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CLINICA CIRQRGICA DE PEQUENOS ANIMALIS - CONTROLE
MICROBIOLOGICO NA OBTENCAO DO PLASMA RICO EM
PLAQUETAS (PRP)

MICROBIOLOGICAL CONTROL IN OBTAINING PLATELET-RICH PLASMA (PRP)

L. S. SFRIZO", J. M. PAZZINI>, M. G. P. A. FERREIRA’, R. A. R. USCATEGUI",
A. B. DE NARDI’, C. PIGATTO-DENARDI®

RESUMO

O plasma rico em plaquetas é um produto obtido por meio da centrifugacdo do sangue, e devido as suas propriedades de
estimular a angiogénese, este ¢ utilizado em cirurgias reconstrutivas a fim de evitar complicacdes pés-cirdrgicas. A
coleta do sangue ¢ feita de forma asséptica para obtencdo do PRP, porém hd possibilidade de contaminacio bacteriana
no momento da sua confec¢io podendo assim ocasionar complicagdes ao paciente. Objetivou-se ressaltar a importancia
do rigor no controle microbiolégico do produto obtido, bem como avaliar a possibilidade de contaminac¢io bacteriana
no momento da confeccdo (PRP), antes do seu emprego no leito de enxertos cutdneos em coelhos. No presente estudo,
apenas quatro amostras das sessenta confeccionadas apresentaram coldnias bacterianas, indicando que o plasma rico em
plaquetas obtido de maneira asséptica € propicio e seguro em cirurgias reconstrutivas. Conclui-se que o rigor no
controle microbiolégico aliado a adequada desinfeccdo do centro cirdrgico e antissepsia do campo operatério, bem
como o preparo asséptico do PRP, seu uso € indicado e seguro, ndo provocando riscos de contaminagdo da ferida
cirdrgica.

PALAVRAS-CHAVE: Angiogénese; Bactéria; Cirurgia Reconstrutiva; Enxertos Cutineos

SUMMARY

Platelet-rich plasma is a product obtained by centrifuging blood, and due to its properties of stimulating
angiogenesis, it is used in reconstructive surgery in order to avoid post-surgical complications. Blood collection is done
aseptically to obtain platelet-rich plasma, but there is a possibility of bacterial contamination at the time of making it,
thus causing complications to the patient. The objective was to emphasize the importance of rigor in the microbiological
control of the product obtained, as well as to evaluate the possibility of bacterial contamination when making platelet-
rich plasma (PRP), before its use in the bed of skin grafts in rabbits. In the present study, only four samples of the sixty
made had bacterial colonies, indicating that the platelet-rich plasma obtained aseptically is conducive and safe in
reconstructive surgery. It is concluded that the rigor in microbiological control combined with adequate disinfection of
the operating room and antisepsis of the operating field, as well as the aseptic preparation of the PRP, its use is
indicated and safe, without causing risks of contamination of the surgical wound.

KEY-WORDS: Angiogenesis; Bacteria; Reconstructive Surgery; Skin Grafts
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INTRODUCAO

As plaquetas t€tm como fung¢des promover a
hemostasia, cicatrizagdo de feridas e reepitelizacao,
além de liberarem diversos fatores de crescimento, os
quais estimulam a angiogé€nese, o crescimento vascular
e a proliferacdo de fibroblastos, responsdveis pela
sintese de coldgeno. O plasma rico em plaquetas (PRP)
¢ um subproduto sanguineo autélogo e seu produto
final visa ter uma alta concentracdo de plaquetas em
relac@o ao plasma. Tanto as plaquetas quanto o plasma,
por terem fatores de crescimento (FCP), tém a funcdo
de iniciar o processo de cicatrizacdo. O FCP tem
atividades especificas no processo de reparagcdao
tecidual, estimulando a angiogénese, replicacdo
tecidual, agdo antiinflamatdria, inducdo cicatricial e
crescimento de novas estruturas, tendo assim grande
importdncia em  procedimentos cirdrgicos de
reconstru¢do tecidual (EURIDES et al., 2015).

