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RESUMO

PLASMA RICO EM PLAQUETAS DE EQUINOS RESFRIADO E
CRIOPRESERVADO COM DIMETILSULFOXIDO E TREALOSE

Autor: Liomara Andressa do Amaral Kwirant
Orientadora: Mara lolanda Batistella Rubin

O plasma rico em plaquetas (PRP) é utilizado na medicina equina para o
tratamento de lesdes Osseas, articulares, tendineas e ligamentares. No entanto
o PRP deve ser preparado no momento de cada aplicagdo, pois seu tempo
maximo de utilizacdo apdos o preparo € de apenas oito horas. O objetivo deste
estudo foi avaliar o resfriamento e criopreservacdo como métodos de
armazenamento do PRP equino utilizando dois crioprotetores: dimetil sulféxido
(DMSO) e trealose, na tentativa de manter a viabilidade plaquetéria apds o
armazenamento a baixas temperaturas. Duas amostras de PRP foram
preparadas a partir da centrifugacdo do sangue de seis podneis saudaveis e
foram destinadas a criopreservacao a -196° C ou ao resfriamento a 4° C. Cada
amostra de PRP preparada foi dividida em quatro aliquotas: fresca, com
DMSO, com trealose ou sem crioprotetor. As amostras frescas foram avaliadas
guanto a contagem plaquetéaria, determinacdo do volume plaquetario médio
(VPM), concentragdo plaquetaria em relacdo ao sangue total e quantificacdo do
fator de crescimento de transformacdo beta 1 (TGF-B1). As amostras
criopreservadas e resfriadas ficaram armazenadas por 14 dias e foram entdo
submetidas as mesmas analises laboratoriais. O numero de plaquetas e
concentragdo plaquetaria foram similares entre as amostras frescas e
resfriadas com ou sem crioprotetor, mas foram superiores nas amostras
frescas em relacdo as amostras criopreservadas. Observou-se aumento do
VPM em todas as amostras armazenadas, indicando que as plaquetas
sofreram lesGes durante o armazenamento. A liberacdo de TGF-B1 foi superior
no PRP fresco em relacdo ao PRP resfriado ou criopreservado, ndo havendo
diferenca entre as amostras que continham ou nao crioprotetores. A adicéo dos

crioprotetores DMSO e trealose nao impediu as lesGes plaquetarias de
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armazenamento. Por outro lado, tanto as amostras resfriadas quanto as

criopreservadas liberaram quantidades significativas de TGF-31.

Palavras-chave: plasma rico em plaquetas, resfriamento, criopreservacao,
DMSO, trealose.

ABSTRACT

EQUINE PLATELET-RICH PLASMA COOLED AND CRYOPRESERVED
WITH DIMETHYLSULFOXIDE AND TREHALOSE

Author: Liomara Andressa do Amaral Kwirant

Adviser: Mara lolanda Batistella Rubin

Platelet rich plasma (PRP) is used in equine medicine for treatment of bone,
joint, tendon and ligament injuries. However the PRP must be prepared at the
time of each application, since its maximum time of use after the preparation is
only eight hours. The objective of this study was to evaluate cooling and
cryopreservation of equine PRP as storage methods using two cryoprotectants:
dimethyl sulfoxide (DMSQO) and trehalose, in an attempt to maintain platelet
viability after storage at low temperatures. Two PRP samples were prepared
from the blood centrifugation of six healthy ponies and were intended for
cryopreservation at -196 ° C or cooling at 4 ° C. Each prepared PRP sample
was divided into four aliquots: fresh, DMSO, trehalose or without cryoprotectant.
The fresh samples were evaluated for platelet count, determination of mean
platelet volume (MVP), platelet concentration in relation to whole blood and
guantification of transforming growth factor beta 1 (TGF-B1). The cryopreserved
and cooled samples were stored for 14 days and then submitted to the same
laboratory tests. The number of platelets and platelet concentrations were
similar between fresh and cooled samples with or without cryoprotectant, but
were higher in fresh samples than in cryopreserved samples. An increase in
MPV was observed in all stored samples, indicating that platelets suffered

lesions during storage. The release of TGF-B1 was higher in fresh PRP than in



cold or cryopreserved PRP, with no difference between samples containing or
not cryoprotectants. The addition of DMSO and trehalose cryoprotectants did
not prevent platelet storage lesions. On the other hand, both the cooled and

cryopreserved samples released significant amounts of TGF-B1.

Key words: Platelet-rich plasma, cooling, cryopreservation, DMSO, trehalose.
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1. INTRODUCAO

O plasma rico em plaquetas (PRP) € definido como um volume de
plasma que contém um numero de plaguetas superior ao observado no sangue
total (TEXTOR, 2011). O produto se caracteriza por conter alta concentragéo
de plaguetas que, ativadas, liberam fatores de crescimento com efeito
terapéutico no processo de cicatrizacdo, por possuirem acao quimiotéatica,
neovascular e mitogénica (EVERTS et al., 2006). O preparo do PRP implica em
duas centrifugacoes, inicialmente do sangue total e em seguida da fragédo do
plasma obtido. O plasma pobre em plaquetas é descartado e o sedimento de
plaguetas (e leucdcitos) € suspenso em um pequeno volume de plasma para
produzir PRP (TEXTOR, 2011).

Na medicina equina o PRP vem sendo utilizado tanto na forma de gel
(ativado com trombina) para o tratamento de feridas cutaneas (CARTER et al.,
2003; PEREIRA et al., 2017), como na forma liquida, para o tratamento de
tendinites (MAIA et al., 2009; BOSCH et al., 2011), osteoartrites (CARMONA et
al.,, 2007) e laminite (CARMONA et al., 2013), através de uma ou mais
aplicagdes no local da lesao.

Quando o protocolo de tratamento envolve varias aplicacées locais para
obter o efeito desejado, o PRP deve ser preparado no momento de cada
aplicacdo, o que demanda tempo e equipamentos disponiveis.

Uma alternativa seria armazenar o PRP equino para futuras aplicacdes.
Na medicina humana, os concentrados de plaquetas sdo armazenados nos
bancos de sangue a temperatura ambiente, com agitacdo continua, por no
maximo cinco dias, devido a baixa viabilidade das plaquetas e ao risco de
contaminacdo bacteriana (SCHOENFELD et al.,, 2006). Este periodo de
armazenamento poderia ser prolongado através do resfriamento ou
criopreservacéo. No entanto, quando armazenadas a baixas temperaturas, as
plaguetas sofrem mudancas da forma discoide para esférica com emissdo de
multiplos pseuddpodes, com subsequente fusédo e secrecédo dos granulos alfa,
densos e lisossomais, processo que mimetiza a ativagao fisiologica e apds o

qual elas apresentam efeito clinico minimo (TABLIN et al., 2001).
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A criopreservacao de concentrados de plaquetas utilizando 5% ou 6% de
DMSO atualmente € considerada a melhor maneira de armazenar plaquetas
humanas (LEE & BLAJCHMAN, 2007). O concentrado de plaquetas pode ser
armazenado por mais de trés anos, utilizando DMSO a 5% como crioprotetor e
congelamento em vapor de nitrogénio liquido (-150°C), sem perda da funcéo
hemostética (DALY et al., 1979). Melaragno et al. (1985) relataram o sucesso
na transfusao de plaquetas (em pacientes humanos) armazenadas por mais de
dois anos, congeladas em freezer a -80°C e utilizando DMSO a 6% como
crioprotetor.

Outro crioprotetor que vem sendo utilizado na tentativa de preservar
plaquetas humanas é a trealose. A trealose é um dissacarideo encontrado em
altas concentrac6es em uma variedade de organismos capazes de sobreviver a
desidratacdo severa e é um eficaz estabilizador das células, pois € um
crioprotetor extracelular ( WOLKERS et al., 2001). Diversos estudos vém sendo
realizados utilizando-se trealose como crioprotetor no processo de liofilizacao
de concentrados de plaquetas humanas (WOLKERS et al., 2001; CROWE et
al., 2003; PIETRAMAGGIORI et al., 2007; SUM et al., 2007), observando-se
bons resultados quanto a recuperacao plaquetéria, porcentagem de células
discoides e aceleracao do processo cicatricial.

A trealose também vem sendo estudada como protetor celular durante o
resfriamento e criopreservagcdo de plaquetas. Liu et al. (2009) afirmam que a
trealose inibe a fagocitose de plaquetas resfriadas in vitro, enquanto que Glafke
et al. (2012) observaram excelente recuperacdo plaquetaria (98%) e elevado
percentual de plaguetas inativas (76%) ap0s a criopreservacdo, observando
resultados superiores a criopreservacdao com DMSO 5%.

Visando a praticidade e amplificacdo do uso do PRP no tratamento de
diversas lesdes de equinos, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
DMSO e da trealose sobre o Plasma Rico em Plaquetas (PRP) equino resfriado

a 4°C e congelado em nitrogénio liquido a -196°C.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plaquetas

As plaquetas s&o corpusculos anucleados, com a forma de disco,
medindo cerca de 2 a 4um de diametro, derivados de células gigantes e
multinucleadas da medula Ossea, 0s megacariocitos. Esses corpusculos
desempenham importante papel na coagulacdo do sangue e sobrevivem por
aproximadamente 10 dias na circulagcdo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).
Em equinos, a concentracdo plaquetaria varia de 100 a 350 x 10°/pl, com
volume plaquetario médio variando de 4,3 a 5,6 fentolitros (fL). Nesta espécie
elas possuem forma redonda, ovalada ou alongada, medindo de 2,5 a 3,5um
de diametro, apresentando pseuddépodes quando ativadas (WEISS &
WARDROP, 2010).

2.1.1 Estrutura e ativacao plaguetéaria

Estruturalmente as plaquetas possuem um anel de microtubulos
contrateis (citoesqueleto) ao redor de sua periferia, que contém actina e
miosina (EVERTS et al., 2006). A actina € a principal proteina, correspondendo
a 15-20% do total de proteinas plaguetarias. Este citoesqueleto é responsavel
por estabilizar a camada bilipidica da membrana plasmatica e manter a forma
discéide das plaquetas inativas (BLOCKMANS et al.,, 1995). A membrana
plasmatica apresenta fosfolipidios dispostos de forma assimétrica ha camada
bilipidica (LANDI, 2004). Ela se estende através dos canais do sistema
canalicular aberto (SCA), aumentando a area de superficie da plaqueta. E
atraves da camada bilipidica que as glicoproteinas intrinsecas sao
exteriorizadas, servindo como receptores para agentes ativadores ou inibidores
(BLOCKMANS et al., 1995).



