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PLASMA RICO EM PLAQUETAS DE COELHOS: INTRODUÇÃO A UM 
MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL

Platelet-rich plasma in rabbits: introduction of one experimental animal model
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INTRODUÇÃO

Estudos in vitro e in vivo têm sido desenvolvidos com 
o objetivo de se conhecer melhor os efeitos dos diversos 
fatores de crescimento no mecanismo de reparo20,25,27,34. 
Resultados promissores já foram obtidos quando da uti-
lização de fatores de crescimento em situações de reparo 
tecidual4,15,16,17,21,22,23,26,30,33,38. 

Sabe-se, atualmente, que as plaquetas, além de outras 
células de natureza mesenquimal, atuam como uma fonte 
de fatores de crescimento. Entre os fatores de crescimento 
encontrados nas plaquetas estão o PDGF2,6,11,12,18,24,29,31,37, 
TGFβ2,6,11,12,18,24,29,31,37, VEGF11,24, IGF-I12,24,31, PDECG24, 
PDAF24, EGF12 e ECGF12.

O conhecimento do fato de serem as plaquetas, com-
provadamente, fonte de fatores de crescimento incentivou 
o estudo da ação de um concentrado de plaquetas no sen-
tido de se aumentar o nível de fatores de crescimento local, 
o que, teoricamente, melhoraria o processo cicatricial. 

Diversos autores passaram a propor a utilização do 

plasma rico em plaquetas (PRP), principalmente em as-
sociação com enxertos ósseos2,11,14,19,29,31,36,37, embora ele 
venha sendo utilizado, também, com o objetivo de mel-
horar o reparo de tecidos moles24. 

Ainda não há consenso no que se refere à concentração 
de plaquetas ideal ou, até mesmo, qual seria a concent-
ração mínima de plaquetas que otimizaria o processo de 
reparação. Concentração de plaquetas pelo menos quatro 
vezes maior que a verificada no sangue venoso periférico 
parece ser parâmetro confiável para que o PRP possa ser 
considerado como adequado18. Alguns estudos indicam 
que um PRP altamente concentrado seria, até mesmo, 
prejudicial ao mecanismo de reparação4,35.

Equipamentos foram desenvolvidos com o objetivo 
de produzi-lo de forma automática ou semi-automática, 
porém muitas destas máquinas não têm se mostrado efi-
cazes em produzir concentração adequada e que permitam 
liberação posterior de fatores de crescimento em níveis 
terapêuticos19.

Ainda está longe de haver unanimidade a respeito da 
efetividade do concentrado de plaquetas no sentido de 
melhora do reparo tecidual.Trabalhos mostram resultados 
positivos3,7,9,11,13,18, e também resultados pobres1,8,11 quando 
da utilização desse concentrado. O que se questiona com 
relação aos artigos que mostram poucos benefícios dele, 
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RESUMO - Racional - Muitas dúvidas ainda permanecem no que se refere às ações dos fatores de crescimento e do plasma rico em plaquetas sobre 

o mecanismo de reparação tissular. Há necessidade de serem esclarecidos pontos controversos ainda existentes. Objetivo - Obter o plasma rico 
em plaquetas em coelhos através de um método simplificado e ao mesmo tempo adequado, introduzindo um modelo experimental que possa ser 
utilizado em estudos posteriores. Métodos - Foram utilizados 25 coelhas da raça Nova Zelândia e sem doenças prévias. Quinze mL de sangue de 
cada animal foi coletado, sendo 10 mL submetidos à dupla centrifugação. Para comprovar a efetividade do método proposto realizou-se contagem 
mecânica do sangue, bem como do produto final. Resultado - Obteve-se uma concentração média de plaquetas no plasma rico em plaquetas 687% 
maior que a contagem inicial observada no sangue venoso periférico. Para as variáveis: contagem inicial de plaquetas, contagem de plaquetas no 
plasma rico em plaquetas e enriquecimento, foram obtidos os limites de 95% de confiança para suas médias, sendo que, no que se refere ao percentual 
de enriquecimento, existe 95% de chance de que o intervalo de (530-844) contenha a média real de enriquecimento de plaquetas. Conclusão - O 
método simplificado utilizado permite a obtenção de plasma rico em plaquetas adequado permitindo seu uso em estudos dos fatores de crescimento 
nos mecanismos de reparação tecidual. 
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é se o material utilizado é de fato um concentrado de pla-
quetas adequado, se as plaquetas não foram danificadas 
durante o processo de concentração, se as plaquetas foram 
realmente ativadas e se os resultados foram estatisticamente 
válidos19.