Devido ao PRP ser rico em nutrientes, a
necessidade do controle microbiolégico é importante.
Falhas nas medidas preventivas e de controle do
processo  de  obtencdo  podem  levar  ao
comprometimento da eficicia do produto devido a
alteracdo de caracteristicas fisicas e quimicas. Um fator
muito importante para que o PRP seja confeccionado
sem qualquer tipo de contaminacdo bacteriana € a
correta desinfec¢do da pele, pois em sua microbiota ha
bactérias Gram-positivas, especialmente
Staphylococcus sp, além da presenca de Gram-
negativas também. Outra consideragdo relevante é que
o procedimento seja realizado por uma pessoa
experiente para ndo contaminar a amostra no momento
de seu preparo. Todos esses cuidados evitam o
desenvolvimento  de  quadros de infecgdo,
comprometimento do leito cirtrgico e, em situacdes
mais graves, quadros de sepse (CORREA, 2017). Dias
e colaboradores (2015) ressaltam a importancia de uma
boa desinfeccdo de superficies, equipamentos e dreas
fisicas, bem como a antissepsia das mios e o uso de
luvas. Outro aspecto a ser considerado é o efeito
inibitério que o PRP pode possuir, como demontrou o
estudo realizado por Dori et al. (2019) foi utilizado o
PRP em grupo de pessoas submetidas a cirurgia
periodontal reconstrutiva foi observando, além da
aceleracdo da  cicatrizacdo, a inibicdo do
desenvolvimento de algumas espécies bacterianas.

O emprego do PRP em procedimentos
cirtirgicos é de grande interesse, devido a sua alta
capacidade de favorecer a cicatrizagdo de feridas.
Estudos como o de Pazzini et al. (2016), que utilizaram
o PRP em retalhos de padrdo axial em coelhos,
encontraram resultados favordveis a cicatrizacdo. Além
disso, a observacdo da reducdo da necrose nas
extremidades dos retalhos sugerem sucesso na
utilizagdo desse produto.

Considerando a aplicabilidade do PRP, tanto
em Medicina Veterinaria como na Medicina Humana,
o controle de qualidade na obtencdo do produto é
fundamental. Desta maneira, o presente estudo
objetivou ressaltar a importancia do rigor no controle
microbiolégico do produto obtido, bem como detectar

contaminagdo bacteriana no momento do preparo do
PRP das amostras, antes do seu emprego no leito de
enxertos cutaneos em coelhos.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foi realizado no Hospital Veterindrio
“Governador Laudo Natel”, da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterindrias — UNESP Campus de
Jaboticabal — SP, um estudo com 60 coelhos da raca
Nova Zelandia branco (Oryctolagus cuniculus). O
presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de animais (CEUA) processo numero
305468/2013-8.

Procedimento Cirtirgico

O procedimento cirtrgico de reconstru¢io foi
realizado de maneira asséptica, empregando enxerto
cutaneo de espessura completa no membro torécico, na
regido do carpo a fim de corrigir lesdo extensa. Para a
realizacdo da ferida dermoepidérmica e demarcagao do
segmento de pele retirado em regido de carpo
esquerdo, foi utilizada caneta cirdrgica’ e régua estér’il
para criar uma lesdo de quatro cm de comprimento por
quatro cm de largura, no formato de quadrado. Com o
auxilio de lamina de bisturi n°15° foi excisado o
fragmento cutineo de 16 cm’ na porg¢io distal do
carpo, do membro tordcico esquerdo.

A ferida do leito doador no térax foi
submetida a dermorrafia em padrdo de fechamento em
formato de figura geométrica, com ndilon 4. O gel de
plasma rico em plaquetas autélogo foi colocado antes
da sintese da lesdo do carpo, com auxilio do cabo de
bisturi'® e distribuido de maneira homogénea entre o
subcutaneo do leito doador e o subcutineo do leito
receptor, apds sua aplicagdo procedeu-se a sintese da
ferida cirdrgica.

Protocolo de obtengdo do plasma rico em plaquetas
Para a realizacdo do procedimento ndo foi
necessdrio submeter os animais ao jejum alimentar e
hidrico. O protocolo anestésico ao qual os animais
foram submetidos consistiu de midazolam“, na dose de
0,5 mg/kg pela via intramuscular (IM) e cloridrato de
tramadol'?, na dose de 5 mg/kg pela mesma via. ApGs
sedagdo, foram coletadas amostras de sangue dos 60
coelhos submetidos ao procedimento cirtirgico.
Realizou-se tricotomia da regido auricular para acesso
das veias auriculares, e procedeu-se antissepsia com
clorexidine e solucdo de dlcool a 70%. Os animais

7 Skins — T Surgical Skin Marker - Batrik Medical
Manufacturing Inc — Quebec — Canada.
888

® Lamina de bisturi N15 - Solidor — Sdo Paulo - Sdo Paulo -
Brasil.
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"' Midazolam — Medley Industria Farmacéutica Ltda —
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foram posicionados em dectbito ventral, e procedeu-se
a venopuncdo das veias auriculares, e coleta de 7,2 mL
de sangue, acondicionada em dois tubos estéreis, com
capacidade de 3,6mL contendo citrato de s6dio’?
(anticoagulante) destinados a preparagdo do PRP.