16

Os principais componentes do citosol plaguetario sdo as mitocéndrias,
sistema tubular denso (STD), SCA, glicogénio, lisossomos, peroxissomos e
granulos alfa e granulos densos (HARRISON & CRAMER, 1993; BLOCKMANS
et al., 1995). O STD equivale ao reticulo endoplasmético de outras células; € o
reservatorio do calcio e de enzimas envolvidas na sintese de prostaglandina.
Ele encontra-se em estreito contato com os canais do SCA, formando uma
membrana complexa (BLOCKMANS et al., 1995). Os granulos alfa contém os
fatores de coagulacdo, de crescimento e outras proteinas, enquanto que 0s
densos contém adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP),
serotonina e calcio (EVERTS et al., 2006).

Na circulacdo, as plaguetas se encontram em estado inativo, pois estao
em contato com substancias produzidas pelo endotélio vascular que exercem
efeito inibitério sobre a ativacdo plaquetaria, como as prostaciclinas e o 6xido
nitrico, que bloqueiam a liberacdo de calcio (LANDI, 2004). A ativacdo
plaguetaria pode ocorrer tanto por agentes fisiolégicos (trombina, tromboxano,
colageno, ADP, fator ativador de plaquetas, serotonina e epinefrina) como
farmacoldgicos (ionéforos de calcio, analogos de endoperéxido ciclico), que
exercem seu efeito através da interagcdo com receptores localizados na
membrana plaquetaria (BLOCKMANS et al., 1995).

Uma vez ativadas, ocorre liberacdo de calcio do STD que leva a
polimerizacdo da actina do citoesqueleto, promovendo a mudanca da forma
discoide para a esférica e a formacdo de pseuddépodes, que promovem
agregacao plaquetéria e subsequente liberacdo do conteudo granular (LANDI,
2004) (figura 1). O conteudo granular é liberado através de dois mecanismos
distintos: via fusdo com o SCA e subsequente extrusdo do seu conteldo
através de pequenos canais na membrana plasmatica ou por exocitose, ou
seja, por fusdo direta dos granulos alfa com a membrana plasméatica (ZANDIM
et al., 2012).

Paes Leme et al. (2006) avaliaram a ativacdo de plaquetas de equinos
apos a inducao da laminite e verificaram que as plaquetas equinas sdo maiores
do que as humanas, evidenciando a auséncia do SCA, o que explicaria o fato
de plaguetas equinas serem menos sensiveis a indugédo da agregacao pelo
ADP. O resultado mais comum nas plaguetas ativadas foi a emissdo de

pseudopodes, mas as plaguetas apresentaram também mudanca de forma,
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alteracdo da relacdo entre os eixos maior e menor e diminuicdo do tamanho
dos granulos, que pode ser explicada pela secrecdo do conteudo armazenado.
N&o foram observadas lises celulares ou plaquetas consideradas em estado

irreversivel de ativacao (figura 2).

trombina pseudopod
ativacao pela trombina — « sistema canalicular aberto
receptor de glicoproteina — mitocondria
fator de crescimento citoesqueleto

granulo - o o membrana plasmatica
granulo denso

Figura 1 - Ativacao plaquetaria e liberacdo dos fatores de crescimento apds
estimulo por agonista.

Fonte: Modificado a partir de EVERTS et al. (2006).

Figura 2 - Fotografia ultra-estrutural mostrando a medida dos eixos maior e
menor de plaquetas normais (A), ativadas (B) e estado incerto (C). Y = gama
granulos, a = alfa granulos, MT= mitocondria, G= granulos de glicogénio ou
area onde se encontrariam. Em A e B a barra representa 200nm. Em C, a barra

representa 1um.
Fonte: PAES LEME et al. (2006).
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2.1.2 Funcéo plaquetaria

As plaquetas desempenham papel importante na hemostasia, bem como
nos processos inflamatérios e de cicatrizacdo (SEGURA et al., 2006). Quando
existem poucas plaquetas ou estas estdo afuncionais, pode se instalar um
quadro hemorragico. Por outro lado, o excesso de ativacdo plaquetéaria leva a
quadros tromboembolicos (BLOCKMANS et al., 1995). ApGs ocorrer a leséo, as
reacdes mais importantes que levam a coagulacdo imediata sdo mediadas
pelas plaquetas e por mudancas na parede vascular (EVERTS et al., 2006). Os
processos que levam a coagulacdo incluem adesdo plaquetéria, agregacéo,
liberacdo do conteudo granular e formacdo de superficie pro-coagulante.
Quando os agentes agonistas se ligam aos receptores plaquetéarios, eles
induzem alteracdes nas glicoproteinas da membrana que permitem a ligacao
de proteinas que mediam a adesdo e agregacdo plaquetaria. Por sua vez, a
ligacdo destas proteinas que promovem a adesdo resulta em eventos que
promovem e intensificam a liberacdo do contetdo granular, agregacao
plaquetéaria, formacédo de fibrina e retracdo do coagulo (WEISS & WARDROP,
2010). Os principais agentes indutores da agregacéao plaquetéaria e liberacédo do
conteudo granular sdo o tromboxano A2, ADP e trombina. Através destes trés
mecanismos, 0 tampao plaqguetario é formado na tentativa de cessar a perda
sanguinea, ativando em seguida o sistema de coagulacdo. A hemostasia
secundaria é ativada através dos fatores de coagulacdo e a formacdo de uma
rede de fibrina que estabiliza o tampao plaquetario. Por fim, os leucécitos
liberam citocinas na area afetada, que ativam a fibrindlise, levando a retracao
do coagulo (EVERTS et al., 2006).

O processo de cicatrizagdo se inicia com a formagdo do tampao
plaquetéario, ativacdo da cascata de coagulacdo e liberacdo do contetdo
granular das plaquetas, com consequente liberagcéo dos fatores de crescimento
(EVERTS et al., 2006). A liberacéo de proteinas provenientes dos granulos alfa
plaquetarios no local da lesdo promove o recrutamento de outras plaquetas,
leucocitos e proteinas plasmaticas, iniciando o processo inflamatorio, bem
como promovendo a angiogénese, que resulta em neovascularizagdo e

formacdo de um novo tecido conjuntivo, necessario a cicatrizagao (ZANDIM et
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al.,, 2012). Resumidamente, os fatores de crescimento provenientes dos
granulos alfa produzem quimiotaxia, proliferacdo e diferenciagdo celular,
neovascularizacdo e deposicdo da matriz extracelular (EVERTS et al.,2006). A
figura 3 demonstra como as plaquetas atuam no processo de cicatrizacéo

tecidual.

Lesdo tecidual |

TN

O e
> el

:

o )M w=jp  Cascata de Coagulacio |
J ‘ |
I0Ek0 VEGF PoGrep  Inflamacio:

cicatrizado | s
——————— -macréfago
f 9 ] - ™ ativacio
1GF. s > -neutréfilo =~
Remodelamento
_ (debridamento natural) 3

f fz) PDGF, TGF-f; mu—
Epitelizacio _ A . w— FGF
30 !

Contracdo da 2 Granulacao tecidual, <
| Atividade Fibroblastica

ferida Sintese de colageno

—~——

= D >

Figura 3 - Funcdes dos fatores de crescimento derivados das plaquetas. Os
nameros indicam a sequéncia de aclGes durante as diferentes etapas do

processo de cicatrizagédo das feridas.

Fonte: Modificado a partir de EVERTS et al. (2006).

2.2 Plasmarico em plaquetas (PRP):

De acordo com Gonshor (2002), o plasma rico em plaguetas deve conter

trés a cinco vezes mais plaguetas do que o sangue total. O PRP € definido
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como um volume de plasma que contém um numero de plaquetas superior ao
observado no sangue total e apresenta em sua composicao plaquetas, fatores
de crescimento, proteinas plasmaticas e algumas hemécias e leucécitos, pois o
processo de concentracao das plaquetas no plasma nao elimina totalmente as
outras células sanguineas (TEXTOR, 2011). Ele é uma fonte autdégena de facil
aquisicdo e de baixo custo, que contém diversos fatores de crescimento
importantes na reparacao tecidual (MAIA, 2008).

Em humanos, a concentracdo plaquetaria que define o PRP é de 1000 x
10%ul (MARX, 2004), mas de acordo com Anitua et al. (2004), concentracdes
acima de 300.000 plaguetas/pl sédo suficientes para o preparo do PRP. Em
equinos, Schnabel et al. (2007) observaram efeito anabdlico sobre a sintese de
matriz tendinea apos a utilizacdo de PRP contendo 395.000 plaquetas/pl,
sugerindo que para equinos este numero ja seria suficiente para se obter o

efeito clinico desejado.

2.2.1 Fatores de crescimento:

O plasma rico em plaquetas contém diversos fatores de crescimento
(FC) que sao peptideos sinalizadores importantes na reparacao tecidual, pois
promovem diferenciacdo, quimiotaxia e induzem a migracdo de varias células,
além de promover a sintese da matriz extracelular (ANITUA et al., 2004;
EVERTS et al., 2006).

Quando ativadas, as plaguetas sofrem degranulacdo e liberam as
seguintes substancias: fibrinogénio, fator de crescimento de transformacéo
beta (TGF-B), fator de crescimento de transformacéo alfa (TGF-a), fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento epidermal
(EGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), tromboplastina, calcio,
serotonina e enzimas hidroliticas (HARRISON & CRAMER, 1993). Além
destes, o fator de crescimento fibroblastico (FGF) também é encontrado nas
plaquetas (EVERTS et al., 2006).