Alguns estudos sugeriram que o plasma seria prejudicial 
à cicatrização, estabelecendo a hipótese de que um concen-
trado de plaquetas sem plasma poderia ser mais interessante 
no sentido de otimizar o processo reparador tecidual5. 

Assim, este estudo foi realizado com a finalidade de se 
obter o PRP através de protocolo simplificado, produzindo 
em modelo experimental em coelhas um PRP adequado, 
permitindo que este modelo animal possa ser utilizado em 
estudos posteriores no que se refere à ação dos fatores de 
crescimento.

MÉTODOS

O estudo foi realizado no Instituto de Pesquisas Médicas 
(IPEM) do Hospital Universitário Evangélico de Curitiba. 
A partir de coelhas foi obtido o sangue para produzir o PRP 
através de método de centrifugação. As variáveis registra-
das no experimento foram: contagem inicial de plaquetas e 
contagem de plaquetas do PRP. O valor do enriquecimento 
foi obtido dividindo-se o valor da contagem de plaquetas do 
PRP pelo valor da contagem inicial de plaquetas, diminuído 
em uma unidade e multiplicado por 100%. Desta forma, 
o enriquecimento foi considerado como sendo o ganho 
percentual de plaquetas a partir da contagem inicial.

Utilizaram-se 25 coelhas brancas adultas, da raça Nova 
Zelândia, sem doenças prévias, com idade variando entre 
350 e 370 dias e com peso entre 2750 e 4600 gramas na 
ocasião do experimento. Os animais foram provenientes do 
biotério do IPEM. Foram respeitados os princípios éticos 
na experimentação animal, preconizados pelo Colégio 
Brasileiro de Experimentação Animal e o protocolo deste 
estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Sociedade Evangélica Beneficente de Curitiba.

Os animais foram anestesiados através da administração 
de solução estéril de cloridrato de ketamina a 5% (Vetanar-
col® König S.A., Avellaneda, Argentina) via intramuscular 
na proporção de 0,5 mL/Kg. Considerou-se a anestesia como 
efetiva quando o animal apresentou-se imóvel ao manuseio.

Foi realizado procedimento de tricotomia em uma das orel-
has de cada animal com a utilização de lâmina de aço inoxidável.

Para obtenção da amostra de sangue venoso foi pun-
cionada a veia que se mostrou clinicamente mais favorável 
à coleta na orelha, sendo utilizado um scalp número 21. 
Após a punção conectou-se uma seringa de 15mL contendo 
1,5mL do anticoagulante citrato (Bioclin Química Básica 
Ltda, Belo Horizonte, Brasil), permitindo, desta maneira, 
a coleta do sangue.

Obteve-se aproximadamente 15mL de sangue de cada 
coelha, sendo 10 mL transferido para um tubo com medi-
das de 16X100 mm (Vacuotainer®, BD, Curitiba-Brasil) e 
aproximadamente 4 mL transferido para outro tubo com 
medidas de 12X75mm (Vacuotainer®, BD, Curitiba-Brasil).

Realizou-se a contagem automática de plaquetas do 

material obtido e armazenado nos tubos de 12X75mm.
Para o preparo do PRP foi utilizada uma centrífuga 

comum de laboratório (Excelsa II Baby 206 R, Fanem, São 
Paulo, Brasil). Primeiramente os tubos foram centrifugados 
a 200 gravidades durante 20 minutos, permitindo a for-
mação de dois níveis distintos, com a separação da fração 
de plasma na parte superior do tubo (coloração levemente 
amarelada) da fração de células sanguíneas vermelhas 
(coloração vermelha), que permanece no fundo do tubo 
(Figura 1).

