durante sua confec¢io. E possivel que com n
maior de placas por tratamento esse efeito tivesse sido demonstrado, dada a natureza instavel
da variavel UFC. Por outro lado, houve correlagao significativa (P = 0,004) entre a contagem
de UFCs e a temperatura de armazenamento de 37 °C para ambos os produtos, conforme Figura
7. Uma vez que grande parte das bactérias apresentam melhor desempenho de crescimento em
temperaturas de 30 a 37°C (Cunha et al 2002), tal achado representa uma confirmagao
importante a ser considerada quando se pretende preservar a qualidade microbioldgica de um
hemoderivado. Assim como demonstrado por Anitua et al. (2015b) e Blasetti et al. (2015), a
temperatura de 4°C parece ser a mais adequada para armazenamento de hemoderivados do
ponto de vista microbioldgico. Os ultimos autores também ndo encontraram contaminagao
significativa, apesar de terem coletado aliquotas repetidas do mesmo frasco. Mesmo assim, no
presente estudo, optou-se por realizar aliquotagem prévia das amostras, antes do
armazenamento. Acredita-se, portanto, que essa recomendacao deve ser mantida quando do
preparo para uso clinico.

Em nosso estudo, o Staphylococcus epidermidis foi a bactéria identificada com maior
frequéncia, estando presente em 60 % das placas contaminadas. Isso estd de acordo com o que
foi observado por Alvarez et al. (2010b). Segundo os autores, 0 S. epidermidis é a bactéria mais
i1solada na pele equina e nas maos da equipe envolvida.

No sentido de monitorar possiveis influéncias dos pardmetros estudados sobre a
composicao dos hemoderivados, mensurou-se a concentragdo de proteinas totais e albumina
nos produtos obtidos. Observou-se que as concentragdes foram maiores para ambos analitos no
SA. Hagen et al. (2021) em seu estudo de plasma lisado em cavalos, a partir de um concentrado
plaquetdrio, mensurou e identificou a composicdo de diferentes hemoderivados, para
caracterizar os produtos. Nesse trabalho, a concentragdo de proteina total, no LP foi (53.57 £
2.08 mg/mL) e albumina de (27.99 = 1.10 mg/mL); no soro autdlogo obtiveram uma proteina
total de (59.69 +£2.25 mg/mL) e albumina (32.26 +1.44 mg/L). Sao resultados compativeis neste
trabalho, em termos, de que tanto a proteina total como a albumina no SA, estdo mais elevadas
em comparagdo com as concentragdes no LP. Por outro lado, € necessario esclarecer que esses

achados sdo inusuais, se comparado com trabalhos de perfis proteicos na espécie equina para
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soro e plasma. Em teoria, devido aos processos, pelos quais s3o obtidos o soro e o plasma, a
literatura apresenta que o soro tem menor concentracao de proteinas em relacdo ao plasma, em
condigdes de processamento e armazenamento convencionais. Isto explica-se durante o
processo de coagulacao, onde o soro se torna qualitativamente diferente do plasma. A remocgao,
de uma grande quantidade de fibrinogénio do plasma sanguineo, na formacgao do codgulo de
fibrina, resulta em que o soro procedente desse processo, tenha uma concentracdo proteica
inferior a do plasma, devido a perda dessa proteina (Issaq et al., 2007). O fato de ter achado
concentragdes proteicas maiores, no SA comparando com o LP no presente estudo, € em estudos
comprando os mesmos produtos como o realizado por Hagen et al. (2021), pode estar
relacionado, aos processos de obtencdo e lises do PRP. Se poderia inferir que os ciclos
repetitivos de centrifugagdo, assim como de congelamento e descongelamento com
temperaturas drasticas, puderam fazer com que as proteinas diminuiram, uma vez, que 0 Soro
ndo passou por esses processos, mas os dois produtos, estiveram armazenados, nas mesmas
condi¢des, de tempo e temperatura, e ditas variaveis ndo mostraram fazer ou ter uma diferenca
estaiista entre a concentragao de proteina total ou albumina.