Os fatores de crescimento podem ser classificados em dois grupos:

morfométricos e mitogénicos. Os morfométricos estdo envolvidos no
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crescimento 0sseo através da transformacédo de células-tronco mesenquimais
multipotentes em células osteoprogenitoras na presenca da proteina 6ssea
morfogénica (BMPs). Ja os fatores de crescimento mitogénicos estédo
relacionados ao aumento da populacdo de células cicatriciais por mitogénese
(HOCK & CANALIS, 1994).

O contetdo dos granulos alfa plaquetérios é liberado somente quando
ocorre a ativagao plaquetaria, e ndo é secretado constantemente. Os fatores de
crescimento contidos nas plaquetas sdo produzidos pelos megacariocitos e
uma gquantidade determinada é distribuida entre os granulos alfa plaquetarios,
sendo o PDGF e TGF-B os fatores de crescimento predominantes nas
plaquetas (TEXTOR, 2011).

O fator de crescimento fibroblastico além de estar presente nos granulos
alfa plaquetarios, também é sintetizado por macrofagos e pelo endotélio. Suas
principais funcbes incluem mitogénese, angiogénese e ativacdo de
macréfagos. Ele também promove a regeneracdo da derme, através da sintese
protéica e de colageno (ROSS, 1987) e induz a expressao de TGF-$ (PIERCE
et al., 1989). O TGF-B é particularmente importante porque uma vez ativado,
afeta muitos aspectos da reparacdo tecidual, incluindo o inicio e o término do
processo (CARTER et al., 2003). E encontrado principalmente nas plagquetas
(95%), mas uma pequena quantidade pode ser observada nos macréfagos, em
forma latente. Entre as fun¢des do TGF-[3, esta a quimiotaxia e mitogénese de
fibroblastos e células precursoras de osteoblastos (EVERTS et al., 2006). As
principais funcdes dos diferentes fatores de crescimento encontrados nas
plaguetas se encontram descritas na tabela 1.

De acordo com Marx (2004) e Pietrzak e Eppley (2005), os fatores de
crescimento sé@o ativamente secretados dos gréanulos alfa durante os primeiros
10 minutos apds ocorrer a ativacdo plaquetaria e mais de 95% de fatores pré-
sintetizados séo liberados na primeira hora (KEVY & JACOBSON, 2001). Por
iss0o, 0 uso imediato do PRP apds o seu preparo € recomendado, sendo de oito

horas o tempo maximo para a sua utilizacdo (MARX, 2004).
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Tabela 1 - Fonte e funcao dos fatores de crescimento (FC) contidos nos granulos plaquetarios alfa.

FC Fonte Funcéo Referéncia

TGF-B Plagquetas, matriz 6ssea e Pertence a uma superfamilia que inclui: TGF-B1, TGF-f2 e PIERCE et al. (1991); BAMES et al.
cartilaginosa, linfocitos T TGF-B3. Estimula a proliferagdo de células mesenquimais (1999); MARSOLAIS& FRENETTE
(Thl) ativados, indiferenciadas;  estimula  quimiotaxia endotelial e (2005); VILELLA (2007).
macrofagos, mondécitos e angiogénese; regula o efeito mitogénico de outros FC. O
neutrofilos. TGF-B1 é o mais importante sendo responsavel pela

maturacao celular, migracao fibroblastica e sintese de matriz
extracelular. Existe um leve antagonismo entre o TGF- e o
PDGF.

PDGF  Plaquetas, osteoblastos, Mitogénico para células mesenquimais, osteoblastos, células PIERCE et al. (1991) FRIESEL &
células endoteliais, do tecido conjuntivo e fibroblastos, estimula a quimiotaxia de MACIAG (1995); PONTUAL &
macréfagos, mondcitos e fibroblastos, macréfagos e neutrdfilos, regula sintese de MAGINI (2003)
células musculares lisas. colageno.

IGF-I Plaguetas Mitogénico para células da linhagem osteoblastica, aceleraa GIANNOBILE (1999).

osteogénese quando combinado com o TGF- ou PDGF.
Plaquetas, células _ _ o .
o Promove o crescimento e diferenciagdo dos condroécitos e
mesenquimais, . ) o
FGF i . osteoblastos e € mitogénico para células mesenquimais, ROSIER et al. (1998).
macroéfagos, condrocitos e _
condrdcitos e osteoblastos.
osteoblastos.
EGF Plaquetas, macréfagos e Estimula a quimiotaxia e angiogéneseendotelial e a CANALIS et al. (1989); STEENFOS,




23

monacitos. mitogénese epitelial; regula sintese de colagenase. (1994).

MARTIN et al. (1992);

Plaguetas e cCélulas Aumenta a angiogénese e permeabilidade vascular; estimula
VEGF MARSOLAIS & FRENETTE,

endoteliais. a mitogénese de células endoteliais.
(2005);

Endocitose por plaqueta o . _ _
i Promove angiogénese; regeneracdo da cartilagem; fiorose e HOM & MAISEL (1992); KUBOTA
CTGF  na medula 6ssea . .
adesao plaquetaria. et al. (2004).

Fonte: Modificado a partir de EVERTS et al. (2006).
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2.2.2 Métodos de preparo do PRP

Diferentes técnicas sdo empregadas no preparo do PRP. Convencionalmente o
PRP é preparado através de duas centrifugacdes: inicialmente do sangue total e em
seguida da fracdo plasmética obtida. O plasma pobre em plaguetas é descartado e a
fracdo remanescente de plaguetas (e leucocitos) sedimentada € ressuspensa em um
pequeno volume de plasma. O PRP pode entdo ser obtido utilizando-se tubos e
centrifugas laboratoriais, com transferéncia manual do produto entre as
centrifugacdes ou através de sistemas automatizados (TEXTOR, 2011).

Anitua (1999) relatou um método muito simples para a obtencdo do PRP,
conhecido como “plaquetas ricas em fatores de crescimento” (PRGF). A coleta de
sangue € realizada em tubos contendo citrato de sddio como anticoagulante. O
sangue total é centrifugado e apdés a primeira centrifugacdo, se observam trés
camadas distintas: a camada superior corresponde ao plasma, que contém as
plaguetas; uma camada visivel de leucécitos, a camada flogistica, que se localiza
adjacente ao plasma; e a ultima camada, que corresponde aos eritrécitos. O método é
facil e muito r4pido, mas necessita muita atencdo para manter a esterilidade do
produto.

Outra maneira de se preparar o PRP é através da aférese, um procedimento
totalmente automatizado. No entanto, esta técnica requer alta tecnologia e
treinamento, além de uma grande quantidade de sangue (>450ml). A vantagem desta
técnica é o baixo risco de contaminacdo bacteriana, além de maior concentracéo
plaguetaria em relacdo ao método do tubo (MARX et al., 1998).

Existem ainda métodos semi-automatizados, que possuem vantagens sobre
ambos os métodos anteriores. Eles sdo capazes de concentrar uma maior quantidade
de plaquetas e fatores de crescimento, e também podem ser utilizados em pequenas
clinicas, pois ndo necessitam de grande volume de sangue. Além disso, o risco de
contaminacdo é muito inferior ao método manual. Por outro lado, estes métodos
concentram uma grande quantidade de leucdcitos e possuem preco elevado para sua
aquisicao (CARMONA, 2006).

Outra maneira de se utilizar o PRP é na forma de gel. Whitman et al. (1997) e

Marx et al. (1998) utilizaram o PRP gel no tratamento de lesdes maxilofaciais. O PRP
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foi preparado a partir de 450ml de sangue, pelo método da aférese e foi ativado com
trombina bovina e 10% de cloreto de calcio para adquirir a forma de gel.

Na medicina veterinaria, o método de preparo do PRP é baseado em
protocolos ja padronizados e em uso na medicina humana. O PRP pode ser
preparado através da coleta de sangue em tubos, ou bolsas de coleta com 3,8% de
citrato de sodio como anticoagulante, seguido de centrifugacédo e ativacdo do PRP
(CARTER et al., 2003; CARMONA, 2006; CARMONA et al., 2007). Usualmente séo
realizadas duas centrifugacées no preparo do PRP, sendo que a segunda possui
velocidade de rotacdo superior a primeira (ASPENBERG & VIRCHENKO, 2004,
CARMONA et al., 2007). Na tabela 2 podem ser visualizados sete protocolos
avaliados por Pereira et al. (2013) para a obtencédo de PRP e que ja se encontram em

uso na medicina humana e veterinaria.

Tabela 2 - Forca e tempo de centrifugacdo dos protocolos usados para obtencéo de
PRP.

Protocolos Primeira centrifugagéo Segunda centrifugagéo
Forca (g) Tempo (min) Forca (g) Tempo (min)

CARMONA (2006) 120 5 240 5
CARMONA (2006) modificado 120 10 240 10
VENDRAMIN et al. (2006) 300 10 640 10
VENDRAMIN et al. (2009) 400 10 800 10
PEREIRA et al. (2013) 224 10 440 10
PEREIRA et al. (2013) 113 10 652

MAIA (2008) 120 5 473

Fonte: adaptado de PEREIRA et al. (2013).

No referido estudo os autores identificaram similaridade na concentracao
plaguetaria, bem como nos fatores de crescimento, mas os protocolos IV, V e VI
apresentaram menor contaminacdo de hemacias e leucdcitos, sendo mais indicados

para a obtencéo do PRP em equinos.
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2.2.3 Utilizacédo do PRP na medicina humana

O primeiro uso clinico do PRP foi descrito por Marx et al. em 1998. Estes
pesquisadores utilizaram o PRP associado ao enxerto 0sseo esponjoso nha
reconstrucao de grandes defeitos mandibulares em humanos observando que o grupo
tratado apresentou significativa melhora radiogréfica e histologica em termos de
densidade 6ssea. Desde entdo, o PRP passou a ser utilizado com frequéncia em
cirurgia oral em humanos. No final da década de 90, Anitua (1999) utilizou PRP no
tratamento de 20 pacientes submetidos a extracdo dentéria para futura colocacéo de
implantes. O tratamento revelou regeneracao 0ssea e de tecidos moles rapida, bem
como a auséncia de risco de infeccdo e transmissao de doencas, por ser autdgeno.