Toda a fração correspondente ao plasma e o 1mL mais 
superior da fração vermelha foram transferidos para um 
outro tubo e submetidos à segunda centrifugação a 400 
gravidades durante 10 minutos. Após, formaram-se dois 
níveis distintos: um superior com coloração levemente 
amarelada e um nível inferior avermelhado (Figura 2).

FIGURA 1 - Aspecto após a primeira centrifugação, onde se 
observam dois níveis distintos: um superior de 
coloração amarelada (cor mais clara) e outro inferior 
com coloração vermelha (cor mais densa)

FIGURA 2 - Aspecto após a segunda centrifugação com destaque 
para o nível inferior avermelhado (cor mais densa)

Plasma rico em plaquetas de coelhos: introdução a um modelo animal experimental
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Removeu-se o nível superior, com exceção de sua parte 
mais inferior e apenas em quantidade suficiente para que, 
somado com a fração vermelha inferior, o total completasse 
1mL (Figura 3). Após homogeneização obteve-se 1mL do 
produto final a partir de 10ml de sangue (Figura 4). 

Realizou-se contagem mecânica do número de plaqu-
etas do PRP da mesma maneira utilizada para a contagem 
inicial de plaquetas. Foram avaliadas as variáveis: conta-
gem inicial de plaquetas, contagem de plaquetas do PRP e 
percentual de enriquecimento.

Para todas as variáveis consideradas no estudo foram 
apresentados valores de mediana, valor mínimo, valor 
máximo, média e desvio-padrão. Para as variáveis con-
tagem inicial de plaquetas, contagem de plaquetas do 
PRP e enriquecimento, foram construídos intervalos de 
95% para as médias. Para investigar a associação entre a 

contagem inicial de plaquetas e contagem de plaquetas do 
PRP estimou-se o coeficiente de correlação de Spearman 
e testou-se a hipótese nula de ausência de correlação entre 
as variáveis, versus a hipótese alternativa da correlação 
entre elas. O nível de significância considerado foi de 5%.

RESULTADOS

Para todas as variáveis obteve-se os valores de medi-
ana, valor mínimo, valor máximo, média e desvio-padrão. 
A Tabela 1 apresenta estes resultados que permitem 
afirmar que existe 95% de chance de que o intervalo de 
(257.797;345.003) contém a média real da contagem 
inicial de plaquetas. Já, este intervalo para a contagem de 
plaquetas no PRP é de (1.775.794;3.053.646) e, em relação 
ao percentual de enriquecimento, o intervalo de 95% de 
confiança para a média é de 530 a 844%.

No que se refere à associação entre contagem inicial 
de plaquetas e contagem de plaquetas no PRP o valor do 
coeficiente de correlação estimado foi de 0,6785 e o resul-
tado do teste indicou a rejeição da hipótese nula no nível de 
significância de 5% (P=0,0002). Desta forma pode-se dizer 
que há associação significativa entre a contagem inicial de 
plaquetas e a contagem de plaquetas do PRP obtido. 

DISCUSSÃO

Nos dias atuais muito ainda permanece incerto com 
relação à ação dos fatores de crescimento e do PRP no me-
canismo de reparo. Estas incertezas justificam a introdução 
de um modelo animal experimental que permita a obtenção 
de um PRP adequado, permitindo, consequentemente, que 
este modelo possa ser utilizado em estudos posteriores.

Sabe-se que as plaquetas são fonte de diversos fatores de 
crescimento. O PDGF e o TGF-β parecem ser os fatores de 
crescimento principais do PRP, já que quando são mencio-
nados os fatores de crescimento encontrados nas plaquetas, 
aqueles são sempre citados2,6,11,12,18,29,31,37. 

