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Platelet-rich plasma (PRP) is a prepared of the whole blood which contains several gro-
wth factors responsible for cellular proliferation and differentiation, angiogenesis, and for
the increase of the extracellular matrix. Thus, the aim of this study was to test 10 different
centrifugation protocols to obtain PRP from the whole blood of healthy equines. Ten sam-
ples of 27mL of the whole blood of 5 healthy equines were used, which were centrifuged in
accordance to the proposed protocols. The results showed that the protocols with less rela-
tive centrifugation force resulted in greater (p<0,05) platelets concentration. Also, platelets
concentration was not influenced by varying the time of centrifugation. However, time did
affect the number of leukocytes in some protocols. The best four protocols were analyzed
by ELISA test to quantitate the amount of TGF-f3, which revealed no difference (p> 0.05)

between the protocols.

INDEX TERMS: Horse, platelet-rich plasma, centrifugation, whole blood.

RESUMO.- O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é um prepa-
rado do sangue total que contém diversos fatores de cresci-
mento responsaveis pela proliferacdo e diferenciagio celu-
lar, angiogénese, como também pelo aumento da produgio
da matriz extracelular. Nesse sentido, o objetivo do presente
estudo foi testar 10 protocolos diferentes de centrifugacdo
para obtencao de PRP a partir do sangue total de equinos
higidos. Para isso foram utilizadas 10 amostras de 27mL de
sangue total de cinco animais, as quais foram centrifugadas
conforme cada protocolo proposto. Os resultados revelaram
que os protocolos com menor for¢a de centrifugacgio relati-
va resultaram em maior (p<0,05) concentracao de plaque-
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tas e, que ndo houve (p>0,05) influéncia do tempo de centri-
fugacdo em relagio a essa variavel. A influéncia do tempo foi
observada apenas no nimero de leucocitos em protocolos
com menor forc¢a de centrifugacdo relativa (FCR). Os quatro
melhores protocolos, que obtiveram as maiores concentra-
¢des de plaquetas, foram submetidos a andlise pelo teste de
ELISA para dosar a quantidade de TGF- que nado revelou
diferenga (p>0,05) entre os protocolos.

TERMOS DE INDEXACAO: Cavalo, plasma rico em plaquetas, cen-
trifugagdo, sangue total.

INTRODUCAO

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é um hemoderivado uti-
lizado terapeuticamente de ficil obtencdo, com boa relacdo
custo/beneficio para se obter altas concentracdes de fato-
res de crescimento, melhorando a reparacdo e regeneracdo
de tecidos (Nikolidakis & Janses 2008). Adicionalmente
tem sido bastante estudado na medicina equina, sendo em-
pregado principalmente em enfermidades como tendinite
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(Maia et al. 2009), desmite, osteoartrite (Carmona et al.
2009) e cicatrizacdo de feridas (De Rossi et al. 2009), entre-
tanto ainda nao foi estabelecido um protocolo padrdo para
a sua obtencgao através da centrifuga¢do do sangue total.

As plaquetas armazenam grande quantidade de fatores
de crescimento, que sdo peptideos sinalizadores respon-
saveis pela regulacdo do metabolismo celular. Esta regula-
¢do ocorre pelas vias de sinalizacio intracelular através da
interacdo com um organizado complexo de receptores de
superficie celular. Isto resultara no aumento da transcrigio
dos fatores e producido de proteinas que desencadeiam a
proliferacdo e diferenciacio celular, além do aumento da
producdo da matriz extracelular (Dahlgren et al. 2001) e
estimulam ainda a angiogénese facilitando o processo de
reparacgao tecidual (Bosch et al. 2010).

Inicialmente o PRP era obtido através de maquinas de
plasmaférese e utilizava-se a trombina bovina para sua
ativacdo. Porém, o interesse em facilitar sua obtencdo e
diminuir os custos fez com que surgissem equipamentos
automatizados e diversos protocolos, inclusive com subs-
tituicdo da trombina bovina por trombina autéloga (Kevy
& Jacobson 2004). As maquinas automatizadas com seus
“Kkits” tornam simples a obtenc¢do do PRP, porém os custos
ainda sdo elevados. Assim, alguns protocolos foram criados
para se obter pequenas quantidades de PRP, utilizando-se
centrifugas comuns e reduzindo consideravelmente os cus-
tos na preparacdo do hemoderivado (Efeoglu et al. 2004).

Nos protocolos para obtencdo do PRP a primeira centri-
fugacdo separa as células vermelhas (7um de didmetro) e
brancas (7-15pum de diametro) das plaquetas (2um de di-
ametro), devido a diferenca de densidade. Na segunda cen-
trifugacdo ocorre a concentragao das plaquetas, produzin-
do o PRP e o plasma pobre em plaquetas (PPP) (Foster et al.
2009). Existem diversos protocolos descritos de obtencdo
do PRP na espécie equina, embora sejam raros os estudos
comparando a eficiéncia desses protocolos.

Schnabel et al. (2007) utilizaram um aparelho especi-
fico para a preparagdo de PRP em equinos, o SmartPReP 2
system*. Nesta metodologia era necessaria a coleta de 60
mL de sangue periférico para a obten¢do de 20 mL de PRP,
sendo a quantidade de plaquetas 3,77 vezes maior que a
do sangue total e a concentragdo de células mononucleares
1,85 vezes menor no PRP em relacdo ao sangue total. Esta
reducdo tem grande importancia clinica, pois os leucdcitos
produzem citocinas inflamatérias, tendo efeitos catabdli-
cos in vivo.

