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RESUMO: Cicatrizes teciduais, assim como quantidade e qualidade do tecido
periodontal s3o aspectos de grande importancia para o sucesso de
procedimentos cirurgicos. A literatura demonstra diversos animais utilizados
no intuito de estudar o processo de reparo tecidual, sendo os roedores,
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principalmente os ratos, os animais mais frequentemente escolhidos para
pesquisas laboratoriais na atualidade. Desta forma, o objetivo desta nota
técnica é apresentar uma alternativa para a producao de fibrina rica em
plaquetas (PRF), coletadas a partir do sangue de animais da espécie Rattus
Norvegicus Albinus (linhagem Wistar), para utilizacgado em pesquisas
laboratoriais.

PALAVRAS-CHAVE: PRF, sangue, ratos wistar, reparo sem sutura.

ABSTRACT: Tissue scars, as well as periodontal tissue quantity and quality,
are aspects of great importance for the success of surgical procedures. The
literature shows several animals used in order to study the process of tissue
repair, and rodents, especially rats, are the most frequently chosen animals
for laboratory research nowadays. Thus, the aim of this technical note is to
present an alternative for the production of platelet-rich fibrin (PRF),
collected from the blood of animals of the species Rattus Norvegicus Albinus
(Wistar strain), for use in laboratory research.

KEYWORDS: PRF, blood, wistar rats, sutureless repair.

1. Introducao

Cicatrizes teciduais, assim como quantidade e qualidade do tecido
periodontal sdao aspectos de grande importédncia para o sucesso de
procedimentos cirurgicos. Pesquisas focadas no desenvolvimento de
estratégias para reduzir o tamanho ou prevenir cicatrizes, na tentativa de
melhorar o processo de reparacao, sao cada vez mais necessarias e
valorizadas (Dohan, et al. 2006 e Kang, et al. 2011).

As Fibrinas Ricas em Plaquetas (do inglés, platelet-rich fibrin -PRF) sdo
concentrados plaquetdrios que proporcionam tratamentos autélogos com
potencial para estimular o processo bioldgico natural da cicatrizacdo e

auxiliar na regeneracao de diversos tecidos, inclusive da pele (Choukroun, et
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al. 2006 e Ehrenfest, et al. 2009). Faz-se necessario pesquisas consistentes

a respeito dos efeitos bioldgicos da PRF nos processos de cicatrizacao e
reparo tecidual, buscando proporcionar subsidios cientificos que
fundamentem seu uso clinico (Zimmermann, et al. 2001 e Dohan, et al.
2006).

A literatura demonstra diversos animais utilizados no intuito de estudar
o processo de cicatrizacdo tecidual, sendo os mamiferos os que mais se
assemelham ao homem no tocante a deposicao de colageno nas feridas
(Cohen; Mast, 1990 e Padilha, et al. 2018). Os roedores, principalmente os
ratos, sdo seguidamente escolhidos devido ao baixo custo, a facilidade de
transporte e obtencdo e pelo pouco espaco que ocupam (Cohen; Mast, 1990
e Lichtenfels, et al. 2013). Entretanto, em razdo das diferencgas bioldgicas
apresentadas por esses animais, os protocolos empiricamente estabelecidos
para a obtencao de PRF em seres humanos parecem nao propiciar a formacao
de malhas de fibrina adequadas a partir do sangue destes animais. Desta
forma, alguns ajustes aos protocolos tradicionais de utilizacao e manipulacao
em laboratério se fazem necessarios (Cohen; Mast, 1990 e Oliveira, et al.
2015).

O objetivo desta nota técnica é apresentar uma alternativa para a
producdo de PRF, a partir do sangue coletado de animais da espécie Rattus
Norvegicus Albinus (linhagem Wistar), para utilizacao em pesquisas

laboratoriais.

2. Método de Obtencao do PRF

Para a obtencao do PRF a partir de um modelo animal nao humano,
faz-se necessario alguns ajustes de protocolo para melhor desempenho do

material e melhor preparo macroestrutural.
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2=.1 Modelo Animal

Foi utilizado como modelo animal a espécie Rattus Norvegicus Albinus
(linhagem Wistar) machos, com peso de 300g e 3 meses de idade.
Inicialmente, os animais foram submetidos a anestesia por Vvia
intramuscular, com associacdo do anestésico Cloridato de Quetamina
(1mg/100g de peso) e do Cloridrato de Xilazina (2mg/100g de peso). Todos
0s preceitos éticos foram seguidos e o estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica No Uso Animal da Faculdade de Odontologia S&o Leopoldo Mandic
(Campinas- Protocolo No 2018/023).

2.2 Procedimento Cirurgico

Os animais foram posicionados em decubito dorsal sobre uma estrutura
rigida e tiveram seus membros superiores e inferiores fixados com fitas
adesivas. Com o auxilio de uma tesoura Goldeman Fox (Quinelato® Schobell
Industrial Ltda. Rio Claro, SP, Brasil), foi realizado um corte horizo horizontal
2mm abaixo do 0sso esterno e 2 cortes verticais paramedianos ao mesmo
0ss0. Seguidamente, fez-se o rebatimento do esterno superior, permitindo
acesso direto ao coracao com o minimo de sangramento possivel Figura 1).

