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Modificacao de técnica de preparo do plasma rico em
plaquetas em caes

Technique modification for platelet — rich plasma prepare in dogs

Niara Vanat!"; Thais Neris da Silva Medeiros'; Mara Regina Stipp Balarin?;

Patricia Mendes Pereira’; Fernando De Biasi*

Resumo

O plasma rico em plaquetas (PRP) possui diversos fatores de crescimento que auxiliam na regeneragao
tecidual. O presente trabalho tem como objetivo propor uma técnica para o preparo do PRP autdlogo,
por meio de um protocolo simples e rapido, obtido a partir de um volume pequeno de sangue total, que
facilita a utilizagao em cies. Apds a colheita de 8ml de sangue total, realizada em cinco cées, obteve-
se o PRP, de maneira asséptica, com uma concentragao de plaquetas de duas a seis vezes maior que a
contagem sérica inicial, com valores absolutos finais de 800.000 a 1.600.000/mm?. A técnica pode ser
realizada sem complicagdes, de maneira rapida, com poucos equipamentos, atingindo-se a concentragao
ideal das plaquetas ¢ mantendo-se a esterilidade do plasma.

Palavras-chave: Plasma rico em plaquetas, regeneracdo tecidual, cdo

Abstract

Platelet-rich plasma (PRP) has many growing factors that improve tissue regeneration. The goal of this
paper is to describe an innovative, quick and simple technique for preparing autogenous PRP from a small
amount of blood, which allowing use in dogs. After harvesting 8ml of total blood in five dogs, PRP was
obtained using an aseptic technique, which rendered a platelet count two to six times more concentrated
than the previous serum platelet count, with final absolute values between 800.000 and 1.600.000/mm?.
The technique can be developed quickly, without complications using simple equipments, reaching an
ideal platelet concentration and keeping plasma sterility.
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Introducao

O plasma rico em plaquetas (PRP) ¢ um gel
rico em proteinas e serve como uma fonte de
fatores de crescimento (FCs), que sdo armazenados
em granulos no interior das plaquetas. Estes
processos de
quimiotaxia, diferenciacdo, crescimento das células

fatores auxiliam nos mitose,
mesenquimatosas pluripotenciais e produzem a
matriz extracelular, atuando na regeneragdo dos

tecidos (VIEGAS et al., 2006).

O PRP ¢ utilizado em varios segmentos da
odontologia (para reconstrucdo de maxilas e
mandibula) (AGHALLO; MOY; FREYMILLER,
2002; 2005; NUNES FILHO et al., 2007; LU et
al., 2008), medicina humana e veterinaria, como
por exemplo, em transplantes de cornea (LUENGO
GIMENO et al.,, 2006), cicatrizacdo de feridas
com diabetes mellitus (DRIVER et al., 2006) e
regeneracgao dssea.

Existem dois tipos de PRP: autélogo e alogeno.
O autdlogo diminui a transmissdo de doencas
infecto-contagiosas e as reacdes imunoldgicas por
rejeicdo (MARX et al., 1998; VIEGAS et al., 2006;
SCHMIDT, 2003). As plaquetas aléogenas podem
se tornar inviaveis, ndo secretando os fatores de
crescimento ativos, além de conter fatores de
antigenicidade (MARX, 2004).

A concentracdo de plaquetas no PRP para fins
terapéuticos deve ser significativamente maior
que a concentragdo plasmatica para proporcionar
a liberagdo adequada de FCs no local da aplicacao
(PAGLIOSA; ALVES, 2007). O PRP ¢ obtido
pela centrifugacdo do sangue total através do
gradiente de densidade, obtendo-se uma grande
concentracao de plaquetas em um pequeno volume
de plasma (MARX et al., 1998; FROUM et al.,
2002; FREYMILLER; AGHALOO, 2004; MARX,
2004). No coagulo sanguineo normal, 95% das
células sao hemacias, 5% plaquetas e menos de 1%
de células brancas. No PRP, esse quociente entre
hemacias e plaquetas ¢ invertido (BARBOSA et
al., 2008; ROSSI JUNIOR, 2001). Segundo Lemos,

Rossi Junior e Pispico (2002), um PRP adequado
deve conter no minimo 1.000.000 de plaquetas por
micro-litro de plasma.

