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RESUMO

Avaliaram-se dois protocolos para a producéo de plasma rico em plaquetas (PRP) com o sangue de 20
cdes adultos. Foram coletados trés frascos de sangue em que um deles foi usado para producdo do PRP
por meio do protocolo A — centrifugacéo Unica a 1200rpm/10min —, o outro para fabricacédo do PRP pelo
protocolo B — primeira centrifugagdo a 1200rpm/10min e a segunda centrifugacéo a 1600rpm/10min —e o
terceiro para realizacdo da contagem plaquetaria no sangue total, que serviu de parametro para os valores
alcancados no PRP. O protocolo no qual foi possivel alcancar maior concentracdo plaquetéria foi testado
em outros 20 cdes para avaliar sua reprodutibilidade. Constatou-se que o protocolo B resultou em maior
plaquetometria em 100% das amostras e concluiu-se ser ele eficiente para a producéo do PRP em cées.
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ABSTRACT

The objective of this paper was to analyze two protocols for the production of platelet rich plasma (PRP)
in dogs. Peripheral blood of 20 adult dogs was collected into three tubes. The first was processed through
protocol A —single centrifugation at 1200rpm for 10min —, the second was submitted to protocol B — a
first centrifugation at 1200rpm for 10min and a second centrifugation at 1600rpm for 10min — and the
third was used to perform platelet count in whole blood, which served as a parameter for values obtained
in PRP. The protocol in which it was possible to achieve a higher platelet count was tested in other 20
dogs to evaluate its reproducibility. Protocol B resulted in a superior platelet count in 100% of the
samples, concluding that the referred protocol is effective for PRP production in dogs.
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INTRODUCAO Atualmente, tem-se dado muita énfase ao

emprego de um produto proveniente do sangue

A importancia em aumentar a quantidade de
plaquetas estd no fato de que os a-granulos
localizados no seu interior sintetizam e liberam
fatores de crescimento (FC), quando as plaquetas
sdo ativadas (Marx, 2004; Bolta, 2007). Os FC
sdo moléculas bioativas fundamentais para o
processo de reparacao tecidual, pois sdo capazes
de estimular a mitogénese, angiogénese,
guimiotaxia e diferenciacdo celular (Sanchez et
al., 2003).

Recebido em 13 de marco de 2010
Aceito em 6 de abril de 2011
E-mail: grazielle@yahoo.com

do préprio paciente, chamado de plasma rico em
plaquetas (PRP). Este é fabricado por um
processo que consiste na centrifugacdo do
sangue, com o objetivo de concentrar maior
quantidade de plaguetas no menor volume de
plasma (Marx, 2001; Floryan e Berghoff, 2004;
Pagliosa e Alves, 2007; Whitlow et al., 2008).

Existem relatos do uso do PRP em
cirurgias odontoldgicas, ortopédicas, oftdlmicas,
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neurolégicas, laparoscdpicas, reconstrutivas,
entre outras. Embora haja grande evidéncia sobre
os beneficios do seu uso como promotor da
reparagdo tecidual, até 0 momento ndo existe um
Unico protocolo estabelecido para sua produgédo,
ficando, em geral, a critério de cada pesquisador
estabelecer uma metodologia propria que possa
ser exequivel diante das condicbes de trabalho
existentes.

Nas primeiras tentativas de producdo, eram
utilizados grandes equipamentos de
autotransfusdo (Jameson, 2007), entretanto era
preciso colher volumosas amostras de sangue —
aproximadamente 500mL — e ter a presenga de
um profissional experiente para realizar tal
procedimento (Vendramin et al., 2006). Com o
passar dos anos, desenvolveram-se equipamentos
automaticos menos sofisticados (Roukis et al.,
2006), porém ainda de custo elevado, tornando o
seu emprego restrito (Rossi Junior e Souza Filho,
2004). Com a finalidade de reduzir gastos, outros
protocolos  foram  criados  utilizando-se
centrifugas convencionais (Efeoglu et al., 2004),
embora muitas vezes 0 processo tenha sido arduo
e tenha sido exigida a presenca de um
profissional experiente com a técnica empregada
(Vendramin et al., 2006).

Independentemente do protocolo utilizado, é
recomendado que ele seja capaz de aumentar a
contagem plaquetaria em uma concentracdo bem
acima da encontrada no sangue total, desde que
sejam preservadas a estrutura e a funcdo das
plaquetas, pois, de acordo com Lopez et al.
(2007), se as plaquetas se romperem liberando os
FC antecipadamente, a acdo terapéutica do PRP
sera prejudicada.

Este trabalho teve o objetivo de estabelecer um
protocolo eficiente para a obtencdo do PRP em
cdes por meio da analise comparativa entre dois
métodos.

