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RESUMO

Em funcao da necessidade de uso imediato do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) na rotina
veterindria, o armazenamento surge como uma alternativa para otimizar protocolos de medicina
regenerativa. Este concentrado plaquetdrio foi obtido a partir do sangue total de 10 equinos por
meio de dupla centrifugacdo, com forca de centrifugacdo relativa (FCR) de 112 g e 55 g,
respectivamente, por 5 minutos cada, sendo avaliado em trés protocolos térmicos: refrigeracao
(7°C), congelamento (—22°C) e ultracongelamento (—80°C). As andlises laboratoriais
consistiram na contagem plaquetdria pelo método de Brecher em hemocitdmetro e na avaliacao
morfoldgica apds ativacdo com cloreto de célcio 6,2% nos tempos de 1 dia, 7 dias e 14 dias
pos-colheita. O ultracongelamento e a refrigeracdo a 7°C sdo eficazes para a manutenciao da
qualidade do PRP por 1 dia, visto que o armazenamento por 7 e 14 dias acarretam uma queda
acentuada na concentracdo plaquetdria, o que inviabiliza o potencial terapéutico em todos os
protocolos térmicos avaliados, independente da manutencdo morfolégica das plaquetas ter sido

mantida em todos os dias.

Palavras-chave: Hemocomponente. Concentrado plaquetario. Armazenamento.



ABSTRACT

Due to the need for immediate use of Platelet-Rich Plasma (PRP) in veterinary
practice, storage emerges as an alternative to optimize regenerative medicine protocols. This
platelet concentrate was obtained from the whole blood of 10 equines through double
centrifugation, with relative centrifugal force (RCF) of 112 g and 55 g, respectively, for 5
minutes each, and was evaluated under three thermal protocols: refrigeration (7°C), freezing
(—22°C), and ultra-freezing (—80°C). Laboratory analyses consisted of platelet counting by the
Brecher method in a hemocytometer and morphological evaluation after activation with 6.2%
calcium chloride at 1, 7, and 14 days post-collection. Ultra-freezing and refrigeration at 7°C are
effective for maintaining PRP quality for 1 day, as storage for 7 and 14 days results in a sharp
decrease in platelet concentration, which impairs the therapeutic potential in all evaluated
thermal protocols, regardless of the fact that platelet morphological integrity was maintained

throughout all periods.

Keywords: Blood component. Platelet concentrate. Storage.
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1 INTRODUCAO

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é um produto de plasma autélogo que contém uma
concentragdo de plaquetas e granulos alfa acima dos niveis basais encontrados no sangue
periférico capaz de produzir efeitos terapéuticos (Soares et al., 2021). Sua eficicia clinica esta
intrinsecamente ligada a integridade estrutural e metabdlica das plaquetas, que servem como
unidades de liberacdo sustentada para mediadores como o Fator de Crescimento Transformador
beta 1 (TGF-B1) e o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), que atuam na
regeneracao tecidual (Costa, 2016; Martinez et al., 2015). Entretanto, a escassez de trabalhos
acerca da quantificacdo plaquetdria e variabilidade nos protocolos de obtencdo e,
principalmente, as incertezas sobre a manutencdo da bioatividade durante o armazenamento
constituem os principais entraves para a padronizacdo terapéutica na rotina hospitalar e de
campo.

A conservagdo de médio e longo prazo sob refrigeracdo ou criopreservacao desafia a
estabilidade das concentragdes de fatores de crescimento, exigindo o estabelecimento de
critérios rigorosos de controle de qualidade laboratorial (Wang et al., 2025; Liu et al., 2024;
Pedroso et al., 2021). A necessidade do uso do produto fresco limita a terapia, principalmente
em condicdes de campo ou em protocolos que necessitam de aplicagdes seriadas (Seidel et al.,
2026).

Diante desse cenario, justifica-se o presente estudo, visto que o armazenamento do PRP
visa aperfeicoar o trabalho a campo e permitir o uso desse produto em momentos distintos da
coleta (Seidel et al., 2026). No entanto, a variabilidade nos métodos de obtencao e a falta de
padronizacdo na caracterizacdo do PRP ainda dificultam a validacdo de protocolos de
conservagdo que garantiriam a qualidade do produto estocado (Soares et al., 2021), tornando
relevante avaliar a viabilidade do hemocomponente sob diferentes temperaturas e tempos de

armazenamento em relacio a concentragdo e morfologia plaquetarias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Determinar a estabilidade quantitativa e a integridade estrutural do PRP de equinos

submetido a diferentes protocolos de estocagem térmica e intervalos de tempo.