Os fatores limitantes para a utilizagdo do
procedimento sdo: presenca de trombocitopenia
ou de inviabilidade (lise celular) em que os FCs
podem ser liberados antes do tempo (MARX,
2004; BARBOSA et al., 2008; DUSSE et al., 2008,;
KASTEN et al., 2008). O preparo do PRP deve
ser cuidadoso ¢ de modo asséptico para evitar a
contaminacdo. Para conseguir uma consisténcia
melhor e facilitar a aplicacdo do gel, pode ser
adicionado a ions calcio, trombina autéloga bovina
ou osso biparticulado (DUSSE et al., 2008).

Varias técnicas sdo citadas na literatura para
o preparo do PRP, tendo sido padronizada pela
primeira vez na odontologia por Marx et al. (1998).
Os autores coletaram 400 a 450 ml de sangue
humano com citrato fosfato dextrose (razao 1:5),
por meio de um aparelho de separagdo de células por
gradiente de densidade. Os autores centrifugaram o
sangue a 5600 rpm, havendo a separagdo do plasma
sobrenadante pobre em plaquetas (PPP), a zona
de névoa (PRP) e as células vermelhas no fundo
do tubo. Foi retirado o plasma sobrenadante e o
restante (zona de névoa e células vermelhas), foi
novamente centrifugado com uma rotagao de 2400
rpm para separacao do PRP das células vermelhas.
As mesmas com o plasma sobrenadante foram
reinoculadas no paciente e apds isso, adicionou-
se 10.000 unidades de trombina bovina ao PRP. O
procedimento de preparo durou aproximadamente
20 a 30 minutos entre a colheita e a aplicacdo. As
concentracdes plaquetdrias iniciais variaram de
111.000 a 523.000 mm? e apds o procedimento de
595.000 a 1.100.000 mm?®.

Rossi Junior (2001) coletou 40mL de sangue
divididos em seis a oito tubos de vacuo contendo
citrato de sodio, que foram centrifugados a 800 rpm
por 10 min. As hemécias precipitaram na por¢ao
final do tubo e o PRP com leucocitos formaram um
sobrenadante. O PRP foi pipetado e armazenado em
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outros dois tubos adicionados de 0,5 mL da zona de
névoa. Os tubos foram centrifugados novamente a
1300 rpm por 10 min. Retirou-se 2 mL do plasma
sobrenadante e deixou-se 2 mL com o botdo
plaquetario, formado no fundo do tubo. Agitou-
se levemente e no momento do uso adicionou-se
trombina autologa bovina e gluconato de calcio.

Aghallo, Moy e Freymiller (2002) utilizaram
10 mL de sangue obtidos de coelhos, adicionados a
1.1 mL de anticoagulante citrato fosfato dextrose.
Centrifugaram a 1500 rpm por 10 min. O plasma
sobrenadante foi retirado e misturado com 0,4mL
do mesmo anticoagulante inicial e centrifugaram
por 3000 rpm/10min. O plasma pobre em plaquetas
foi separado do PRP pela zona de névoa. Esses
dois ultimos foram ressuspendidos e adicionados
a 5000 unidades de trombina autéloga bovina,
reconstituida com cloreto de calcio a 10%. A
contagem inicial de plaquetas variou de 70.000 a
260.000/mm?, e apds o preparo do PRP, variou de
625.000 a 1.495.000/mm?3.