A mensuragdo ¢ estimacao dos fatores de crescimentos nos hemoderivados, mesmo
sendo de extrema importancia para quantificar concentragdes terapéuticas precisas, ndo pode
ser utilizada de forma rotineira, devido aos altos custos e a necessidade de pessoal experiente
para sua avaliagdo. Dentro dos colirios oculares, a mensura¢do dos fatores de crescimento
epiteliotropicos, € dos processos mais importantes, porém pouco realizados (Sanak et al., 2021).
Pelo anterior, ¢ com o intuito de disponibilizar mais dados, sobre a composicdo dos
hemoderivados, foi mensurado o TGF-B1. No presente estudo realizou-se ELISA do TGF-B1,
achando resultados em média, no LP de (5,940 pg/mL), e para o SA de (5,530 pg/mL). Esses
resultados sdo compativeis com outros estudos, enquanto a diferenca que existe, entre a
concentracdo de ambos os produtos. Por outro lado, neste estudo, as concentracdes obtidas
foram mais elevadas tanto no SA, como no LP em comparacdo com os resultados de outros
trabalhos. Giraldo et al. (2013), a partir de um P-PRP, com concentragoes de (304,030
plaquetas / pL), apos o lisado obtiveram uma concentracdo do TGF-B1 de (3192.7 £1395.3),
em comparac¢ao com os achados deste trabalho, foram valores mais baixos. o dado anterior pode
estar relacionado, ao fato de que o PRP obtido no trabalho dos autores desse estudo, teve menor
concentracdo plaquetaria, a atingida no presente estudo (366.000 plaquetas/ pL),
consequentemente menor liberacdo de FC. O anterior, ¢ mais evidente no estudo em equinos de

Textor et al. (2011a) onde conseguiram, mediante um protocolo de 3 centrifugacdes concentrar
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17000.000 plaquetas/ uL, e apos o lisado com detergente idnico ele obteve concentragdes de
TGF-B1 na faixa de 22,677 + 12,125 pg/ml.

No soro autdlogo a concentragdo do TGF-B1 foi menor em comparagao com o LP,
mostrando um nivel de significancia estatistica confidvel de P <0.001. O achado no presente
estudo estd amplamente relacionado e sustentado com a literatura. No SA, o processo de
liberagdo dos fatores de crescimento, acontece por meio do processo da coagulacdo natural do
sangue total, esse processo € realizado pela trombina autdloga, induzindo assim a degranulagao
e liberagao dos fatores de crescimento presente no sague basal Bieback et al. (2009) e Burnouf
et al. (2016). Por outro lado, pode-se inferir que a concentracdo do TGF-B1 no SA foi menor,
uma vez que ndo existe uma concentracao plaquetaria superior a do sangue. Além disso segundo
Textor e Tablin, (2012) a ativagdo pela trombina autdloga equina, no processo natural da
coagulacdo, sequestra alguns fatores de crescimento, os quais sdo mantidos dentro dessa
membrana, diminuindo substancialmente as concentracdes do FCs no soro resultante. Foi
demonstrado que a concentracdo de fatores de crescimento em amostras de soro esta diminuida
entre 30% e 50% em compara¢do com LP em humanos (Burnouf et al., 2016).

Neste trabalho, parece ser, que tanto no SA, como no LP, o FC teve maior concentragao,
no grupo de armazenamento a temperatura de 37 °C, a literatura ndo apresenta estudos sobre
esses achados, no LP. Foi considerada essa temperatura, como um grupo de armazenamento,
com o intuito de comprovar, se tinha relacdo com maior concentragdo e liberacao dos fatores
de crescimento, uma vez que dentro das metodologias de ativagdo do PRP, sdo realizados
estudos, onde os produtos, sdo ativados com aditivos como trombina, cloreto de célcio e
gluconato, e sdo deixados durante minutos ou horas a 37°C obtendo bons niveis de fatores de
crescimento (Gutiérrez et al., 2017; Steller et al., 2019). Ainda nado se tem na literatura estudos
de armazenamento de produtos lisados a 37°C, os quais apresentem, se teria alguma influéncia
na liberagdo ou estabilidade desses FCs. Por outro lado, devido a auséncia de estudos de
armazenando do LP, ndo foi possivel comparar, a estabilidade desse hemoderivado, ao longo
do tempo.Nneste trabalho ndo houve aumento ou diminuigdo estatisticamente significativa do
fator de crescimento ao longo dos 8 dias de armazenamento p = 0,737.