2.2 Especificos

a) Quantificar plaquetas em amostras de PRP mantidas sob refrigeracdo (7°C),
congelamento (-22°C) e ultracongelamento (-80°C).
b) Avaliar a integridade morfoldgica das plaquetas, por meio de microscopia Optica,

apOs processamento e técnicas de conservagao propostas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de analises

Essa pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) sob o nimero de protocolo 40/2025.
Para esse estudo, foram utilizados equinos alocados no setor de grandes animais do Hospital
Veterinario Paulo Fernando Cisneiros da Costa Reis, da UFERSA, sob os cuidados dos médicos
veterindrios residentes e corpo técnico. O material coletado foi analisado no laboratério clinico
situado no Hospital Veterindrio e Laboratdrio de Diagndsticos em Patologia Clinica Veterindria
(PCVET) da UFERSA.

Foram utilizados, ao todo, dez animais (n=10), selecionados a partir de parametros
clinicos, frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria e temperatura retal, e varidveis
hematolégicas dentro dos intervalos de referéncia estabelecidos para a espécie equina (Feitosa

et al., 2022; Thrall et al., 2014) para a produ¢ao do PRP em laboratério.

3.2 Coleta de sangue total

Os animais foram contidos utilizando brete de contencdo e, entdo, submetidos a
venopuncdo jugular para obtengdo de 15 mL de sangue total, colocados em tubos conicos
estéreis contendo 250 pL. de citrato de sodio a 3,2%, para uma proporcdo final
anticoagulante:sangue de 1:9. O citrato de s6dio funciona como um anticoagulante quelando os
ifons calcio (Silva, 2025) e preservando a membrana plaquetdria, o que o torna ideal para a
preparacdo do PRP (Landesberg et al., 2000, Trindade-Suedam et al., 2007). Os frascos foram
identificados e encaminhados ao laboratdrio para preparagdo do PRP e posterior técnica de

estocagem.

3.3 Analise laboratorial e armazenamento

O protocolo utilizado foi descrito por Diaz (2024), em que as amostras coletadas foram
submetidas a dupla centrifugacdo. As centrifugacdes foram realizadas com diferentes forgas de
centrifugacao relativas (FCR), a 112 G e 55 G subsequentemente, ambas com duracdo de cinco

minutos. Este protocolo foi o escolhido por resultar numa menor quantificagdo de leucdécitos e
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hemécias do produto final, a fim de evitar seus efeitos catabdlicos in vitro, e garantir a
concentracdo das plaquetas.

Ao fim da primeira centrifugacdo, foram descartados o botdo leucocitério e as hemdacias
sedimentadas e, apds cinco minutos de descanso ao abrigo da luz, o plasma remanescente foi
colocado em outro tubo conico estéril e novamente centrifugado conforme a FCR e tempo
estabelecidos no protocolo supracitado. Apds a segunda centrifugagdo, foi descartado metade
do plasma da por¢ao superior, ou seja, o plasma pobre em plaquetas (PPP), e o PRP fracionado
igualmente em dez microtubos. Desses, trés (n = 3) foram armazenados em geladeira, a 7°C,
trés (n = 3) armazenados em freezer, a -22°C, trés (n = 3) armazenados em ultrafreezer, a -80°C,
e um (n = 1) tubo para quantificacdo imediata (TO) de plaquetas apds a producido do PRP. Este
processo de obtencdo e armazenamento de PRP foi realizado com todas as dez amostras
coletadas, totalizando 100 analises.

As avaliagOes foram feitas em aliquotas individuais para cada tempo e temperatura. As
amostras foram processadas e analisadas 1 dia (T1), 7 dias (T7) e 14 dias (T14) apds a obtencdo
do PRP, garantindo que cada quantificacdo fosse feita em um tubo que permaneceu inalterado
até o momento da andlise.

A quantificagdo plaquetdria em hemocitdometro foi realizada utilizando o método de
Brecher. Este método utiliza uma mistura de dgua destilada, azul de metileno e oxalato de
amoOnio com objetivo de causar degeneracdo de niicleos leucocitdrios, plasmélise de hemdcias
e impedir a agregacdo plaquetdria (Ramirez-Ubillus et al., 2020), sendo o liquido de escolha
para esse tipo de andlise.

As contagens foram realizadas com uma diluicdo na propor¢do de 1:200, em que se
utilizou 5 pL da amostra para 1 mL do liquido de Brecher. Essa dilui¢do era entdo
homogeneizada e aguardava-se 3 minutos antes do inicio da quantificacdo. Transcorrido esse
tempo, era introduzida a dilui¢do no hemocitometro de modo a preencher completamente o
espaco entre o espelho e a laminula. O material foi analisado em microscopio Optico sob
aumento de 400x. A contagem foi feita utilizando os cinco reticulos diagonais do quadrante
central, em padrdo zigue-zague, e o valor obtido foi posteriormente multiplicado por 10.000, o

qual corresponde ao fator de dilui¢do para a determinacdo do valor final de plaquetas.
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Figura 1 — Reticulos de contagem de plaquetas

Microscopia dptica de concentrado plaquetdrio em hemocitdmetro. As setas apontam para plaquetas refringentes.
Aumento de 400x.