Lemos, Rossi Junior e Pispico (2002) utilizaram
13,5 mL de sangue de caes separados em trés tubos
de 4,5 mL com citrato de sodio. Os tubos foram
centrifugados a 750 rpm por 10 min. O PRP de
cada tubo foi pipetado e acondicionado em outro
tubo, obtendo-se 3 mL. Posteriormente, ImL da
zona de névoa foi pipetada e armazenada em outro
tubo. No momento do uso, foi adicionado ao PRP
obtido (1,5 mL) 1mL de cloreto de calcio a 10%
e trombina bovina topica (10.000UI). O numero
de plaquetas/mL encontrado variou de 1.000.000
a 1.200.000/mm?>.

Choi et al. (2004) coletaram 45mL de sangue
de cdes e centrifugaram a 5600 rpm, havendo a
separa¢do do plasma sobrenadante (PPP), a zona
de névoa (PRP) e as células vermelhas no fundo
do tubo. Foi retirado o plasma sobrenadante e
o restante (zona de névoa e células vermelhas),
foi novamente centrifugado com uma rotagdo
de 2400rpm para separacdo do PRP das células
vermelhas. Adicionou-se a I mL do PRP com 1 mm

de células vermelhas, ativados com solu¢ao a 10%
de cloreto de calcio, 5.000 unidades de trombina
autdloga bovina. As concentra¢des plaquetarias do
PRP variaram de 910.000 a 1.804.000 mm3.

Oyama et al. (2004) coletaram 40mL de sangue
de humanos separados em 4 tubos de 10mL contendo
citrato fosfato dextrose adenosina. Centrifugaram
os tubos a 160 g por 20 min. A porc¢do sobrenadante
e a camada inferior foram colhidas e centrifugadas
novamente a400 g por 15 min. Parte do sobrenadante
foi removido e o restante era o PRP.

Driver et al. (2006) estudaram um protocolo de
preparo de PRP autdlogo em 129 pacientes humanos
com ulceras podais. Coletaram 20 mL de sangue e
centrifugaram por 1,5 min para separacdo do PRP
das células vermelhas. O PRP foi extraido por meio
de uma seringa contendo reagentes para ativagdo do
gel e utilizado em seguida.

Viegas et al. (2006) obtiveram 5 mL de sangue
venoso da veia jugular de ovelhas e de cdes, em
tubos de amostras sanguineas com 1mL de fosfato
citrato dextrose de sodio. Centrifugaram a amostra
por 5600 rpm por 10 min. Desprezou-se 2 mL do
plasma sobrenadante e realizou-se uma segunda
centrifugacdo a 2400 rpm por 15 min, obtendo-se
1 a 2 mL de PRP. No momento do uso, adicionou-
se 0,5 mL de cloreto de calcio a 10% com 10000
unidades de trombina topica de origem bovina e 0,5
mL de ar, onde foram agitados em uma seringa para
utilizacdo.

Nunes Filho et al. (2007) coletaram 20mL de
sangue de caes adicionados a 3,8% de citrato de
sodio. Centrifugaram a 1200 rpm por 8 a 10 min até
a separagdo em trés camadas: PRP (sobrenadante),
PRP (camada intermediaria) e hemadcias (camada
inferior). Apds a obtengdo do PRP, ativaram-no com
cloreto de célcio a 10%

Silva et al. (2007a) utilizaram 12 mL de sangue
venoso da jugular com anticoagulante citrato de
sodio, de oito caes adultos de pequeno e médio
porte. O sangue foi separado em 4 tubos com 3
mL cada, centrifugados a 1000 rpm por 10min.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 33, n. 1, p. 313-322, jan./mar. 2012

315



316

Vanat, N. et al.

O plasma sobrenadante ¢ a zona de névoa foram
transferidos para dois tubos estéreis e realizou-
se uma segunda centrifugacdo a 1500 rpm por 10
min. Foram descartados 2/3 do sobrenadante e
homogeneizado 1/3 restante, obtendo-se o PRP. Para
utilizagdo, adicionou-se trombina calcica ao PRP e
a hidroxipatita 20%. As concentragdes plaquetarias
obtidas variaram de 275.000 a 1.145.000mm?.