Um dos objetivos de avaliar e caracterizar, a PTT, ALB e o TGF-B1 no SA e LP, foi
mensurar, se suas concentragdes teriam propriedades interessantes para o uso nas terapias
oculares nos cavalos. Existem poucos trabalhos, utilizando fatores de crescimento na terapia
ocular in vivo. O TGF-B1, pode ter propriedades anabolicas e catabolicas no tecido ocular. A
literatura ndo apresenta uma concentracdo adequada definitiva, para otimizar seus efeitos

positivos (Donnelly et al., 2014). No presente estudo ambos os hemoderivados atingiram
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concentragdes do TGF-B1 relativamente altas, comparadas com produtos similares na literatura,
como os encontrados por Haber et al. (2003) os quais em um estudo com células equinas in
vitro, avaliaram a proliferacio de células epiteliais e queratindcitos. Nesse trabalho
evidenciaram que o TGF-B1 em concentragdes de 1,100 pg/mL e 2,000 pg/mL diminuiu
significativamente a proliferacdo de células epiteliais em comparagdo aos controles. No caso
de concentragdes mais baixas, 500 pg/mL a prolifera¢do celular ndo diminuiu, sendo estavel o
crescimento celular. Concordante com o anterior € valida a sugestdo de Tsubota et al. (1999)
onde propdem fazer uma dilui¢do, em produtos com altas concentragdes de TGF-1, e outros
fatores de crescimento, para assim diminuir os efeitos adversos.

Enquanto a relagdo que tem o numero de plaquetas com a liberacdo de fatores de
crescimento, a literatura no caso do TGF-B1 ainda € controversa. Pesquisas afirmam a hipdtese
e outras na qual ndo se evidencia relacdo. No presente trabalho foi possivel encontrar uma
correlacdo forte, entre as plaquetas e o TGF-1 (R=0,8), dito resultado ¢ definido estaticamente,
como uma correlagdo forte posto que o valor esta mais proximo a (R= 1). nosso valor de (P=
0,333), ndo significativo, porém, existem fatores que podem intervir nesse resultado como o
tamanho amostral (Molina, 2017). Em nosso caso o tamanho amostral foi pequeno, 4 animais,
0 que poderia ter influéncia com o resultado. Porém esses resultados podem ser comparados
com os achados por Sundman et al. (2011) em seu trabalho em humanos, plantearam a hipdtese
de que, a liberagdo e concentragdo do TGF-B1 seria dependente da composi¢ao celular do PRP.
Para isso compararam dois PRPs, um deles com baixa concentragdo plaquetaria e outro com
alta concentragdo. O de alta concentragdo teve uma correlagdo forte entre TGF-B1 e plaquetas
(R =10,75 e P =0,001) corroborando assim a hipotese do seu estudo. Hagen et al. (2021)
estudando a espécie equina, também acharam uma associa¢ao moderada a forte, do TGF-1 em
um concentrado plaquetario. A avaliagdo foi feita em um plasma lisado obtido por ciclos
repetitivos de congelamento e descongelamento e a relagdo do TGF-B1 para o lisado plaquetario
foi de P=0.01 e R = 0.626 mostrando uma boa correlacao estatisticas, além da confiabilidade
dos dados. O anterior explica-se teoricamente, uma vez que um produto com alta concentragao
plaquetaria, teria mais capacidade de liberacdo de fatores de crescimento, ja que as plaquetas
sdo uma fonte autdloga importante desses fatores. A liberacao ocorre pelas vias de sinalizagdo
intracelular plaquetéria, através da interagdo com uma rede complexa de receptores de
superficie de outras células e tecidos (Anitua et al., 2005; Sundman et al., 2011; Vendruscolo

et al., 2012).
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6. CONCLUSOES

O valor basal de plaquetas, esta diretamente relacionado com a concentragao plaquetaria

no plasma rico em plaquetas final.