Imagens: arquivo pessoal

3.4 Ativacao e analise morfolégica plaquetaria

Para a andlise da viabilidade plaquetaria, foi utilizado 20 uL. de PRP depositado sobre
lamina, seguida da adicdo de 5 pL de cloreto de calcio 6,2% para induzir a ativacdo plaquetaria,
visando reverter o efeito quelante do anticoagulante citrato de sédio. Apés homogeneizacio,
posicionava-se uma laminula sobre a mistura que posteriormente foi submetida a andlise
microscopica sob aumentos de 400x e 1000x para se observar a integridade estrutural das

plaquetas.

3.5 Analise estatistica

Para as andlises estatisticas foi utilizado o pacote estatistico do SAS (9.3). O nivel de
significancia adotado em todos os testes foi de 5% de probabilidade (P < 0,05). Os dados foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para verificar pressuposicdo de normalidade. Aqueles com
distribuicdo normal foram comparados pelo teste F da andlise de variancia (ANOVA),
utilizando o procedimento PROC MIXED. Em caso de efeito significativo (p < 0,05) ou
tendéncia (0,05 <p <0,1), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey. Os dados que nao
apresentaram distribuicdo normal, quando possivel, foram normalizados pelo procedimento

PROC RANK; ao contrério, foram comparados pelo teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis.
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4 RESULTADOS

4.1. Avaliacao da concentracao plaquetaria sob diferentes temperaturas

Os dados hematimétricos obtidos imediatamente apds a obtengdo do hemocomponente

fresco (TO) estdo listados na Tabela 1, servindo como referencial para as andlises subsequentes.

Tabela 1. Contagem plaquetdria de sangue total periférico e em PRP fresco (TO).

Animais (n) Sangue periférico ( /mm?) PRP (T0) ( /mm?)
1 240.000 480.000
2 184.000 390.000
3 196.000 380.000
4 304.000 620.000
5 194.000 560.000
6 188.000 410.000
7 196.000 490.000
8 128.000 330.000
9 168.000 390.000
10 206.000 400.000
Média £ DP 200.400 £46.100 445.000 £ 90.585

A contagem plaquetdria média no PRP fresco foi de 445.000/mm?, o que representa uma
concentragdo de 2,25 vezes em relacdo ao sangue periférico.

Posteriormente, os resultados demonstraram que tanto o sistema de armazenamento
quanto o tempo influenciaram a concentracio plaquetaria (p < 0,05). Observou-se um efeito
significativo (p < 0,05) do sistema de refrigeracdo sobre a concentragdo de PRP no primeiro e
no sétimo dia de experimento. Em T1, o armazenamento a -80°C apresentou a maior média
(270.000/mm?), sendo estatisticamente superior ao armazenamento a -22°C ( 169.000/mm?). O
grupo mantido a 7°C apresentou comportamento intermediario (209.000/mm?).

Essa tendéncia de maior preservacao numérica no ultracongelamento manteve-se no T7,
em que a temperatura de -80°C (180.000/mm?) e 7°C (161.000/mm?®) superou novamente a de
-22°C (115.000/mm?*). Entretanto, ao atingir T14, ndo foram observadas diferengas entre os trés

sistemas de temperatura (p > 0,1), evidenciando uma convergéncia na queda da contagem
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plaquetdaria em todos os protocolos. Em relacdo ao tempo de estocagem, houve efeito
significativo (p < 0,05) em todos os tratamentos. As médias registradas no T'1 foram superiores,

seguidas por reducdes sucessivas no T7 e no T14.

Tabela 2. Caracteriza¢do do plasma rico em plaquetas em diferentes refrigeracoes.

PRP (mm?) -80°C -22°C 7°C 'CV (%) Valor P
Dia 1 270.00 ® 169.00 ° 209.00 * 35.71 0.0026
Dia 7 180.00 * 115.00° 161.00 * 38.73 0.0188
Dia 14 102.00 79.00 97.00 39.47 0.1969

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P
<0,05);
!Coeficiente de variacdo.