Um parâmetro através do qual pode-se verificar o grau 
de importância que está sendo dado ao PRP são as suas 
principais aplicações clínicas atuais em odontologia e 
medicina, como: utilização em enxertos ósseos após pro-
cedimentos ablativos na região maxilofacial18,37; utilização 
em enxertos ósseos no processo alveolar; atuando como 
coadjuvante nos procedimentos de implantodontia2,11,31,37; 
em procedimentos de sinus lift11,29,36; para compactação e 
facilitação no manuseio de enxertos particulados13,14,18,31,37, 

FIGURA 3 - Remoção do nível superior em sua totalidade per-
manecendo apenas volume tal que somado ao nível 
inferior resultasse em 1 mL

TABELA 1 - Mediana, valor mínimo, valor máximo, média e 
desvio-padrão das variáveis

Variável Mediana Valor
mínimo

Valor
 máximo

Média ± Des-
vio Padrão

Contagem inicial de plaquetas 309.000 103.000 500.000 301.400 ± 
105.632

Contagem de plaquetas do PRP 2.150.000 612.000 6.880.000 2 .414.720± 
1.547.862

Enriquecimento (%) 595 236 1.759 687± 380

FIGURA 4 - Aspecto após a homogeneização
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em procedimentos de enxertia de tecidos moles em região 
periodontal24, vitrectomia10 e ritidectomia28, entre outros.

Na literatura verifica-se que diversas técnicas são em-
pregadas com o objetivo de produzir o PRP. Existem relatos 
da produção dele a partir de uma unidade de sangue total 
(aproximadamente 450 mL), com devolução à circulação da 
fração de células sanguíneas vermelhas e plasma pobre em 
plaquetas para minimizar a perda sanguínea18,29,36. Muitos 
dos procedimentos de enxertia óssea, principalmente nas 
áreas de cirurgia maxilofacial e implantodontia, necessitam 
de quantidade de PRP muito menor do que a obtida a partir 
de uma unidade de sangue14.

Este estudo produziu 1mL de PRP a partir de 10mL 
de sangue, lembrando sempre que, caso o procedimento 
necessite de quantidade maior ou menor de PRP, o sangue 
pode ser coletado sempre de acordo com esta necessidade. 

Diversos aparelhos tem sido lançados no mercado e que 
têm como objetivo a produção de PRP de forma automática 
ou semi-automática, empregando técnica de centrifugação. 
Para Marx19 é importante que se saiba se determinado 
aparelho que visa a produção de PRP é realmente capaz de 
concentrar plaquetas e, o que é mais importante, se é  capaz 
de liberar fatores de crescimento em níveis terapêuticos.

O que se observa atualmente é que diversos protocolos 
estão sendo propostos visando obter um PRP adequado a 
partir de quantidades pequenas de sangue, que utilizem 
centrífugas comuns de laboratório, e que permitem a 
produção de quantidades de PRP suficientes para a maio-
ria dos procedimentos em cirurgia oral e maxilofacial, até 
mesmo em consultório2,8,13.

A produção do PRP nas 25 coelhas estudados seguiu 
esta linha de pensamento já que utilizou uma centrífuga de 
laboratório e obteve PRP a partir de quantidades pequenas 
de sangue.

O protocolo para obtenção do concentrado de plaquetas 
empregado neste trabalho segue basicamente o proposto 
por Sonnleitner et al.32, com algumas alterações. Segundo 
este protocolo, o PRP é obtido através de uma técnica onde 
o sangue periférico do paciente é obtido e transferido para 
tubos de 6 mL com citrato. Os tubos são centrifugados por 
20 minutos a 160g. Esta centrifugação resulta em fração 
inferior vermelha opaca e outra superior ligeiramente ama-
relada e turva. Verificaram após esta primeira centrifugação, 
começando no limite superior e em intervalos de 250µl, 
que a concentração de plaquetas varia de 22.000 a 24.000 
plaquetas. A partir do ponto 6 mm abaixo do limite supe-
rior da fração vermelha a contagem aumenta de 37.000 a 
45.000 por 250µl. Dentro dos primeiros 6 mm da fração 
vermelha a contagem de plaquetas aumenta para 90.000, 
e 9 mm dentro da fração vermelha cai para 53.000. Como 
a concentração máxima de plaquetas está 6 a 8 mm abaixo 
da linha de divisão entre as duas fases, dentro da fração 
vermelha, a totalidade acima deste ponto é pipetada e co-
locada em um tubo para que seja centrifugada novamente 
por 15 minutos a 400g. Após esta segunda centrifugação 
obtiveram valores entre 8.000 e 11.000 plaquetas no nível 
superior amarelado, verificando no nível inferior valores 
que excedem o limite de 2.000.000 plaquetas. Dentro da 

literatura este protocolo pareceu o mais efetivo no sentido 
de se conseguir altas concentrações de plaquetas, o que foi 
confirmado com os resultados obtidos.  