Desde o ponto de vista microbiolégico, a temperatura de 37 °C mostrou maior
crescimento bacteriano nos produtos, o que inviabiliza que seja uma temperatura adequada,
para o armazenamento dos diferentes hemoderivados; 4 °C ¢ uma temperatura mais indicada

para o armazenamento ao longo do tempo.

LP ¢ um produto mais rico em TGF-B1, em comparacdo ao SA. Embora o motivo ainda
seja desconhecido neste trabalho, o resultado do estudo, mostrou que tanto no SA, como no LP,

a temperatura de 37°C apresentou maior concentragdo de fator de crescimento TGF-f1.

A proteina total e albumina teve maior concentragdo no soro autdlogo convencional em
comparagdo com o produto do lisado plaquetdrio. Nem o tempo, nem a temperatura tiveram

influéncia em sus concentragdes
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizagdo dos hemoderivados, ¢ de vital importancia para o correto uso da
comunidade cientifica e na medicina veterinaria. Ainda faltam muitos estudos que permitam
caracterizar de forma mais precisa e extensa os diversos compostos benéficos e adversos do

SA, e LP.

E necessario estudar diversos protocolos, de obtengdo, armazenamento, dos
hemoderivados, os quais entreguem a melhor relagdo entre replicabilidade e qualidade do
produto, assim como uma maior seguran¢a no armazenamento.

Metodologias in vitro e in vivo sdo necessarias para mostrar os verdadeiros efeitos

biologicos que podem ter as diferentes proteinas e fatores de crescimento nos tecidos.
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1. ANEXOS

Anexo 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

COMPROVANTE
Comprovamos o recebimento da solicitagdo de uso de animais para o projeto intitulado "COMPARACAO
DO PERFILDOS FATORES DE CRESCIMENTO E MICROBIOLOGICO DO SORO AUTOLOGO E
SORO AUTOLOGO ENRIQUECIDO COM FATORES DE CRESCIMENTO RESFRIADOS.", protocolo
do CEUA: 232/2020 sob a

responsabilidade de Renata de Pino Albuquerque Maranhao que envolve a produgdo, manutengdo e/ou
utilizagdo deanimais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino).

Belo horizonte 23/10/2020
Atenciosamente,
Sistema solicite CEUA UFMG

https://aplicativos.ufmg.br/solicite _ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa II — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516

www.ufimg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br
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Anexo 2

CARTA DE ANUENCIA

Eu, Fabiola de Oliveira Paes Leme inscrito sob RG 20945432-5 ssp /sp e CPF 091.233.158-
57 CRMV MG 9471 autorizo a realizacdo do experimento intitulado “comparagdo do perfil
dos fatores de crescimento e microbiologico do soro autdlogo e soro autdlogo enriquecido
com fatores de crescimento resfriados” (protocolo CEUA/UFMG 232/2020), sob orientacao
da professora Renata de Pino Albuquerque Maranhao, no LAMICO da Escola de Veterinaria
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), a ser conduzido pelo mestrando Camilo
Osorio Florez RNM F245089-Y, CPF 097.797.581-94, inscrito na pds-graduagdo em Ciéncia
Animal da Escola de veterinaria da UFMG.

Belo Horizonte, 26 de outubro de 2020.

oy

Agsiitatura do Responsavel
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Anexo 3

CARTA DE ANUENCIA

Eu, Kelly Moura Keller, inscrita sob RG 12300170-3, CPF 085.878.127-18 ¢ CRMV MG
13579, autorizo a realizagdo do experimento intitulado “Compara¢ao do perfil dos fatoresde
crescimento € microbiolodgico do soro autdlogo e soro autdlogo enriquecido com fatores de
crescimento resfriados” (protocolo CEUA/UFMG 232/2020), sob orientagdo da professora
Renata de Pino Albuquerque Maranhdo, no Laboratério de Micologia e Micotoxinas
(LAMICO) da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMQG), a
ser conduzido pelo mestrando Camilo Osorio Florez RNM F245089-Y, CPF 097.797.581-
94, inscrito no Programa de Pds-graduagdo em Ciéncia Animal da Escola de Veterinaria da
UFMG.

Belo Horizonte, 26 de outubro de 2020.

Vell,  Momne.  kelln

L]
Prof* Kelly Moura KellerDMVP-
EV/UFMG
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