MATERIAL E METODOS

Durante a primeira etapa da pesquisa, foram
coletadas amostras de sangue de 20 cdes adultos,
machos (nove) e fémeas (11), entre dois e cinco
anos de idade e com pesos variando de 10 a
20kg. O experimento foi autorizado pela Licenca
n® 019/2009, concedida pela Comissio de Etica
no Uso de Animais da UFRPE. A coleta de
sangue foi realizada a vacuo, com agulha calibre
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25x7mm (Agulha de coleta mdltipla preta —
Vacuette do Brasil, Americana/SP). Colheram-
se, de cada paciente, dois frascos de sangue de
4,5mL contendo citrato de sodio (Tubos de
coleta a vacuo com citrato de sodio a 3,2% -
Labor Import, Osasco/SP) e um outro, de 2mL,
contendo EDTA (Tubo de coleta a vicuo com
EDTA Vacuette® - Vacuette do Brasil,
Americana/SP).

O primeiro frasco, com citrato de sodio, foi
empregado na producdo do PRP pelo protocolo
A e constou de uma Unica centrifugacdo a 1200
rotacBes por minuto (rpm) durante 10 minutos,
em centrifuga laboratorial (Centrifuga de
Bancada Baby® | Modelo 206 bl — Fanem®,
Guarulhos/SP).  Posteriormente a  primeira
centrifugacdo, o tubo apresentava trés camadas
distintas formadas pelas hemécias — fundo do
tubo —, pela zona de névoa, composta pelos
leucocitos e plaquetas maiores — camada
intermediaria — e pelo plasma — camada superior.
Da parte mais superficial do plasma descartaram-
se cerca de 80%, com um pipetador automatico
(Pipetador automatico - Kacil Inddstria e
Comeércio Ltda., Recife/PE) e uma ponteira
estéril (Ponteira tipo Gilson para pipeta
automatica — Cral Artigos para Laboratério Ltda.,
Cotia/SP). O restante, correspondente a por¢édo
mais concentrada em plaquetas, e a camada
leucoplaquetaria foram pipetados para serem
acondicionados em um frasco estéril de 3mL,
sem aditivo (Tubo de coleta a vacuo sem aditivo
Vacuette® — Vacuette do Brasil, Americana/SP).

O segundo frasco com citrato de sédio foi
submetido ao protocolo B, em que, apds a
primeira centrifugacdo a 1200rpm por 10
minutos, todo o plasma e a zona de névoa foram
aspirados, transferidos para um tubo estéril sem
aditivo e centrifugados pela segunda vez, agora a
1600rpm por 10 minutos. Em seguida,
descartaram-se  aproximadamente 80% do
sobrenadante com um pipetador automaético,
permanecendo apenas a parte mais concentrada
em plaguetas e o botdo plaquetario que se
encontrava no fundo do tubo. A plaquetometria
do plasma contido nos tubos dos protocolos A e
B foi realizada pelo método de contagem direta
descrita por Coles (1984), utilizando-se o
diluente de Rees-Ecker.
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No sangue colhido no frasco com EDTA,
realizaram-se 0 hemograma e a plaquetometria
para avaliar o estado de salide geral dos animais
e obter os valores de referéncia para as plaquetas
no sangue total. A plaquetometria foi realizada
pelo método direto, por meio da contagem em
camara de Neubauer, como descrito para a
contagem no PRP.

Para verificar a suficiéncia amostral, considerou-
se 0 processo inteiramente aleatério com erro
previsto de 10%. A quantidade de plaquetas
alcangadas em cada protocolo e o valor basal (de
referéncia) foram analisados  segundo
delineamento inteiramente ao acaso, com trés
tratamentos e 20 repeti¢des. Para comparagdo de
médias, usou-se o teste Tukey, a 1% de
probabilidade (Silva e Silva, 1999).

Apb6s a definicdlo do protocolo no qual se
alcancou maior nimero de plaquetas no PRP
— Protocolo B —, foram obtidas novas amostras,
colhidas em outros 20 cdes com 0 mesmo padréo
de peso e idade, para avaliar o seu indice de
reprodutibilidade. Foi apresentada a estatistica
descritiva e observou-se 0 comportamento dos
limites de confianca de cada grupo. A andlise
qualitativa do PRP obtido pelo protocolo B foi
efetuada pela observacdo da coagulacdo do