Pouco tempo depois, relatos apontaram que o PRP produz significativa
melhora na cicatrizacdo de feridas em humanos. Herouy et al. (2000) fizeram uso do
PRP no tratamento de feridas ulcerativas de pele em pacientes diabéticos que
apresentavam grande dificuldade de cicatrizacdo. O PRP também serviu como
adjuvante em cirurgias plasticas e reconstrutivas (POWELL et al., 2001; BHANOT &
ALEX, 2002). Ainda na mesma década, cirurgides plasticos observaram que o PRP
possui propriedades antiinflamatérias, bactericidas, regenerativas e hemostaticas
(ANITUA et al., 2004).

Mishra e Pavelko (2006) utilizaram o PRP no tratamento da tendinite cronica
em 140 pacientes, observando que o tratamento local com PRP reduz a dor e pode
ser uma alternativa terapéutica antes da intervencado cirargica. Anitua et al. (2007)
trataram com PRP pacientes humanos com ruptura do tenddo de Aquiles. No referido
estudo os atletas tratados com cirurgia e PRP foram comparados a um grupo controle
tratado apenas com cirurgia. Os autores observaram que 0s pacientes tratados com
cirurgia e PRP recuperaram a amplitude de movimento e voltaram mais rapidamente
para suas atividades atléticas do que o grupo tratado apenas com cirurgia. Ao exame
ultrassonogréfico foi observada reducdo da area transversal dos tenddes tratados
com PRP.

O PRP tem sido utilizado em cirurgias ortopédicas como auxiliar na fusao de
vértebras lombares (LOWERY, 1999), combinado com células mesenquimais na
cicatrizacdo de fraturas complicadas (KITOH et al., 2004), na substituicdo total de
uma articulagdo (ANITUA et al., 2004), correcdo de defeitos osteocondrais por
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artroscopia (SANCHEZ et al., 2003). Sanchez et al. (2012) utilizaram aplicacdes intra-
articulares de PRP no tratamento da osteoartrite coxofemoral em 40 pacientes. Apos
seis meses, 30% dos pacientes relataram diminui¢do na intensidade da dor.

2.2.4 Utilizacdo do PRP na medicina equina

Em equinos, o PRP ¢é utilizado para o tratamento de diferentes tipos de lesdes.
Carter et al. (2003) utilizaram PRP na forma de gel ativado com trombina para o
tratamento de feridas de pele em membros e observaram que o PRP acelerou a
diferenciacdo epitelial e produziu tecido com fibras de coldgeno organizadas e
entrelacadas.

No tratamento de tendinites e desmites, a aplicacdo intra-lesional do PRP
promove reducdo na intensidade da claudicacdo e melhora na imagem
ultrassonografica das estruturas envolvidas (ARGUELLES et al., 2005). Em estudo
realizado com cinco equinos, dois acometidos com tendinite aguda do tendao digital
flexor superficial e trés com desmite proximal do ligamento suspensaorio, Arguelles et
al. (2008) observaram melhora clinica em todos os animais apds tratamento intra-
lesional com PRP. No entanto, apenas 0s animais que apresentavam tendinite
apresentaram melhora ultrassonografica. Maia et al. (2009) induziu a tendinite através
de colagenase em ambos os membros anteriores de seis equinos e realizou
tratamento com PRP ou solugéo salina. Apés avaliacdo histoldgica, ele observou que
o grupo tratado com PRP apresentava o tendao flexor digital superficial mais
organizado, com fibras de colageno e fibroblastos melhor arranjados na matriz
tendinea.

No tratamento de osteoartrite em quatro equinos, Carmona et al. (2007)
utilizaram PRP intra-articular como Unico tratamento, realizando trés aplicacées com
intervalos de 14 dias. Eles observaram melhora no grau de claudicacao e reducéo da
efusdo articular dois meses apés o ultimo tratamento. Nenhum efeito adverso foi
observado com a utilizacdo do PRP intra-articular. No entanto, o estudo n&o contou
com um grupo controle. Carmona e Lopez (2011) utilizaram PRP para o tratamento de
um equino com fratura da tuberosidade supraglendide da escapula e do tubérculo

menor do Umero com ruptura e hematoma do biceps braquial, bursite biciptal e dano
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no nervo supra-escapular, devido a um trauma. Eles fizeram trés aplicacdes intra-
lesionais de PRP, com intervalos de 14 dias. Apds 10 meses do tratamento, o equino
estava completamente recuperado, o que indica que o PRP tem efeito terapéutico no
tratamento de fraturas e lesdes de tecidos moles em equinos, uma vez que animais
com este tipo de lesdo levam em torno de 18 a 24 meses para se recuperarem.

Yamada et al.(2011) avaliaram a eficacia do tratamento com células tronco
mesenquimais (CTM) e PRP, em lesdes condrais experimentalmente induzidas. Nos
grupos tratados com PRP e CTM observaram preenchimento completo da lesdo
condral por uma quantidade satisfatéria de tecido cicatricial de aspecto fibroso que se
apresentava bem aderido as bordas da lesdo. O grupo controle apresentou falhas no
preenchimento, tecido cicatricial friAvel e pouco aderido, erosbes da cartilagem
articular ao redor da leséo.

Carmona et al. (2013) trataram uma égua com laminite secundéria a doenca de
Cushing com injeces de PRP ao longo da banda coronéaria. Na atividade foram
realizadas trés aplicacdes, com intervalo de 10 dias entre as aplicagdes. O tratamento
produziu rapido crescimento dos cascos (aproximadamente 5mm/semana) e diminuiu
consideravelmente a claudicacao apds duas aplicacdes de PRP, indicando que o PRP
pode ser utilizado como tratamento auxiliar nos casos de laminite. Cabe salientar que
este estudo também ndo contou com a presenca de um grupo controle.

O PRP também tem sido utilizado no tratamento de éguas susceptiveis a
endometrite pds-cobertura, reduzindo a resposta inflamatéria apoés a inseminacéo
artificial e aumentando os indices de fertilidade (METCAIF, 2014; REGHINI et al.,
2014).

2.3 Armazenamento de plaquetas

O aumento da demanda pela transfusdo plaguetaria gerou a necessidade de se
estabelecer padrées para determinar a qualidade das plaquetas durante o
armazenamento. Alteracbes deletérias na estrutura e funcdo plaquetarias,
denominadas “lesbes plaquetarias de armazenamento”, restringem a vida util das
plaguetas a cinco dias (SHRIVASTAVA, 2009). Apés este periodo, as plaquetas

armazenadas nos bancos de sangue sao descartadas. Elas ndo podem ser
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armazenadas a baixas temperaturas sem sofrerem processo de ativacao e, por isso,
sdo armazenadas em temperatura acima de 20°C. A contaminagdo bacteriana
frequentemente ocorre e o choque séptico devido a transfusdo de plaquetas
contaminadas continua a ser um seério problema clinico (TABLIN et al., 2001). Isto
gera um grande custo e desperdicio para os bancos de sangue, uma vez que as
plaquetas séo frequentemente descartadas.

Por este motivo, ao longo dos anos, diversos estudos buscando um método
eficaz de armazenar plaguetas vém sendo realizados, principalmente através da

criopreservacéo.

2.3.1 Lesdes plaguetarias de armazenamento

As lesdes plaquetarias de armazenamento, correlacionadas com reduzida
recuperagdo in vivo e capacidade hemostatica apds transfusdo s@o caracterizadas
essencialmente por evidéncias morfolégicas e moleculares de ativacdo plaquetaria e
consumo de energia no meio. Elas séo influenciadas por fatores como duragédo do
armazenamento, temperatura, nimero de plaquetas em relacdo ao volume do meio,
composicdo da solucdo de armazenamento e permeabilidade gasosa do recipiente de
armazenamento (OHTO & NOLLET, 2011).

O armazenamento resulta em ativacdo parcial e alguma perda de funcéo
metabdlica. Plaquetas armazenadas perdem gradualmente sua capacidade de
agregacdo e a capacidade de adesdo € similarmente comprometida, conforme
avaliado por testes in vitro (SHRIVASTAVA, 2009).

As alteragBes plaquetarias de armazenamento se iniciam no momento da
coleta de sangue e continuam progressivamente durante a preparacdo do produto
requerido e o armazenamento. Entre as les6es observadas estdo o desenvolvimento
de formas anormais, perda da forma discoide, reducdo no volume plaquetario médio
(VPM), aumento de volume e densidade heterogénea, aumento na liberagdo de
conteudo dos grénulos alfa e proteinas citosolicas, atividade pro-coagulante
aumentada e expressao alterada das glicoproteinas, todas relacionadas com ativacao
plaquetéaria (SHRIVASTAVA, 2009).
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O primeiro local de aparecimento de lesdes decorrentes da biopreservacéo séo
as membranas (STOLL & WOLKERS, 2011). Durante o resfriamento, as membranas
passam do estado liquido para o estado gelatinoso, resultando em menor capacidade
de reorganizacdo de sua estrutura e perda da integridade (REID et al., 1999). Outra
possibilidade considera que a porcéo polar dos fosfolipidios de membrana é hidratada
e, durante o congelamento, ocorra desidratacdo celular o que provoca aumento na
densidade dessa estrutura. Durante o processo de rehidratagéo, essas membranas se
tornam transitoriamente permeaveis, permitindo a liberacdo das substancias contidas
no seu interior e a lise osmotica das plaquetas (CROWE et al., 1998). Tsvetkova et al.
(2000) demonstraram a correlagdo entre a separacdo da camada lipidica da
membrana com a ativacdo plaquetaria durante o congelamento. No referido estudo, o
armazenamento de plaquetas equinas a 4°C por mais de 24 horas resultou em
multiplas fases de transicdo, provavelmente devido a separacdo da camada lipidica.
Acredita-se que a ativacao ndo ocorra exclusivamente pela estimulacéo de receptores
da superficie, mas seja secundaria a lesdo mecéanica das membranas citoplasmaticas
e do sistema tubular denso, promovendo a abertura dos canais (REID et al., 1999).