O frasco com citrato de sédio foi empregado
na produ¢do do PRP pelo protocolo de dupla
centrifugacdio em centrifuga laboratorial comum'*
conforme, descrito por Pazzini et al. (2016a). Os tubos
foram centrifugados com tampa fechada, a 1600
rotagdes por minuto (rpm) durante 10 minutos,
resultando na separagdo em hemdcias e plasma
contendo leucécitos e plaquetas. Em capela de fluxo
laminar, os tubos foram destampados para que o
plasma fosse pipetado e transferido para outro tubo
estéril sem agentes anticoagulantes, e foi centrifugado
novamente a 2000 rpm por 10 minutos.
Posteriormente, descartou-se em torno de 80% do
sobrenadante, constituido pelo PPP (plasma pobre em
plaquetas), mantendo-se no frasco apenas 1mL do PPP,
juntamente com botdo plaquetdrio. Esse material foi
levemente agitado para promover a ressuspensido das
plaquetas, e no momento de sua utilizacdo adicionou-se
0,3mL de gluconato de célcio, para promover ativagdo
das plaquetas, resultando no gel de plasma rico em
plaquetas (PRP).

A quantificagdo do nimero de plaquetas foi
realizada apés a coleta das amostras, indicando os
valores padrdes entre 290.000 a 678.000. Ao final do
procedimento de confeccido do PRP foi contabilizado
em média 1.176.933 plaquetas/ul, obtendo de um valor
de 7,2ml de volume total 0,7ml de PRP.

Controle de qualidade microbiologico do plasma rico
em plaquetas (PRP)

Uma aliquota de PRP foi utilizada para a
realizacio do cultivo bacteriano. A amostra foi
semeada em quatro placas contendo 4dgar sangue
utilizando a técnica de esgotamento. Duas placas
foram incubadas em aerobiose e duas em anaerobiose a
37°C. Apés 48 horas as placas foram retiradas da
estufa e analisadas. Para a identificagdo dos grupos
morfolégicos das colonias encontradas, foi realizada
Coloracdo de Gram. O procedimento de coloracdo
consistiu em colocar a ldmina em um suporte e corar o
esfregaco com cristal violeta e aguardar por um
minuto. Posteriormente retirou-se o excesso desse
corante e cobriu-se a superficie da lamina com lugol
por mais um minuto. Em seguida, lavou-se a lamina
com 4lcool acetona, deixando-o agir por 30 segundos, e
depois lavou em 4gua corrente, imergindo-a em
safranina ou fucsina, deixando agir por 30 segundos, e
em seguida lavou-a novamente em &4gua corrente,
deixando-a secar, para depois aplicar 6leo de imersao
sobre a mesma para observagdo ao microscopio.
(RIBEIRO et al., 2011)

RESULTADOS E DISCUSSAO

13 Tubo BD vacutaneir® citrato de sédio — BD — Sdo Paulo —

Sdo Paulo — Brasil.
4 Modelo 206 I centrifuge/Fanem® - SP.

Este estudo foi feito em modelos
experimentais, utilizando metodologia padronizada de
andlise microbiana. Na literatura ndo foram
encontrados relatos de realizagdes de testes
semelhantes durante a obten¢do do PRP, dando assim
énfase a esse tipo de estudo.