Barbosa et al. (2008) coletaram 18 mL de sangue
da jugular de trés caes de grande porte. Utilizaram
citrato de sddio como anticoagulante, centrifugando
a 1300 rpm por 8 min. Apoés a retirada do plasma
sobrenadante, o mesmo foi aliquotado em outro
tubo e centrifugado, utilizando-se 0 mesmo tempo
e velocidade anteriores. Obteve-se 0,5 mL de PRP
e no momento do uso, adicionou-se Soluplastin®.
A contagem plaquetaria inicial variou de 244.000 a
418.000 mm? e apos o procedimento de 1.512.032 a
2.590.2850 mm?.

Luetal. (2008) coletaram 60mL de sangue venoso
de humanos em tubos contendo citrato dextrose.
Centrifugou-se a 200 g por 15 min. O plasma
sobrenadante e a zona de névoa foram recolhidos
e centrifugados novamente na mesma velocidade
por 10 min. Apds descarte do plasma pobre em
plaquetas, a parte inferior do plasma e o botdo de
plaquetas foram ressuspendidos e utilizados como
PRP. A contagem de plaquetas variou de 500.000 a
1.000.000 plaquetas/puL.

Silva et al. (2009) coletaram 9mL de sangue do
plexo venoso retro orbital de coelhos. O sangue foi
colhido em tubos a vacuo (4,5 mL) com citrato de
sodio. Os tubos foram centrifugados a 1300 rpm por
12min. Em uma capela de fluxo laminar, o plasma
sobrenadante foi retirado, restando as hemacias no
fundo do tubo e a zona de névoa. Foram pipetados
25 pL da zona de névoa por tubo e reservados em
outro tubo. Uma nova centrifugacdo do plasma foi

realizada a 1300 rpm por 8 min, identificando-se um
botdo de plaquetas no fundo dos tubos. Foi retirado
o plasma sobrenadante, restando 125 pL de plasma
e botdo de plaquetas. Adicionou-se 25 pL da zona
de névoa, obtendo-se o PRP final. No momento
do uso, foram adicinados 75 pL de Soluplastin®.
A contagem de plaquetas no PRP foi superior a
1.000.000/mm?.

Muitos procedimentos clinicos necessitam a
utilizacdo do PRP em cées, tornando-se justificavel
a padronizacdo de uma técnica que utilize um
pequeno volume de sangue e que seja de facil
execuc¢do, mantendo a esterilidade do plasma rico
em plaquetas.

Material e Métodos

Foram colhidas amostras de sangue de cinco
da Universidade Estadual de Londrina (UEL),
aproveitando-se o mesmo ato da colheita para
os exames de rotina (solicitados pelos médicos
veterinarios). Por meio da venopuncao da jugular
externa dos animais, obteve-se 8 mL de sangue
divididos em dois tubos comerciais com citrato de
sodio (1:9) (Petrovacuum®), com 4 mL cada. Logo
apds a colheita, as amostras foram encaminhadas
para o laboratorio de patologia clinica da mesma
institui¢do para o preparo do PRP.

No laboratorio, amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas em baixa rotagdo
(1500 rpm) por 10 minutos. Apos a centrifugagdo
do tubo contendo citrato de soédio e sangue total,
ocorreu a separa¢do da amostra em trés camadas.
O sedimento com hemacias e leucdcitos; a camada
intermedidria de hemacias (zona de névoa), alguns
leucocitos e plaquetas maiores; € o sobrenadante

composto por plasma com plaquetas (Figura 1).

as
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Figura 1. Plasma sobrenadante, zona de névoa e
hemacias sedimentadas apo6s primeira centrifugagéo.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

O plasma sobrenadante dos dois tubos
foi pipetado e separado em apenas um tubo
de hemolise estéril de vidro (12x75 mm).
Separadamente, 200 pL da zona de névoa de cada
tubo foi aliquotada em outro tubo de hemolise
estéril, totalizando 400 uL. O frasco contendo o
plasma sobrenadante foi centrifugado em baixa
rotagdo (1500 rpm) por 10 minutos observando-se
um botdo de plaquetas no fundo do tubo (Figura 2).
Retirou-se o sobrenadante deixando 450 puL (plasma
e botdo), com volume previamente demarcado no
tubo de hemolise. Aos 450 pL, adicionou-se 50 pL
da zona de névoa, homogeneizando-se levemente,
obtendo-se 500 pL de plasma rico em plaquetas.