4.2. Avaliacao da morfologia e ativacao plaquetaria

A andlise qualitativa da morfologia plaquetdria, realizada sob microscopia dptica em
aumentos de 400x e 1000x, revelou a manutencao da integridade estrutural das plaquetas em
todos os sistemas de armazenamento avaliados. As plaquetas preservaram a sua conformacao
discoide caracteristica, sem evidéncias de lise nos campos analisados. Um indicador da
funcionalidade celular foi a resposta ao cloreto de cdlcio (CaClz). Em todas as amostras testadas,
a adicdo do agente ativador resultou na formagdo de agregados plaquetdrios visiveis,
demonstrando que as plaquetas mantiveram a capacidade de ativacdo e intera¢do. Embora a
contagem absoluta tenha declinado ao longo do tempo, a fracdo plaquetdria remanescente

demonstrou-se responsiva ao estimulo de agregacao.
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Figura 2 — Formacio de agregados plaquetarios apds adicdo de CaCl, ao PRP

Visualizacéo de agregagdo plaquetdria (setas) em ldmina. Aumento de 400x
Imagens: arquivo pessoal.

5 DISCUSSOES

A concentracdo de plaquetas no PRP em TO se encontra em niveis aceitdveis, tendo em
vista que autores como Carmona (2011) e Anitua (2004) recomendam concentragdes de 1-2,5
vezes a concentracdo basal de plaquetas em sangue total, 1,5-3 vezes de acordo com Beitia
(2023) e 2 vezes de acordo com Fortier (2011).

O declinio progressivo na contagem plaquetdria observado em todos os grupos
experimentais (P < 0,05) demonstra que as condi¢des de estocagem exercem um efeito deletério
sobre a estabilidade numérica das estruturas ao longo do tempo. Este resultado contrasta com
os achados de Beitia et al. (2023) e Shiga et al. (2017), que relataram manuteng@o na contagem
de plaquetas em PRP humano sob criopreservacdo, o que indica a natureza espécie-especifica
da resposta plaquetdria ao estresse térmico e sugere uma maior fragilidade da membrana celular
equina quanto ao armazenamento. Por outro lado, Mormone et al. (2026) destacam que as
refrigeracdes a 4°C e -80°C sdo estratégias eficazes, pois o primeiro mostrou-se mais eficiente
em preservar a integridade plaquetdria; e o segundo por proteger melhor a estrutura
mitocondrial e gerando menos estresse oxidativo se comparado a temperatura de -30°C, como
pdde ser observado as temperaturas de 7°C e -80°C do presente estudo, em que se mantiveram
com maiores concentracdes durante T1 e T7. Dessa forma, o armazenamento de PRP a -22°C
teve o pior resultado e é o menos indicado, dentre os protocolos estudos, devido ao aumento
do estresse oxidativo.

Florez et al (2025), apesar de ndo mensurarem a concentracdo plaquetdria,

demonstraram que fatores de crescimento e proteinas totais permaneceram estdveis por um
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periodo de 8 dias a 4°C, o que € relevante tendo em vista que a eficicia clinica dos derivados
plaquetdrios equinos estd fundamentada na preservacdo desses mediadores bioativos.

A observacdo de uma morfologia discoide pode ser um indicativo de manutencdo
plaquetaria, como descrito por Thrall (2014), uma vez que a forma de disco plano é o estado
morfolégico padrio de plaquetas vidveis. No presente estudo, a preservagao dessa conformacgao
sugere que a integridade da membrana foi mantida. Adicionalmente, a formacdo de agregados
plaquetdrios apds a adi¢do de CaCly, valida a viabilidade funcional das amostras. Ainda de
acordo com Thrall (2014), a reintroduc¢do do célcio restaura a cascata de coagulacdo e a geragcao
de trombina, que ativa os receptores PAR e a glicoproteina IIb/I1la, desencadeando a mudanca
morfoldgica e a agregacao.

Contudo, a qualidade funcional ndo substitui a necessidade quantitativa. Embora as
plaquetas remanescentes demonstrem capacidade de agregacdo, a concentragao média de T7 e
T14 foram insuficientes para caracterizar o produto como plasma rico em plaquetas de acordo
com Anitua (2004) e Carmona (2011), que recomendam concentracdes de 1 a 2,5 vezes a
concentragao basal na corrente sanguinea. Dependendo do autor, como Fortier (2011), o T1
também ndo seria caracterizado como PRP, tendo em vista uma média de 216.000
plaquetas/mm?® (aumento de 1,07 vezes comparado a TO), cujo trabalho requer um PRP com,

no minimo, o dobro da concentragdo plaquetéria.

6 CONSIDERA COES FINAIS

O armazenamento de plasma rico em plaquetas equino € vidvel por um dia quando
mantido sob refrigeracio de 7°C ou ultracongelamento a -80°C. A utilizacdo de freezer
convencional a -22°C € contraindicada por promover maior estresse oxidativo e consequente
diminui¢do da concentracdo plaquetdria. Embora a morfologia e a capacidade de agregacao
sejam preservadas, o periodo de 7 e 14 dias invalida o potencial terapéutico do produto devido

a queda na concentragdo plaquetdria, que deixa de atender aos critérios para a caracterizagdo de

PRP.
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