produto apos a adicdo de tromboplastina (Tempo
de Protrombina (TP) — Laborlab, Guarulhos/SP),
na proporcdo de 2:1 (PRP:tromboplastina) em
uma amostragem de 10 animais, escolhidos ao
acaso e mediante avaliagdo morfol6gica das
plaquetas em esfregaco sanguineo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente experimento, o calculo do tamanho
da amostra indicou que seriam necessarios 13,26
animais — no caso 14 — com um erro real de
amostragem de 8,2%. Como foram utilizados 20
animais e o erro foi menor que o maximo
adotado (10%), o numero de pacientes foi
considerado suficiente. Em trés dos 20 animais
(ndameros 7, 15 e 20), ndo foi atingido o valor de
1.000.000 plaquetas/uL. em ambos os protocolos
(Fig. 1), o que, segundo Marx (2004), é o valor
estipulado para que se atinja a agdo terapéutica
do PRP. Em dois animais (nimeros 15 e 20), a
contagem de plaquetas ficou abaixo de
900.000/puL, porém ainda foi  possivel
incrementar a contagem plaquetaria desses
pacientes em cinco vezes em relagdo ao valor
basal. Esse autor recomendou que 0 incremento
na plaquetometria do PRP seja de quatro a cinco
vezes, portanto estes também podem ser
considerados PRP.
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Figura 1. Cdo. Contagem de plaquetas, em cada paciente, no sangue total e no plasma rico em plaquetas
(PRP) obtido pelos protocolos A (1200rpm/10min) e B (1200rpm/10min e 1600rpm/10min).

O fato de ndo se ter atingido 1.000.000
plaquetas/uL nos trés animais citados se justifica
em razdo de eles terem apresentado contagem
plaquetaria mais baixa que o valor de referéncia
para a espécie canina no sangue basal.
Conforme Floryan e Berghoff (2004), animais
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trombocitopénicos ndo devem ser usados para a
producdo do PRP, pois o valor da plaguetometria
neles esté diretamente relacionado a contagem no
sangue total (Barbosa et al., 2008). Os
resultados aqui observados confirmaram essa
recomendacéo.
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O PRP tem sido bastante difundido por causa das
diversas aplicagdes clinicas a ele relacionadas.
Muitos  protocolos  foram  descritos e
recomendados, mas ndo ha uma padronizagdo de
seu processamento. A comparagdo entre o
protocolo de centrifugagdo Unica e de duas
centrifugacBes neste experimento fundamentou-
se no fato de alguns autores (Green e KIlink,
1998; Nunes Filho et al., 2007; Messora et al.,
2008) recomendarem a primeira técnica,
enguanto outros (Sonnleitner et al., 2000; Ossa e
Orrego, 2004; Silva et al., 2009) indicaram a
segunda.

Para a centrifugacdo do plasma, optou-se pelo
uso de 1200 e 1600rpm, por serem essas rotagdes
executdveis na centrifuga utilizada e por estarem
dentro da média estabelecida em outros
trabalhos, apesar de ndo terem sido encontrados
artigos com a combinagdo dessas mesmas
velocidades. O aumento na velocidade de rotacéo
na segunda centrifugacdo para 1600rpm
correspondeu ao aumento da capacidade da
centrifuga utilizada, em que cada aumento de
graduagdo equivale a 400rpm. O aumento da
velocidade de centrifugagdo no segundo
processo, empregado nos trabalhos de Aghallo et
al. (2002), Scarso Filho (2002) e Ferraz et al.
(2007), baseou-se no fato de que uma segunda
rotacdo, de maior intensidade, permitiria separar
melhor a fracdo do plasma pobre em plaquetas —
que corresponde a parte superior —, da parte
inferior — que representa o PRP (Barroso et al.,
2007).

N&o foram escolhidas centrifugagBes mais altas
do que 1600rpm, como as realizadas por Ferraz
et al. (2007), em que também foram testadas
3200rpm, pois Adler e Kent (2002) relataram que
a velocidade de centrifugacdo excessiva pode
danificar as plaquetas e resultar em um PRP de
ma qualidade. Os resultados alcancados por
Ferraz et al. (2007) demonstraram que o
emprego de 3200rpm na segunda centrifugacédo
concentrou maior quantidade de plaquetas, mas

estas se encontravam  morfologicamente
alteradas, interferindo na qualidade do produto.

Diversas  causas podem  resultar em
trombocitopenias, como a hipoplasia medular
(induzida por farmacos), as doencas infecciosas
(erliquiose), a trombocitopenia imunomediada, a
coagulacdo intravascular disseminada (Rebar et
al., 2003), a doenga esplénica, a endotoxemia e a
deficiéncia nutricional severa (Walker, 2009).
Entre as causas citadas, merece relevancia a
trombocitopenia causada pela Ehrlichia sp,
especialmente com relagcdo a Anaplasma platys,
cuja célula-alvo € a plaqueta, pois 0 nimero de
casos suspeitos de infecgdo por essa bactéria vem
aumentando consideravelmente (Paz e Silva et
al., 2009). Mais especificamente com relagdo a
cidade do Recife, onde este experimento foi
executado, uma pesquisa realizada por Teixeira
et al. (2002), com cées naturalmente infectados
por Anaplasma platys, constatou que o sinal
laboratorial mais frequentemente observado nos
animais foi a trombocitopenia (79%).