Das amostras dos 60 coelhos, apenas quatro
apresentaram colOnias bacterianas nas placas incubadas
em anaerobiose (Figura 1A). Nas colonias foram
realizadas coloracdo de Gram para identificagdo dos
grupos morfolégicos. Em duas placas encontrou-se
presenca de cocos Gram positivos, em forma de cachos
(Figura 1B), sendo esses grupos bacterianos
encontrados comumente na pele e mucosas dos
animais. Nas outras duas placas encontraram-se
bastonetes Gram positivos (Figura 1C), provavelmente
micro-organismos de origem ambiental. Em um estudo
realizado por Moreira e seus colaboradores (2018), eles
afirmam que a contaminacdo bacteriana costuma ser
escassa, mas sua quantificagdo e qualificacdo em
relacdo as infec¢des hospitalares sdo de dificil
deteccdo. Eles ainda afirmam que os micro-organismos
presentes no ambiente hospitalar costumam ser
multirresistentes, possibilitando contamina¢do do
ambiente cirdrgico. Dias et al. (2015), afirma que
quando os pacientes admitidos no ambiente hospitalar
sdo assintomadticos ou estdo em estdgio de incubagdo,
isso ja acarreta infec¢des hospitalares. Esse processo se
da pela interacdio entre os agentes patogénicos, que
estdo sempre em maior quantidade e o paciente que na
maioria das vezes pode estar imunossuprimido,
facilitando assim a transmissdo de doencas e
contaminag@o local. Em contrapartida, neste estudo as
amostras de sangue dos 60 animais foram testados
quanto a presenca de alteracdo hematoldgica que
pudesse comprometer o estudo e nenhum dos animais
apresentou qualquer problema sist€mico. No estudo
realizado por Dias et al. (2015) foram encontradas
cepas de S. aureus e S. intermedius, os quais fazem
parte da microbiota da pele e oro-nasal de humanos e
animais, corroborando assim com os achados deste
estudo.

Mesmo nas amostras de plasma positivas no
cultivo microbiano, nao foi observado qualquer tipo de
infec¢do na ferida cirdrgica apds a aplicagdo do PRP,
visto que a cicatrizacdo foi adequada. No pds-
operatério os animais foram submetidos a
antibioticoterapia Pentabi6tico' por via subcuténea na
dose de 0,06ml/Kg, com intervalo de 48h para nova
dose, por cinco dias, e antiinflamatério com
Meloxicam'® durante trés dias, sendo por via
subcutanea na dose de 0,2 mg/Kg no primeiro dia, e no
segundo e terceiro dia 0,1mg/Kg, com intervalos de 24
horas. Além da antibioticoterapia aplicada, pode-se
levar em conta os resultados de Dori e seus
colaboradores (2019) que ressaltam a acdo inibitéria do
PRP em micro-organismos, evitando infecg¢des.

'> Mogipen — Jofadel Indistia Farmacéutica S/A Monte
Mor — Sao Paulo - Brasil.
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Figura 1 - Imagens fotogrificas de placa de Agar sangue contendo amostra de PRP empregado em cirurgia
reconstrutiva realizado no Hospital Veterindrio da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias (FCAV) da Unesp,
Campus de Jaboticabal, 2015. A) Presenga de colonias bacterianas em cultivo de PRP em dgar sangue em condi¢des de
anaerobiose (seta). B) Presenca de Cocos Gram — positivos em forma de cachos provenientes de amostras de PRP
(seta). C) Bastonetes Gram — positivos provenientes de amostra de PRP (seta).

O PRP, ha alguns anos, vem sendo estudado,
tanto na Medicina Humana quanto na Medicina
Veterindria, devido as suas propriedades de
crescimento tecidual que atuam na cicatrizacdo e
capacitacdo das células as mitoses e angiogénese
(BONFA et al., 2017). Devido as propriedades
benéficas que o plasma rico em plaquetas apresenta,
pesquisas como esta sdo de suma importincia para
melhorar os cuidados na obten¢do do produto visando
minimizar qualquer tipo de contaminacdo durante o
tratamento, ja que sdo poucos os estudos que avaliam a
contaminacdo no momento de sua confecgdo,
corroborando com o que Moreira et al. (2018) afirma
de que € muito dificil qualificar e quantificar os micro-
organismos no ambiente hospitalar, mesmo com todos
os cuidados assépticos tomados.

CONCLUSOES

O presente estudo conclui que o rigor no
controle de qualidade microbiolégico, aliado a
adequada desinfeccdo do centro cirdrgico, antissepsia

do campo operatério e da venopuncdo, o adequado
treinamento do profissional que executard a técnica, a
antissepsia das maos e uso de luva em periodo integral
ao procedimento torna a utilizacdo do PRP segura. Em
tempo, € importante enfatizar que para ocorrer de
forma adequada o processo cicatricial, € importante
avaliar as amostras sanguineas dos animais antes do
processamento do plasma rico em plaquetas,
descartando alteragdes hematolégicas que possam
interferir no processo de reepitelizacdo da ferida
cirdrgica.
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