Utilizando um scalp 21 no sistema a vacuo, faz-se a puncgao
diretamente no ventriculo esquerdo do animal (Figura 2). Em razao do rapido
processo de coagulacdo do sangue nessa espécie de animal, para a obtencao
do coagulo de fibrina, preconizamos a utilizacdo de tubos de 10mL, de
plastico (Vacutube Seco, Biocon®, Brasil), sem qualquer ativador de
coagulacdo, caracteristica inerente a este material. Para um animal com
aproximadamente 300g de peso corporal, aproximadamente de 6-8mL de
sangue sao obtidos por animal. Apds a coleta, o tubo foi posicionado em uma
centrifuga de bancada (Centrifuga Ditigal Spinplus, Spinlab®), equilibrada

por peso com tubo no mesmo volume de agua.
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2.3 Protocolo de centrifugagao e producao da fibrina

Utilizou-se um protocolo de centrifugacao de 400 G, (2500 rpm) por
12 minutos. Feito isto, apés 20 minutos de estagnagao para a formacgao da
membrana posteriormente a centrifugacdo, os tubos foram abertos de forma
delicada, evitando homogeneizacao do sangue (Figura 3). Utilizando uma
pinca reta (Quinelato® Schobell Industrial Ltda. Rio Claro, SP, Brasil) foi
realizado o pingamento da fibrina produzida, e com o auxilio de uma espatula
para manipulacdo de fibrina (Maximus®, Belo Horizonte, MG, Brasil) foi
destacado o restante de glébulos vermelhos presos na regiao do buffycoat.
Em seguida, a fibrina foi colocada em um estojo (Maximus®, Belo Horizonte,

MG, Brasil) para desidratacgao.

2.4 Destino dos Animais

Em razao da quantidade de sangue coletado e diante de um quadro
iminente de choque hipovolémico, foi aplicado cloreto de potassio no
coracao, visando uma parada cardiaca, com o animal ainda anestesiado.
Desta forma, nenhum sofrimento foi gerado ao animal. Os animais
eutanasiados foram colocados em sacos para lixo bioldgico e encaminhados

para congelamento, seguido da incineracgao.

3. Discussao

A utilizacdo de ratos e outros modelos animais nas praticas
laboratoriais, envolvendo a producado e aplicacdo da PRF é uma realidade. A
PRF na sua fase de membrana, vem sendo utilizada para diversas
aplicabilidades clinicas. O protocolo inicialmente proposto para a producdo
de membranas de PRF foi a partir dos estudos de Choukroun, o qual

preconizou a utilizacdo de tubos com ativadores de coagulo (Choukroun, et
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al. 2066). Esse protocolo vem sendo descrito por diversos trabalhos da

literatura, mesmo quando utilizado em animais de laboratorio.

Na pratica laboratorial, percebe-se que o tempo de coagulagdao do
sangue do animal difere do sangue humano. Em algumas espécies, como o
Rattus Norvegicus Albinus (linhagem Wistar), hd uma coagulacdo sanguinea
(Plaquetas ratos Wistar 863,6 +-120,7 x103/mm 3) mais rapida quando
comparamos com o sangue humano (Plaquetas humanos 150 -450 x103
/mm?3) (Cohen; Mast, 1990 e Padilha, et al. 2018). Desta forma, a produgao
da membrana de fibrina nos protocolos Choukroun, nao pareceram capazes
de formar fibrinas com o padrdo macroestrutural viadvel para ser utilizado em
pesquisas.

O elevado numero de plaquetas destes modelos animais permite a
utilizacdo de tubos de plastico sem aditivos ou ativadores de coagulagao para
a producdo do coagulo de fibrina, permitindo que este siga o protocolo de
centrifugagao sem que haja a coagulacao antes mesmo da centrifugagao.
Estes mesmos tubos ndo sdao capazes de formar codgulos quando
preenchidos com sague humano, sendo utilizados para a obtencao de fibrina
em sua faze liquida (também denominada de fibrinogénio). Ao utilizarmos
tubos de vidro (preconizados para obtencdo de coagulos de fibrina a partir
de sangue humano), para centrifugar o sangue dos ratos, o0 mesmo coagula
antes do processo de centrifugagao conseguir separar os elementos figurados
do sangue por densidade, inviabilizando a separacdo entre as hemacias e a
malha de fibrina. Consideramos que com esta técnica pode-se produzir as
membranas de fibrina, a partir do sangue coletado em ratos da espécie
RattusNorvegicusAlbinus (linhagem Wistar) com um padrao macroestrutural
e manutencao de qualidades bioldgicas vidveis para ser utilizado nas

pesquisas laboratoriais.
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ANEXOS

Figura 1: acesso cirurg

ico permitindo acesso ao coracao do rato
T
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Figura 2: pungdo do ventriculo esquerdo com auxilio de um escalpe no 23 com sistema a
vacuo
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Figura 3: coagulo de fibrina formado num tubo de plastico sem aditivo ou atlvador de
coagulacdo apds o processo de centrifuga
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