Permanece ainda muito incerto o conceito de PRP 
adequado. Leva-se em consideração, primeiramente, a sua 
concentração de plaquetas. Através do protocolo proposto 
neste trabalho obtive-se 1 mL de PRP a partir de 10 mL 
de sangue, com concentração média de 687% acima dos 
números verificados no sangue venoso periférico. Marx19, 
discutindo o artigo de Landsberg et al.14 afirmou que con-
sidera que a concentração de plaquetas do PRP deve ser pelo 
menos quatro vezes maior que a concentração de plaquetas 
basal. Alguns estudos procuraram analisar a efetividade do 
PRP no sentido de potencializar o reparo, relacionando os 
resultados obtidos com as várias concentrações de plaquetas 
empregadas. Resultados tem mostrado que a efetividade do 
PRP pode seguir padrão concentração-dependente, ou seja, 
concentrações muito altas teriam efeito prejudicial35. Este 
modelo poderia ser empregado no sentido de se verificar as 
concentrações ideais, já que concentrações menores pode-
riam ser obtidas bastando adicionar quantidades maiores 
de plasma no produto final, após a segunda centrifugação. 

Outro fator a ser considerado é que a centrifugação 
do sangue deverá ser realizada sem o emprego de forças 
excessivas, de modo a não danificar as plaquetas irrever-
sivelmente. Este modelo procurou evitar o emprego de 
forças excessivas de centrifugação.

Importante também no PRP é que este seja produzido 
em volume adequado para o procedimento proposto. Após 
a segunda centrifugação este estudo obteve nível inferior 
avermelhado e altamente concentrado em plaquetas. Para 
completar o volume de 1 mL foi acrescentado a quanti-
dade suficiente do nível superior que, embora seja menos 
concentrado, forneceu após homogeneização volume ad-
equado. Caso deseja-se concentração de plaquetas ainda 
maior, utilizar-se-ia apenas o nível inferior avermelhado, 
praticamente isento de plasma, porém com o inconveniente 
de volume menor no produto final. Como já foi dito, ainda 
permanece incerto se este eventual aumento de concentra-
ção seria benéfico no sentido de melhorar o reparo tecidual. 

Alguns estudos têm sugerido que o plasma seria preju-
dicial ao reparo tecidual, ou seja, seria mais interessante a 
utilização de concentrado de plaquetas sem plasma5. Caso 
seja utilizada apenas a fração vermelha inferior, fração esta 
obtida após a segunda centrifugação, ter-se-ia concentrado 
de plaquetas sem plasma. Ele poderia ser misturado com 
cola de fibrina disponível comercialmente, permitindo o 
estudo dos efeitos do concentrado de plaquetas isento de 
plasma. 

CONCLUSÃO

O método simplificado para a produção do plasma rico 
em plaquetas utilizado neste estudo, além de dispensar a 
utilização de equipamentos de alto custo e sofisticados, 
permite a obtenção de produto adequado ao uso em estudos 
dos fatores de crescimento nos mecanismos de reparação 
tecidual. 
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ABSTRACT - Background - Multiple uncertainties still exist about the action of the growth factors and the platelet-rich plasma on the mechanism 
of repair. Aim - To obtain the platelet-rich plasma in rabbits through a simplified and suitable method, creating an experimental model. Methods 
-Twenty-five female New Zealand rabbits without previous diseases were used. Fifteen mL of blood of each rabbit was collected and 10 mL of 
the collected blood were twice centrifugated. To check the effectiveness of the proposed method mechanical counting of the blood and of the final 
product were performed. Results - The mean platelet concentration was 687% higher than the initial peripheral blood counting. Mean initial platelet 
counting, platelet-rich plasma platelet counting and enriched were obtained with 95% CI and in terms of enrichment percentage there is a chance 
that the interval 530 to 844 be the real mean platelet enrichment. Conclusion - This simplified method permits to get an effective platelet-rich 
plasma to be used in trials about growth factors in mechanisms of tissue repair.
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