Simulando-se o momento da utilizagdo, foi
adicionado ao PRP 25 uL de Soluplastin®,
formando uma massa de consisténcia gelatinosa e
avermelhada (Figura 3).

A amostra foi processada em até 30 minutos
apos a colheita de sangue do paciente. Os materiais
utilizados, tais como as ponteiras e tubos de
hemolise de vidro (12x75 mm), foram esterilizados
em autoclave e a amostra foi processada proxima
a um bico de bunsen. Para garantir que nesse
procedimento ndo houvesse risco de contaminagao,
foram realizadas culturas dos PRP produzidos, ndo
havendo crescimento bacteriano em nenhum dos
cinco casos. O meio de cultura utilizado foi o aguar
sangue a 20%, mantidos em estufa a 37 °C por até
sete dias.

Figura 2. Formacao do botao de plaquetas ap6s segunda
centrifugagao.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londring, v. 33, n. 1, p. 313-322, jan./mar. 2012

317



318

Vanat, N. et al.

Figura 3. Gel rico em plaquetas.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Para a contagem de plaquetas, realizou-se um
esfregaco do PRP corado com Panotico®. Ao
microscopio com objetiva de imersdo, foi estimado
o numero de plaquetas totais contando-se cinco
campos homogéneos e multiplicando a média dos
campos por 15000, obtendo-se o nimero total em
mm?® (SILVA et al., 2007b). Esta mesma contagem
de plaquetas foi procedida no hemograma inicial e
foi comparada com a contagem final do PRP.

Resultados e Discussao

O sangue obtido para confeccdo do PRP foi
colhido em frascos com o anticoagulante citrato de
sodio, seguindo-se o protocolo proposto por Barbosa
et al. (2008); porém sao citados na literatura outros
anticoagulantes como: solu¢@o de citrato dextrose
(LU etal., 2008), citrato dextrose acido (SANCHEZ
et al., 2005), citrato fosfato dextrose e adenosina
(OYAMA et al.,, 2004), citrato fosfato dextrose
(AGHALLO; MOY; FREYMILLER, 2005), citrato
(PAGLIOSA; ALVES, 2007) e heparina (KASTEN
et al., 2008). A escolha do citrato de sodio, neste
trabalho, foi pela facilidade de obtencdo, ja
disponivel de forma estéril no frasco, diminuindo

a possibilidade de contaminagcdo no momento da
colheita.

A técnica descrita neste trabalho destaca algumas
vantagens com relacdo a quantidade da amostra
utilizada. O volume sanguineo colhido (8 mL) ¢
diferente de outros autores que variam de 12 a 45
mL, otimizando a técnica e o uso do plasma rico em
plaquetas autdlogo em cées (SILVA et al., 2007a;
CHOI et al., 2004). Viegas et al. (2006) utilizaram
um volume pequeno de sangue inicial (5 mL) em
cdes, porém nao citaram a concentracdo final das
plaquetas. Em humanos, ¢ descrito a utilizacdo de
um volume sanguineo maior para producao do PRP,
variando de 20 mL a 450 mL que ¢é proporcional
ao tamanho do individuo e ao tamanho da lesdo
tecidual (DRIVER et al., 2006; MARX, 2004).