A exposicdo das plaguetas a baixa temperatura causa alteracdo da morfologia
discoide para esférica e aparecimento de pseuddpodes. As alteracdes estruturais que
ocorrem no citoesqueleto sdo principalmente causadas pela formacdo de
microvesiculas, mediada pela calpalina, uma protease dependente de célcio que
degrada proteinas da membrana plasmatica como a actina, que corresponde a 15-
20% do total das proteinas da membrana (WIEDMER et al., 1990).

Segundo Bock et al. (1995), a criopreservacdo gera aumento no volume
plaquetario médio, o que foi também observado por Landi (2004). Entretanto, Ohto e
Nollet (2011) afirmam que, tanto a diminuicdo quanto o aumento do VPM sao sinais
indicativos de lesdo plaquetaria. Primeiramente ocorre diminuicdo do VPM, devido a
fragmentacdo ou formacdo de micro particulas e posteriormente ocorre aumento,
decorrente do aumento de volume das células.

Um dos principais marcadores de ativacdo plaquetaria em humanos é a p-
selectina, que pode ser avaliada através da citometria de fluxo. A p-selectina esta
presente nos granulos alfa das plaquetas e atua como receptor de superficie capaz de
mediar a interacdo das plaquetas com neutréfilos e monécitos (HAMBURGER &
McEVER, 1990). Ela € um marcador bastante sensivel, que aumenta gradualmente
com a ocorréncia de ativacao (RINDER et al., 1991; HOLME et al., 1997). O aumento
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da expressdo de p-selectina durante o armazenamento das plaguetas humanas é
relatado por diversos autores (RINDER et al., 1993; HOLME et al., 1997; TURNER et
al.,, 2005). Entretanto, a avaliacdo da p-selectina como marcador da ativacao
plaquetaria € controversa em equinos. Segura et al. (2006) demonstraram aumento
de 2,12% para 15,5% de plaquetas positivas para a p-selectina apés a ativacao pela
trombina, concluindo que a avaliacdo da p-selectina por citometria de fluxo é um
meétodo eficaz para avaliar a ativacdo plaquetaria em equinos. Mas segundo Lalko et
al. (2003) a p-selectina é expressada naturalmente em 20-25% das plaquetas
eguinas, sem gue seja necessaria a ocorréncia de ativacao.

Entre as alteracdes bioquimicas observadas, esta a reducao no pH. Durante o
armazenamento, a dificuldade nas trocas gasosas (relacionada a hiperconcentracao
plaguetaria no meio) leva a um metabolismo anaerdbio predominante. A glicélise leva
a aumento na producdo de lactato e consequente queda no pH (MURPHY, 1985).
Segundo Dumont et al. (2002), a ocorréncia de ativacdo plaquetaria em humanos

torna-se evidente quando o pH dos concentrados de plaquetas for inferior a 6,4.

2.3.2 Armazenamento de plaguetas humanas com DMSO

As transfusdes de concentrados de plaguetas sdo muito empregadas na
medicina humana. No inicio de sua utilizacao, estes concentrados eram armazenados
em geladeira, a 4°C. No entanto, o armazenamento nestas condi¢gdes implicava na
reducdo da viabilidade e ativacdo plaquetaria, ocasionando baixos incrementos
plaguetarios apos a transfusdo (BALDINI et al., 1960; WOLF, 1967).

Murphy e Gardner (1969) compararam plaquetas armazenadas a 4°C com
plaguetas estocadas a 22°C, sob agitacdo continua, quanto a recuperacao plaquetaria
apos a transfusdo. Eles observaram que o incremento plaquetario foi maior nas
transfusdes realizadas com concentrados de plaguetas armazenados a 22°C. Além
dos bons resultados, a praticidade e o baixo custo fizeram com que 0 armazenamento
de plaguetas a 22°C, sob agitacdo continua, fosse adotado como método padréo
pelos bancos de sangue (LANDI, 2004).

No entanto, plagquetas armazenadas a 22°C podem ser estocadas pelo periodo

7

maximo de cinco dias, pois acima disso € grande o risco de bacteremias e
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septicemias (HEAL et al., 1987; PUNSALANG et al., 1989). O aparecimento de lesdes
plaguetarias de armazenamento nas plaquetas estocadas a 22°C também é um
motivo para o curto periodo de estocagem (SHRIVASTAVA, 2009), o que gera um
grande desperdicio para os bancos de sangue, pois concentrados de plaguetas séo
frequentemente descartados, apesar da alta demanda. Por este motivo, ao longo dos
anos, a criopreservacao vem sendo estudada como método de armazenar plaquetas
humanas.

A primeira transfusdo de concentrados de plaquetas criopreservados foi
realizada ha mais de cinquenta anos. Klein et al. (1956) observaram resultado positivo
na corre¢do de hemorragias transitorias apos a transfusdo de plaquetas congeladas a
-15°C, por seis semanas, sem nenhum crioprotetor. Os agentes crioprotetores (como
DMSO e glicerol) atuam sobre a permeabilidade da membrana plasmatica das
células, diminuindo a energia de ativacdo necessaria para o0 transporte de agua
durante o processo de congelamento e atuando também sobre a formacé&o de cristais
de gelo no interior destas células e vitrificagdo (STOLL & WOLKERS, 2011). Distintos
crioprotetores foram estudados na tentativa de promover o incremento plaquetéario
pos-transfusdo. Taylor (1981) comparou quatro agentes crioprotetores, sendo dois
intracelulares (DMSO e glicerol) e dois extracelulares (hidroxietila de amido e
dextrano). Os crioprotetores extracelulares se mostraram ineficazes na preservacao
de plaquetas, enquanto que o DMSO 5% foi 0 melhor crioprotetor.

Plaquetas humanas congeladas com DMSO sobrevivem e se mantém
funcionais ap6s a transfusdo. Este método de criopreservacdo aumenta a
durabilidade das plaquetas por no minimo um ano, mas requer processamento e
lavagem dos concentrados de plaquetas antes da transfusdo para remocdo do
DMSO, que é téxico para o corpo humano (STOLL & WOLKERS, 2011). Essas
sucessivas lavagens para remoc¢ado do crioprotetor acabam por promover ativacéo
plaquetaria (RINDER & AULT, 1998).

Na tentativa de reduzir o percentual de DMSO e eliminar a necessidade de
remocado do crioprotetor dos concentrados de plaquetas, Currie et al. (1998)
elaboraram uma solucdo crioprotetora concentrada 50 vezes, designada de
ThromboSol, composta por 0,25mM de amilorida, 0,1mM de adenosina, 50uM de
nitroprussiato de sédio (inibidores das vias intracelulares da segunda transmissao),
com 2% de DMSO. No entanto, o uso do ThromboSol como crioprotetor apresentou

resultados controversos. Landi (2004) comparou a criopreservagao de concentrados
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de plaquetas com ThromboSol e com 5% de DMSO verificando maior ocorréncia de
ativacdo e lise plaquetaria nos concentrados criopreservados com ThromboSol. Na
medicina veterinaria, a eficiéncia do ThromboSol também foi inferior ao DMSO 6% no
congelamento de plaquetas de caes (APPLEMAN et al.,, 2009). A reduzida
concentracdo de DMSO na composicdo do ThromboSol pode ser responsavel pela
ocorréncia de maior lise e de maior ativacdo plaquetaria associada ao uso deste
crioprotetor (LANDI, 2004).

A recuperacao e sobrevivéncia pos-transfusdo de concentrados de plaguetas
criopreservados com 6% de DMSO e mantidos em freezer a -65° C por 7 a 13 dias foi
avaliada por Dumont et al. (2013). Esta equipe de pesquisadores observou
recuperagdo plaquetdria mensuravel e sobrevivéncia na circulagdo de
aproximadamente sete dias apos a transfusdo, o que sugere a manutencdo dos
efeitos hemostaticos das plaquetas criopreservadas.

Os concentrados de plaguetas criopreservados com DMSO também vém
sendo utilizados em operacbes militares, devido as grandes perdas de sangue,
quando ndo h& disponibilidade de concentrados de plaquetas frescas (NEUHAUS et
al., 2010). A criopreservacao das plaguetas resulta na expressao de fosfatidilserina, o
que contribui para 0 aumento da atividade hemostatica, conforme demonstrado por
Johnson et al. (2014), ao criopreservarem plaquetas com 5% de DMSO.

O DMSO a 5% ou 6% foi indicado como o melhor crioprotetor para plaquetas
humanas (LEE & BLAJCHMAN, 2007). Plaguetas armazenadas a -80°C em 6% de
DMSO sdao viaveis por até dois anos, sem perda significativa de recuperacao pés-
transfusdo (MELARAGNO et al., 1985), enquanto que plaquetas armazenadas a -
150°C com 5% de DMSO permanecem viaveis por até trés anos (DALY et al., 1979).
De modo geral, as técnicas empregadas na criopreservacdo dos concentrados de
plaquetas utilizam DMSO na proporc¢éao final de 6%, congelamento ndo programado e
estocagem em freezer mecéanico a -80°C (VALERI et al.,, 1974), ou DMSO na
proporcao final de 5%, congelamento gradual de 1°C a 3°C/min e estocagem em
nitrogénio liquido (MURPHY et al.,, 1974). O descongelamento é realizado pela

simples imersdo em banho-maria, 37°C.
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2.3.3 Armazenamento de plaguetas humanas com Trealose

A trealose é um dissacarideo encontrado em altas concentracbes em uma
variedade de organismos capazes de sobreviver a desidratacdo severa e € um eficaz
estabilizador das células, pois € um crioprotetor extracelular. A substancia é
rapidamente absorvida pela célula a 37°C e apos reidratacdo, a recuperacado celular é
de aproximadamente 85% (WOLKERS et al., 2001). Segundo Crowe et al. (2003), a
porcentagem de células discoides encontrada apos a reidratacdo € similar a de
plaquetas frescas, fato este que justifica a investigacdo sobre seus efeitos no PRP.
Quando liofilizado com 50mM de trealose, o PRP humano apresenta bons resultados
no tratamento de feridas cutaneas, acelerando o processo de cicatrizacdo, de maneira
semelhante ao PRP fresco (PIETRAMAGGIORI et al., 2007; SUM et al., 2007).