Os resultados da plaguetometria encontram-se na
Tab. 1.

Tabela 1. Resultados de plaguetometria realizada
em cées, segundo 0s protocolos

Tratamento Média

PRP/Protocolo B 1303000 A
PRP/Protocolo A 683000 B
Sangue total 236750 C

Letras distintas na coluna indicam diferencas entre
protocolos, pelo teste Tukey.

As trés contagens foram diferentes entre si. O
protocolo B foi o mais eficiente por concentrar
maior nimero de plaquetas por animal analisado.
Em termos percentuais, o protocolo B alcangou
90,8% mais plaquetas que o protocolo A. Para
confirmar a eficiéncia do protocolo B, aplicou-se
0 método em outros 20 animais para observar a
reprodutibilidade dele (Tab. 2).

Tabela 2. Contagem de plaquetas no protocolo B em animais da primeira (El) e da segunda etapa (EII)

para avaliar a reprodutibilidade do método

Estatisticas Ell
Numero de animais 20
Média 5,489 5,374
Limite superior* 5,805 5,786
Limite inferior* 5,174 4,962

* 99% de confiabilidade.
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As plaquetometrias do protocolo B, nos
primeiros 20 e nos outros 20 animais usados para
verificar a estabilidade do método e de
treinamento e eficiéncia da equipe, apresentaram
resultados muito proximos e com limites de
confianca cruzando entre si, 0 que demonstra que
0 procedimento se repetiu no Ell. Resultados
semelhantes foram alcancados por Vendramin et
al. (2006), nos quais o concentrado de plaquetas
produzido ap6s a definicdo de um protocolo foi
reproduzivel em todos os outros 10 testes
realizados com essa finalidade.

A observagdo morfoldgica das plaquetas do PRP
em esfregago sanguineo ndo revelou nenhuma
alteragdo. E recomendada como técnica para
avaliar a qualidade do produto, pois, quando as
plaquetas estdo ativadas, elas mudam de forma,
passando a apresentar pseudépodos
citoplasmaticos (Rebar et al., 2003). A ativagdo
plaquetdria durante o processamento do PRP
pode antecipar a liberagdo dos FC pelos -
granulos, resultando em perdas deles no plasma
(Eppley et al., 2004).

Na avaliagdo qualitativa do PRP produzido pelo
protocolo B usando o teste de agregacdo
plaquetéria, e aproximadamente seis segundos
apos a adicdo do reativo agonista, foi observada
a formacdo de gel de plaquetas. Procedimento
semelhante foi verificado por Barroso et al.
(2007), no qual a avaliagao da funcao plaquetaria
foi desempenhada pela ativacdo do PRP depois
da adicdo de trombina e da formacgdo do coagulo
em oito amostras de um total de 45 pacientes. O
material pode ser submetido a citometria de
fluxo, e foi o que fizeram Barroso et al. (2007),
porém, de acordo com Landi e Marques Janior
(2003), a necessidade de mao de obra
especializada e do citdmetro de fluxo limita o
emprego dessa técnica.

Deu-se preferéncia ao uso da tromboplastina por
ser citada na literatura como uma das opgoes
disponiveis para promover a ativagéo plaquetaria
e pelos resultados pré-experimentais favoraveis
quando de seu emprego. Barbosa et al. (2008)
também trabalharam com a tromboplastina,
justificando que a trombina bovina ndo ¢
facilmente encontrada no Brasil. Além disso, de
acordo com Vendramin et al. (2006), quando se
utiliza a trombina aut6loga, a sua concentragao
deve ser medida por ensaio de atividade
amidolitica. O fato de ser necessério quantificar a
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trombina e dispor de equipamentos e material
especifico para isso, 0 que resulta em maior
custo de producéo e de etapas extras necessarias
para a sua fabricacdo, desencoraja o seu uso.

CONCLUSOES

O protocolo de obtencdo do plasma rico em
plaquetas constituido de duas centrifugacdes, a
primeira a 1200 e a segunda a 1600rpm por 10
minutos cada ciclo, propicia maior concentracdo
plaquetaria quando comparado ao protocolo de
centrifugacdo Unica a 1200rpm por 10 minutos,
por isso é efetivo para a producdo do PRP em
caes.
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