Neste  protocolo, sdo realizadas duas
centrifugacdes de 1500rpm, com duragdo de 10
minutos cada, estando de acordo com autores como
Choi et al. (2004); Silva et al. (2007a); Pagliosa e
Alves (2007), que utilizaram duas centrifugagdes
de 1000 a 5600 rpm e tempo de 6 a 15 minutos
(CONSOLO et al., 2007; LUENGO GIMENO et
al., 2006). Diferentemente de outros autores que
utilizam apenas uma centrifugagdo com variacao
de velocidade, entre 1200 a 8000 rpm (LEMOS;
ROSSI JUNIOR; PISPICO, 2002; NUNES FILHO
et al., 2007), optou-se por utilizar uma rotacdo de
1500 rpm. Segundo Ferraz, Ferrigno e Schmaedecke
(2007), centrifugacdes variando de 1300 a 1600
rpm ndo causaram alteragdes morfologicas graves
nas plaquetas; no entanto, quando utilizadas
rotagdes de 3200 rpm, obteve-se uma alta contagem
na concentragdo de plaquetas obtidas em relacao
ao plasma, porém as mesmas apresentaram lesdes
consideraveis. Isto pode acarretar prejuizo na
liberagdo dos fatores de crescimento necessarios

para o reparo tecidual.

Para obteng¢do do gel de PRP, foi adicionado
Soluplastin®, assim como nos trabalhos de Barbosa
et al. (2008) e Silva et al. (2009), para promover
adesdo e facilitar a aplicagdo no local de lesdo
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tecidual. Outros autores utilizaram trombina
bovina a 100 U/ml com cloreto de célcio a 10%
(inibe a agdo do anti-coagulante ativando o PRP),
cloridrato de calcio a 10%, gluconato de célcio a
10%, fibrina humana e hidroxiapatita. (MARX
et al., 1998; AGHALLO; MOY; FREYMILLER,
2002; LEMOS; ROSSI JUNIOR;PISPICO, 2002;
CHOI et al., 2004; OYAMA et al., 2004; LUENGO
GIMENO et al., 2006; WILSON; BARBIERI;
MAZZER, 2006; VENDRAMIN et al., 2006;
CONSOLO et al., 2007; NUNES FILHO, 2007;
PAGLIOSA; ALVES, 2007). Optou-se por utilizar o
Soluplastin®, ao invés de outras substancias porque
ha uma facilidade de obtengdo comercial quando
comparado por exemplo a trombina bovina, que ¢é
mais dificilmente encontrada no Brasil (BARBOSA
et al., 2008), além de ja conter comercialmente a
associagdo com cloreto de calcio, cloreto de sodio e

tromboplastina (SILVA et al., 2009).

No presente trabalho, obteve-se uma
concentracao de plaquetas 2 a 6 vezes maior que o
total da contagem sérica inicial, estando dentro do
encontrado por Gonshor (2002) e Kevy e Jacobson
(2004), que foide 3 a 5 vezes. Além disso, 0 nimero
de plaquetas concentradas variou de 800.000 a
1.600.000/mm?, que segundo Marx (2004), esta de
acordo com a quantidade ideal para um plasma rico

em plaquetas.

A concentracdo ideal de plaquetas obtidas
na presente técnica foi possivel mesmo com um
volume pequeno de sangue inicial. Isto possibilitaria
a utilizagcdo do PRP autdlogo que oferece vantagem
ao PRP heterdlogo, como citado por Kasten et
al. (2008). Além disso, este protocolo foi de facil
realizacdo, sendo executado num periodo de tempo
semelhante ao citado por Marx et al. (1998), de 20
a 30 min.

Os resultados negativos das culturas microbianas
do PRP, ao final do procedimento, evidencia que
a técnica asséptica durante a colheita e o preparo
foi eficaz, mesmo sem o fluxo laminar, o qual foi
utilizado em outros trabalhos (SILVA et al., 2009).

Conclusao

A técnica de preparo do PRP proposta neste
trabalho utiliza equipamentos disponiveis na
maioria dos hospitais veterinarios que dispdem
de laboratorio clinico. Tem como vantagens a
facilidade e rapidez de execugdo ¢ mantém a
esterilidade do plasma. Além disso, ¢ eficaz em
obter uma concentragdo ideal de plaquetas e pode
ser utilizado a partir de um menor volume de sangue

que facilita o uso do PRP autologo em caes.
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