Além da liofilizagdo, a trealose também foi avaliada como crioprotetor nos
processos de resfriamento e criopreservacdo plaquetaria. Liu et al. (2009)
armazenaram plaguetas humanas em uma solucdo de Tyrode livre de cations
contendo 50mg/ml de trealose. Estas plaquetas permaneceram armazenadas sob
agitacdo continua a 4°C, durante 9 dias. Apds o periodo de armazenamento, a taxa
de fagocitose in vitro observada nas plaguetas armazenadas com trealose foi
semelhante a observada em plaguetas armazenadas a temperatura ambiente por
cinco dias e menor do que a observada em plaguetas armazenadas sem o
crioprotetor, sob as mesmas condi¢gdes. Adicionalmente, o0s concentrados
plaguetarios que continham trealose mantiveram capacidade de agregacao
plaquetaria.

Em outro estudo, Wang et al. (2015) avaliaram a qualidade de plaquetas
armazenadas em uma solucéo aditiva de plaguetas modificada contendo 75,0 g/l de
trealose. No estudo, as plaquetas armazenadas a 10° C nesta solucdo foram
comparadas com plaquetas armazenadas em plasma a temperatura ambiente
definindo-se que plaguetas armazenadas a 10° C com trealose mantiveram sua
funcao in vitro e in vivo. A contagem plaquetéaria e o volume plaquetario médio foram
similares entre os dois grupos, bem como a recuperacdo plaquetaria in vivo pos-
transfusédo em ratos.

A trealose também aparece como alternativa no processo de criopreservacao

plaquetéria. Plaquetas armazenadas com trealose (300mM) a -150°C parecem
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apresentar maior viabilidade (98% de recuperacdo plaquetaria e 76% de plaquetas
inativas), quando comparadas a plaguetas armazenadas com 5% de DMSO (94% de
recuperacao plagquetaria e 54% de plaquetas inativas) (GLAFKE et al., 2012).

2.3.4 Armazenamento do PRP equino

Piccione et al. (2010) demonstraram que o armazenamento do plasma equino
por mais de seis horas a temperatura ambiente, ou a 8°C resulta em efeito
significativo sobre a agregacao plaquetéria e que o armazenamento por 24 e 48h a -
20°C também altera a funcdo plaquetaria. Ja a estocagem de plaquetas de equinos a
4°C acima de 24h, altera a conformacdo da membrana plaquetaria, conforme
demonstrado por Tsvetkova et al. (2000). Esses pesquisadores observaram que
nestas condigcBes ocorrem multiplas fases de transicdo, presumivelmente devido a
separacéo lateral dos lipidios da camada bilipidica da membrana. Tablin et al. (2001)
afirmam que esta fase de separacao também ocorre nas plaguetas humanas quando
armazenadas a baixas temperaturas, resultando em ativagéo plaquetéria.

Algumas tentativas de se armazenar o PRP equino também ja foram
realizadas. Tablin et al. (2008) liofilizaram PRP equino utilizando a trealose e
observaram que o sobrenadante de plaquetas liofilizadas e reidratadas liberaram os
fatores de crescimento TGF-B 1 e PDGF e foram capazes de estimular a proliferacao
de fibroblastos in vitro.

Quando criopreservadas com DMSO, plaquetas contidas no PRP equino
também parecem manter sua viabilidade. Kwirant et al. (2016) armazenaram o PRP
equino em freezer mecénico a -80° C utilizando DMSO 6% como crioprotetor. Apos 14
dias, observaram que a contagem plaquetéaria e o VPM néo diferiram entre o PRP
fresco e o criopreservado com DMSO, mas foram superiores aos valores observados
no PRP armazenado sem o crioprotetor. Neste estudo o DMSO também foi capaz de
prevenir a ativagdo plaquetaria causada pelo armazenamento a baixas temperaturas.
Por outro lado, Fantini et al. (2016) observaram maior concentragdo plaquetaria no
PRP fresco do que no PRP criopreservado com 3% ou 6% de DMSO, a -197°C.
Estes autores avaliaram o PRP resfriado com as mesmas concentracées de DMSO e

também encontraram maiores concentracdes plaquetarias nas amostras frescas.
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Estes autores também avaliaram a funcéo plaquetéaria através do teste de agregacao,
encontrando maior agregacao plaquetaria nas amostras a fresco do que em todas as

amostras armazenadas.

2.3.5 Métodos de avaliacdo da qualidade plaquetaria apds armazenamento a baixas

temperaturas

Apbés o descongelamento das plaquetas, diversas técnicas podem ser
empregadas para avaliar a viabilidade destes produtos. Na medicina humana, testes
in vivo e in vitro visam prever a efetividade das plaguetas apdés uma transfusao. O
estudo de Khuri et al. (1999) comprovou a efetividade das plaquetas criopreservadas
no controle das hemorragias. Neste estudo in vivo, o efeito hemostatico de
concentrados de plaquetas armazenados de forma convencional foi comparado com
criopreservadas no poés-operatério de cirurgias cardiacas. O grupo que recebeu
plaguetas criopreservadas apresentou menor volume de sangramento e menor
consumo de hemocomponentes, sugerindo melhor efetividade hemostética.

Testes in vitro podem auxiliar na avaliagdo da morfologia plaquetaria,
caracteristicas bioquimicas, secrec¢ao granular, glicoproteinas de superficie, formacéo
de superficie pré-coagulante e a resposta funcional das plaguetas (LANDI, 2004)
(tabela 3).

Kunicki et al. (1975) avaliaram a qualidade dos concentrados de plaquetas
estocados a temperatura ambiente, através de avaliacdo morfolégica pela
microscopia de fase. Os autores classificaram estas estruturas conforme as
alteracbes apresentadas em discoides, que mantiveram a forma disclide das
plaguetas frescas; esféricas, que sofreram alteracdo da forma; dendriticas, que
apresentaram emissdo de pseuddépodes e balonadas, que estavam totalmente
rompidas apds o0 armazenamento.

Através da microscopia eletrbnica, Wurzinger e Schmid-Schénbein (1990)
classificaram as plaquetas da seguinte forma: 0 — normal — ligeiramente oval, com
organelas uniformemente dispersas no citoplasma; 1 — incerta — perfil arredondado,
organelas nao centralizadas; 2 — ativada — forma oval irregular com centralizacéo de

organelas e emissédo de pseudopodes; 3 — com alteragdo irreversivel — discoide com
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organelas na periferia; 4 — lise total — perda da arquitetura normal. A determinacdo do
VPM também é uma forma de se avaliar a qualidade das plaquetas apdés o
armazenamento, uma vez que segundo Bdck (1995) e Landi (2004) ocorre aumento
no volume apods o processo de congelamento.

Avaliacfes de pH, pCO, e pO, glicose e lactato podem determinar a qualidade
dos concentrados de plaquetas. A diminuigcdo do pH durante o armazenamento indica
a ocorréncia de glicélise. Um aumento na pCO, acarreta queda no pH, afetando
diretamente a qualidade das plaquetas (MURPHY & GARDNER, 1975). Da mesma
forma, a reducdo dos niveis de glicose e aumento nas concentracdes de lactato
podem resultar em rapida queda do pH, afetando a viabilidade plaquetaria (MURPHY,
1985). Bock et al. (1995) observaram também que o processo de congelamento
causa liberacdo de calcio e potassio para o meio extracelular.

A citometria de fluxo, através da ligacdo a anticorpos monoclonais especificos,
avalia a expresséo de glicoproteinas de superficie (GPIb, GPIlb, GPllla) e marcadores
da ativacao plaquetéaria, como a p-selectina (THON et al., 2008).

A capacidade de agregacédo plaquetéria é avaliada através de um agregbmetro.
O plasma rico em plaquetas é utilizado e a agregacao se inicia através da utilizacdo
de diferentes agonistas, como o colageno, trombina ou ADP. Comparando a resposta
aos diferentes agonistas, defeitos plaquetarios podem ser identificados (CARDIGAN
et al., 2005).

Segura et al. (2006) utilizaram a avaliacdo morfolégica através da microscopia
eletrdnica, citometria de fluxo e testes de agregacdo plaquetaria para verificar a
funcdo de plaquetas equinas. No referido estudo as plaquetas equinas mantidas a
37°C foram identificadas com a mesma forma discéide da plaqueta humana e quando
ativadas pela trombina, tiveram sua forma alterada e apresentaram fusdo dos
granulos alfa com consequente liberacdo do conteddo granular. Os autores também
observaram que as plaquetas respondem bem ao ADP e coldgeno no teste de
agregacdo, respondendo pouco ao &cido araquidbnico e tromboxano e néao
respondendo a epinefrina ou ristocetina. Adicionalmente, ficou demonstrado que a
citometria de fluxo pode ser um método eficaz de avaliar a ativagdo plaguetaria em
equinos, uma vez que houve aumento na expressao de p-selectina e glicoproteinas

de membrana apds a ativacdo com agonistas.



38

Tabela 3 — Técnicas in vitro empregadas na avaliacdo dos concentrados de

plaguetas.
TECNICAS
Morfologia Microscopia de contraste de fase: “score”
morfolégico, microscopia eletrénica, “swirling”,
densidade Optica do plasma rico em plaquetas,
volume plaquetario médio (VPM)
Bioquimica pH, glicose, lactato, conteudo de ADP,

Secrecao granular

Receptores de superficie

Superficie pré-coagulante

Métodos funcionais

desidrogenase lactica (LDH)

B-tromboglobulina, fator plaquetario4 (PF4)

Complexo GPIb (CD42), integrina a;pB3 (CD41/61),
p-selectina (CD62p), granulofisina (CD63)

Anexina V, fator V.

Absorcdo de serotonina, agregacdo plaquetaria,
resposta ao estresse hipotdnico, potencial de
resposta apés estimulacdo, modelos ex-vivo de

hemostasia.

Fonte: LANDI (2004).

Tendo em vista a crescente utilizacdo do PRP, bem como a necessidade da

sua utilizacdo logo apds o preparo, devido a curta vida ultil das plaquetas, o objetivo

deste estudo foi buscar um método pratico e eficaz de armazenar o PRP equino,

facilitando sua utilizagdo na medicina equina, sem perda da funcéo deste material.
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Abstract

Equine platelet-rich plasm (PRP) has been used in horses to repair bone, articular and
tendinous lesions, laminitis, and even endometritis; However, fresh PRP lifespan is limited to
8 hours, which is too short to prepare and use the PRP, except in loco. In order to get higher
platelet viability for clinic purposes the effect of the cryoprotectants dimethyl sulfoxide
(DMSO) and trehalose on equine platelet-rich plasma (PRP) was evaluated by cooling at 4°C
and cryopreserved at -196°C. The protocols of cooling and cryopreservation were performed
independently, comparing the following treatments: fresh PRP, PRP+6%DMSO, PRP+300Tre,
PRP only. Each PRP sample was prepared by double centrifugation of the blood of six ponies
and was further divided into four aliquots. The cooled or cryopreserved aliquots were stored
for 14 days. All samples were evaluated for platelet counts, mean platelet volume (MPV) and
release of the transforming growth factor beta 1 (TGF-B1). There were similarities in the
number of platelets in the fresh PRP and in the cooled samples; however platelet counts were
higher in the fresh PRP than in the cryopreserved samples. Release of TGF-B1 was higher in
fresh PRP (105891 + 52398 pg/ml), but all stored samples released significant amounts of this
growth factor (27291 + 9625 pg/ml).

Key words: platelet-rich plasma (PRP), cooling, cryopreservation, DMSO, trehalose.
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1. Introduction

Platelet-rich plasma (PRP) is a product derived from whole blood that contains high
concentrations of platelets exerting an effect on the healing process due to the fact that once
activated, platelets release several growth factors that have chemotactic, neovascular and
mitogenic pharmacological effects [1].

In horses, PRP became popular and it has been used to repair different type of lesions,
such as the ones located on bones [2], joints [3] and tendons [4]. In addition, the use of PRP
has been reported in the treatment of skin wounds [5], laminitis [6] and also endometritis [7].
Important to make a note that most of the PRP publications are derived from isolated clinical
cases, case reports or case series which do not have a control group to draw more substantiated
conclusions [8,9].

One has to consider that the maximum viability of fresh PRP is eight hours after its
preparation [10]. Therefore, alternatives should be develop to allow more than one application
of PRP in clinical cases. Growth factors are actively released from the alpha granules during
the first 10 minutes after platelet activation and an excess of 95% of pre-synthesized factors
are released within the first hour after this event [11].

Because platelets have a very limited lifespan in human blood banks, the platelets are
stored at room temperature for a maximum of 5 days, then platelets loose viability and the risk
of bacterial contamination increases significantly [12]. On the other hand, when stored at
temperatures below 20°C, platelets go through several storage morphological changes that are
comparable with the physiological activation process, such as discoid-to-spherical shape
change, pseudopodia emission and release of the contents of platelets granules [13].

For this reason, over the years, several storage methods attempting to increase platelet
survival have been studied. Studies demonstrated that human platelets can remain viable after
cryopreservation with 6% and 5% DMSO for two or three years, respectively [14, 15].
According to Slichter et al. [16], about half of the platelets are recovered after DMSO
cryopreservation, but platelet survival after transfusion is minimally reduced when compared
to platelet transfusions of fresh platelets, and DMSO cryopreserved platelets. Therefore, it
seems that there is room for more studies on new techniques for platelet cryopreservation.

Another method of storage being extensively studied is trehalose storage. Trehalose is a
disaccharide found in high concentrations in a variety of organisms capable of surviving severe
dehydration and, as an extracellular cryoprotector, is efficient cellular stabilizing factor [17].

When freeze-dried with 50mM trehalose, human PRP presents good results in the treatment of
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skin wounds, accelerating the healing process, in a similar fashion as fresh PRP [18]. When
cryopreserved with 300mM of trehalose at -150°C, platelets maintain their membranes intact
and they remain in an inactive state to latent state after thawing [19]. When cooled at 10°C
with trehalose, platelets maintain an adequate measure of their function and bacterial
contamination is reduced [20].

Sometimes, to achieve desirable clinical effects more than one application of PRP is
often necessary [2, 9] and currently, this material needs preparation at the time of use.
Considering these factors, this study evaluated the cooling and cryopreservation of equine
PRP with the cryoprotectants DMSO and trehalose, aiming to secure the storage and use after

thawing without impairing platelets function.

2. Material and methods

This experiment was approved by the Committee of Ethics for the Use of Animals of
the Federal University of Santa Maria, under protocol number 4542290515.

In the experimental design, different procedures were analyzed. Group 1 platelet rich
plasma (PRP 1) was used for cooling with and without cryoprotectant at 4°C; group 2 (PRP 2)
consisted of cryopreserved PRP with or without cryoprotectant, stored in liquid nitrogen
canister at -196°C. In each group the cryoprotectant DMSO and trehalose were analyzed. The
PRP prepared for each treatment group was distributed into four aliquots: fresh PRP, PRP+6%
DMSO, PRP+300Tre and PRP only.

2.1 PRP preparation

In this study, six healthy 10-year-old male ponies averaging 200kg were used. The
blood (450ml) was aseptically collected through jugular puncture in a bag for blood collection
containing citrate, phosphate, dextrose and adenine (CPDA) as anticoagulants. A 2.5 ml
aliquot of blood was sent to a laboratory for platelet count and mean platelet volume (MPV)
determination. Each PRP sample was produced by manual method according to the protocol
described by Pereira et al. [21]: 100 ml of blood were distributed in three polypropylene tubes
(50 ml), which were centrifuged at 224 g for 10 minutes to obtain the plasma. The obtained
plasma was then centrifuged at 440g for 10 minutes to obtain 10ml of PRP. Each 10ml-PRP
sample obtained was divided into four aliquots: fresh PRP (2.5ml), PRP+6%DMSO (2.35ml),
PRP+300Tre (2ml) and PRP only (2.5ml). All PRP preparation was carried out in a laminar
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flow hood with the objective of minimizing the possibility of bacterial contamination. Soon
after preparation, fresh PRP (groups 1 and 2) was submitted to laboratory analysis for platelet
count, determination of MVP and quantification of transforming growth factor Beta 1 (TGF-3
1).

2.2 Sample PRP+6%DMSO preparation

To the samples for storage with DMSO, 0.15 ml of DMSO was added slowly (1
ml/minute), under homogenization, to obtain the final concentration of 6% DMSO and final
volume of 2.5 ml. Samplesl and 2 were then destined for cooling and cryopreservation,
respectively.

2.3 Sample PRP + 300Mm trehalose preparation

Samples destined for storage with trehalose received 0.5 ml of a 1.5M solution of
trehalose, previously prepared by diluting 5.675 g of trehalose in 10 ml of 0.9% physiological
solution in Becker's beaker (20 ml) at 37°C for three minutes to dissolve the trehalose. Then
0.5ml of this solution was added to each PRP aliquot (2ml) to reach the final concentration
(300mM) and volume (2.5ml) of trehalose. The samples were kept in a 37°C-water bath for
two hours to favor trehalose within platelets. PRP 1 and PRP 2 containing trehalose were

destined to the cooling and cryopreservation process, respectively.

2.4 Cooling process

In the cooling process, samples of PRP 1 containing 6% DMSO, 300mM trehalose,
or PRP only were directly kept in a refrigerator at 4°C for 14 days, and the temperature was
verified twice a day. Samples were taken from the refrigerator and after remaining for five

minutes at room temperature were subjected to the same laboratory analysis as fresh PRP.
2.5 Cryopreservation process
The cryopreservation process was conducted following the technique described by

Fantini et al. [22]. The samples were submitted to slow cooling, at rest, in a hermetically

sealed container with capacity for room temperature isolation (Botuflex®) until reaching a
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temperature of 4°C. The PRP samples were then pre-frozen in liquid nitrogen vapor for 20
minutes at 4cm from the nitrogen surface and subsequently submerged in liquid nitrogen at -
196°C, where the samples remained for 14 days.

The thawing protocol was carried out by withdrawing the samples out of the liquid
nitrogen and exposing them for two minutes at room temperature, and then heating them in a
37°C water bath for five minutes until complete thawing. Subsequently, the samples were
submitted to the same laboratory analyzes conducted for fresh PRP samples.

2.6 Laboratory analysis

Laboratory analysis consisted of platelet counts, determination of MPV and amount
of TGF-B 1. A trained professional, unaware of the group settings, performed all platelet
counts in a Neubauer chamber as previously described [23]. The MPV was determined in
automated hematology counter (Mindray BC-2800Vet).

For the quantification of TGF-B 1, the samples were submitted an ELISA test using
the Human TGF- B 1 kit (RAB0460) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), according to
the manufacturer's recommendations. For TGF-p activation, initially 0.5ml of each sample was
incubated in 0.1ml of 1N HCI solution for 10 minutes. The acidification of the sample was
then neutralized by the addition of 0.1 ml of 1.2N NaOH / 0.5 M Hepes (pH 7-7.6). The
activated platelet samples were diluted 1:10 and submitted to ELISA. The reading was
performed in a spectrophotometer with a 450nm filter and the absorbance values were
corrected using the dilution factor. The amount of TGF-p 1 in each sample tested was
determined by the standard curve constructed with the absorbances and concentrations of the
eight standards of the kit.

2.7 Statistical analysis

The results were analyzed using ANOVA and multiple mean comparisons using the
Tukey test. All analyses were performed with the software Graphpad Prism 7.03 with 95%
confidence interval. Results are presented as the mean + standard deviation of the mean.

3. Results

3.1 Group 1 — Cooling process
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The number of platelets in whole blood samples was 180.12 + 26.85 x 10° /ul. The
number of platelets in fresh PRP samples was 840.82 + 335.2 x 10% /ul, and did not differ from
the number of platelets observed in the other groups: PRP + 6% DMSO (1143 + 602.7 x 10°
Jul), PRP + 300mM trehalose (594.21 + 277.6 x 10° /ul) or PRP only (897.22 + 260.0 x 10° /ul)
(figure 1).

The fresh PRP presented 4.8 + 1.8 times more platelets than whole blood, not
differing from the concentration observed in the cooled samples.

The mean platelet volume in the fresh PRP samples (5.1 + 0.21fL) was lower than in
whole blood samples (5.9 = 0.16fL) (P<0.0001) and still lower than the values found for
samples cooled with 6% DMSO (5.6 + 0.24fL) (P=0.0021), 300mM trehalose (5.5 + 0.21fL)
(P=0.0219), or for PRP only (5.5 £ 0.20fL) (P=0.0114). Mean platelet volume was similar
among cooled samples.

TGF-B 1 concentration was higher in fresh PRP samples (102028 + 30889pg/ml) than
in the PRP + 6% DMSO cooled samples (24577 + 4487pg/ml) (P<0.0001), or in the PRP +
300mM trehalose samples (20883 + 2804pg / ml) (P<0.0001) or PRP only (23850 +
3877pg/ml) (P <0.0001) treated samples. Samples with or without cryoprotectant had similar
growth factor concentration.

3.2 Group 2 — Cryopreservation process

The number of platelets in the fresh PRP samples was 1025.1 + 234,6 x 10°/ul, higher
than the number of platelets observed in PRP + 6% DMSO frozen samples (533.6 + 237.1 x 10°
/ ul) (P=0.0036), PRP + 300mM trehalose frozen samples (457 + 166.9 x 10% / ul) (P=0.0007)
or PRP only (562.2 + 283.7 x 10°/ul) (P=0.0064). Among cryopreserved samples, there was
similarity on the number of platelets after thawing. Platelet count was 5.8 £ 1.6 times greater in
fresh PRP samples than in the whole blood and, higher than in the frozen samples (P <0.05).

The MVP from fresh PRP samples of Group 2 was 5.3 + 0.13fL, lower than the MVP
of whole blood (5.9 + 0.16fL) (P<0.0001) and lower (P <0.05) than the observed in PRP + 6%
DMSO samples (5.6 + 0.21 fL) (0.0141), PRP + 300mM trehalose (5.6 + 0.10 fL) (P=0.0496),
or in PRP only samples (5.6 + 0.16 fL) (P=0.0141). MVP was similar among cryopreserved
samples.

The release of TGF-B 1 growth factor was higher (P <0.05) in fresh PRP, when

compared to any of the cryopreserved samples. In Figure 2 it is indicated that there was
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similarity in the release of TGF-B 1 growth factor in samples exposed to DMSO, trehalose, or

untreated samples with such cryoprotectants (P> 0.05).

4. Discussion

PRP has been widely used in equine medicine and surgery for the treatment of various
injuries [24, 25, 26, 27, 28, 29]. However, according to some clinical studies, more than one
application of PRP has been reported in the literature as necessary to achieve the desired
clinical effect [2, 8, 9, 30, 31, 32]. Therefore, the horse needs to be in a clinical facility or be
transported to one in order to get it’s blood collected and processed each time PRP is to be
prepared. Because the fresh prepared PRP should be used no more than eight hours after its
preparation [10], an availability of this frozen material would favor its clinical use, eliminating
the need for multiple blood collection and preparation at each local application. It’s already
known that cryopreserved human platelet concentrates were successfully applied in military
operations where there is no availability of fresh platelets [33]. Analogous situations occur in
the routine of the veterinarian who works in the equine clinic.

Important to consider that the minimal number of platelets required to produce a
clinical effect is still controversial. Marx et al. [34] stated that for a product to be considered
PRP, it should contain 3-5 times more platelets than whole blood without referring to a
minimum amount to be effective. In horses, plasma with platelet concentrations anywhere
between 100,000 and 350,000 platelets/ul has been indicated as a promising therapeutic
alternative [35]. In the present study, both fresh and cooled or cryopreserved PRP samples had
more than 300,000 platelets/ul, which would be clinically relevant, according to Fontenot et
al. [36], who suggested a minimum number of 250,000 platelets/pl.

In the present study, there was no reduction in platelet counts following the cooling
process, even in the absence of a cryoprotectant. This result is contrary to observed in previous
studies, which showed a reduction both in platelets recovery and survival rates in transfusions
performed with human platelet concentrates cooled to 4°C [37]. However, when using trehalose
as cryoprotectant, Wang et al. [20] observed that storage of platelet concentrates at 10°C was
superior to the traditional method (at 22°C), because in addition to platelets counts, platelet
function was also maintained and the risk of bacterial contamination was reduced. In our study,
platelet counts in fresh and cooled samples were similar, suggesting that the process preserved
platelets in PRP, regardless of the use of cryoprotectants. On the other hand, a significant

reduction in platelet counts was seen after cryopreservation, despite of the presence of
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cryoprotectants. Platelet recovery recorded in the cryopreserved platelets with DMSO in the
present study was 58.08%, similar to those observed previously in which platelet recovery was
52.00 + 12.00% in cryopreserved platelets with 6% DMSO when compared to transfused fresh
platelets [16].

Other authors [22] evaluating equine PRP also described a higher number of platelets
in fresh PRP samples than in frozen samples at -196°C with both 3% or 6% DMSO. By
contrast, in a previous study done by the same team [38], differences were not detected in the
platelet count in fresh and cryopreserved PRP with 6% DMSO. However, these authors
performed cryopreservation at -80°C, which may have favored a higher platelet recovery rate.
Therefore, one can conclude that there is room for more research in this area.

When it comes to platelet cryopreservation, trehalose may also be an alternative. Glafke
et al. [19] cryopreserved platelets with 300mM of trehalose and verified a higher platelet
recovery rate and a lower platelet activation rate at thawing when comparing with frozen
platelets with 5% DMSO. However, in the current study platelet recovery rate after
cryopreservation was similar between samples stored with trehalose, DMSO or without
cryoprotectants, suggesting that the concentration of trehalose used to cryopreserve human
platelets may not be ideal for preserving equine platelets.

When stored at low temperatures, platelets usually develop a variety of functional and
morphological defects, such as reduction of adhesion, aggregation, release of granular contents
and increase in the number of spherical cells [39]. The increase in the MVP observed in this
study after the cooling and cryopreservation processes also suggests the occurrence of platelet
damage. According to Ohto and Nollet [40], an initial reduction in MVP can be seen because
of cellular fragmentation, or formation of microparticles followed by increase in the MVP that
results from the increase in the platelet volume of the stored platelets. Both in the cooled and
cryopreserved samples, with or without cryoprotectant, an increase of the MVP was observed,
suggesting that the cryoprotectants did not prevent the occurrence of platelet injury in either
process.

Another important phenomenon indicating platelet damage is the release of their
granular contents, since growth factors are actively secreted shortly after the platelet activation
process [11]. Among the growth factors contained in the platelets a-granules of the tables are
TGF-B 1, responsible for cell maturation, fibroblast migration and synthesis of extracellular
matrix [1]. The highest release of TGF-f31 was observed in fresh PRP. After the cooling and
cryopreservation processes, there was a significant reduction in the release of this growth

factor, regardless of the use or not of cryoprotectants. On the other hand, even samples stored
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without cryoprotectants were capable to release TGF-f1 14-days after storage. How much of
these a-granules are lost in the process and their impact in the clinical effect remains to be
determined.

Thus, the required amount of TGF-B1 for desirable clinical effects to take place is not
yet determined. Favorable results have been reported by different authors with different values
of TGF-B1. Tablin et al. [41] reported in vitro stimulation of fibroblasts by trehalose freeze-
dried equine PRP, observing the release of 1719 pg/ml of TGF-p 1 after PRP rehydration.
Estrada et al. [42] failed to identify improvements on superficial digital flexor tendon lesions
treated with an autologous equine platelet concentrate with 16,000 platelets/ml and a TGF- 1
concentration of 8752 pg/ml. In the current study, the concentration of TGF-B 1 in fresh PRP
and in all stored samples was higher than what was previously reported in other studies, but are
similar to the results observed by Roffi et al. [43] who evaluated the effect of freezing on
human PRP. These authors report the release of 107861.6 pg/ml of TGF-B1 in fresh PRP and
33849.8 pg/ml in PRP cryopreserved at -30°C without the use of cryoprotectants. In the study
mentioned above, no differences in chondrocyte and synoviocytes proliferation were identified
when fresh and frozen PRP were compared, confirming that frozen PRP retains its ability.
Despite platelet reduction observed in the cryopreservation process, all stored samples had
enough platelets within a 14 day storage period. All samples were able to release significant
amounts of TGF-f1 growth factor, despite the observed release reduction compared to fresh
PRP.

5. Conclusion

It is possible to conclude that the cooling and cryopreservation processes reduce
platelet concentration and consequent release of the TGF-p1 growth factor from the equine
PRP, but that the stored samples still maintain enough platelets. The use of the DMSO and
trehalose cryoprotectants did not protected platelets against storage injuries due to cooling and

cryopreservation process.
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Figure 1. Number of platelets in blood, fresh equine platelet-rich plasma (PRP) and in the
samples cooled to 4°C with 6% dimethyl sulfoxide (DMSO), 300mM trehalose, or without
cryoprotectant after 14 days of refrigerated storage. Results are presented as mean +
standard deviation of the mean. Means with different letters differ significantly from each
other (P <0.05).
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Figure 2. Concentration of transforming growth factor beta 1 (TGF-p 1) in fresh equine
platelet-rich plasma (PRP) and in cryopreserved samples at -196°C in liquid nitrogen with
6% dimethyl sulfoxide (DMSO), 300mM trehalose or without cryoprotectant after 14
days of freezing. Results are presented as mean + standard deviation of the mean. Means
with different letters differ from each other (P <0.05).
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4. CONCLUSOES

1. O processo de resfriamento ndo altera o nimero de plaquetas contido no PRP,
enquanto que a criopreservacao reduz a contagem plaquetaria.

2. O resfriamento e a criopreservacao causam lesdes as plaquetas.
Os protocolos de resfriamento e de criopreservagao das plaquetas reduzem a
liberacdo de TGF-B1 das plaquetas.

4. O PRP armazenado a baixas temperaturas preserva a capacidade de liberacao
de TGF-B1.

5. Os crioprotetores na concentragdo de 5% de DMSO e de trealose né&o
interferiram no processo de resfriamento, ou na criopreservacdo do PRP

equino.
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