Ao considerar o potencial terapéutico do PRP em diver-
sas enfermidades na espécie equina, o custo de aparelhos
especificos para sua obtencio e a possibilidade de se ob-
ter PRP com custos menores, utilizando-se uma centrifu-
ga convencional, fez com que surgissem alguns protoco-
los que, embora sejam mais trabalhosos e necessitem de
aprendizagem por parte de quem realizard o procedimen-
to, permitem preparo do PRP de forma mais factivel (Ven-
dramin et al. 2006).

O objetivo do presente estudo foi estabelecer um pro-
tocolo, entre diversos protocolos disponiveis na literatura

* Harvest Technologies, Plymouth, MA.

para obteng¢do do PRP, que resulte na maior concentragdo
de plaquetas em relagdo ao niimero destas no sangue total
e, posteriormente, observar a influéncia da forga de centri-
fugacao relativa e do tempo de centrifugacdo dos mesmos.
Adicionalmente, se avaliou o niimero de leucécitos presen-
tes no PRP, uma vez que a presenca deste tipo celular é in-
desejavel no PRP devido a liberagao de citocinas pré-infla-
matdrias. Além disso, foi realizada a dosagem do TGF-3 de
quatro protocolos que obtiveram as maiores concentracdes
plaquetarias.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinco equinos higidos, mesticos, de ambos os se-
xos e com média de idade de 8,7+5 anos, selecionados mediante
exame clinico e hematolégico prévio, conforme demonstrado no
Quadro 1.

Para o teste de cada um dos 10 protocolos previamente esta-
belecidos, conforme demonstrado no Quadro 2, apds prévia pre-
paragdo asséptica da veia jugular externa, foram colhidos 27mL
de sangue total de cada animal, utilizando tubos com anticoagu-
lante citrato de sédio a 3,2%°. Ap6s a homogeneizagdo dos tubos,
o sangue foi submetido a contagem do nimero de plaquetas, eri-
trograma e leucograma em um aparelho de contagem automati-
ca®.

Quadro 1. Valores do niimero de eritrocitos, leucocitos e
plaquetas obtidos previamente ao inicio do experimento

Animal  Eritrdcitos (x10°/puL)  Leucdcitos (/uL) Plaquetas (/uL)
1 6,7 6500 142000
2 8,5 9500 152000
3 7,3 7400 125000
4 8,1 8700 169000
5 7,9 9400 195000
Média 7,7+0,71 8300 + 1310 156600 + 26745

Quadro 2. Diferentes protocolos de centrifugacdo (Centr.)
com variacio da forca centrifuga relativa (g) e variacio do
tempo expresso em minutos (min.) provenientes do sangue
total de cinco eqiiinos higidos para obtenc¢io do Plasma Rico
em Plaquetas (PRP)

Protocolos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

10 Forca(g) 120 120 90 90 120 120 300 300 350 350

Centr. Tempo 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10
(min.)

2 Forca(g) 240 240 180 180 473 473 640 640 510 510

Centr. Tempo 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10

(min.)

Autores

Carmonaet Proposto Maiaetal. De Rossiet Del Bueet
al. 2007 2009 al.2009 al. 2007

0 sangue foi centrifugado com diferentes forcas de centrifuga-
cdo relativa (FCR) e em diferentes tempos de centrifugacdo con-
forme cada protocolo, apés descansar sob abrigo da luz por cinco
minutos. Ao fim da primeira centrifugacdo foram descartados o
botdo leucocitario e as hemacias sedimentadas e, apés cinco mi-
nutos de descanso ao abrigo da luz, o plasma remanescente foi
novamente centrifugado conforme a FCR e o tempo do protocolo
selecionado. Apds a segunda centrifugacio descartou-se 50% do
plasma da porgdo superior, ou seja, plasma pobre em plaquetas
(PPP). O plasma remanescente, PRP, teve o nimero de plaquetas e

5R & D Systems (Quantikine®, Human TGF-B1 Immunoassay).
6 Ebram, Hemascreen Ebram 18.
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de leucécitos quantificados por contagem manual, depois de per-
manecer em repouso por 30 minutos, na auséncia de luz. A quan-
tificacdo foi realizada em camara hematimétrica de Neubauer
utilizando o liquido de Brecher (Oxalato de aménio a 1%) como
diluente para a contagem de plaquetas e o liquido de Tiirk para
a contagem de leucdcitos (Thrall 2007). Adicionalmente, avaliou-
-se qual o protocolo de obtencdo de PRP que, além de apresentar
a maior concentragido de plaquetas, adicionalmente apresentou a
menor quantidade possivel de leucécitos.

Foi definido como melhor protocolo o que obteve maior con-
centragdo de plaquetas ap6s as centrifugacdes e a menor quantida-
de possivel de leucdcitos, a fim de evitar seus efeitos catabdlicos in
vivo em uma possivel aplicacdo clinica futura. Adicionalmente, nos
quatro melhores protocolos de centrifugacado, se levando em con-
sideragdo a concentracdo plaquetdria, foi realizada a quantificagdo
do fator de crescimento TGF-B, utilizando-se kit de ELISA humano®.

Para a andlise dos dados foi utilizado o teste de Friedman, com
5% de probabilidade, para investigar o efeito do tempo de centri-
fugacdo, a forca de centrifugacgdo relativa e interacdo entre eles,
considerando como variavel resposta a concentragdo plaquetdria,
numero de leucdcitos e quantidade de TGF-f3 obtida. A andlise foi
conduzida utilizando o pacote estatistico R.

RESULTADOS

Na avaliagdo dos protocolos testados observou-se um au-
mento de 1,30 a 2,36 vezes em relagdo a concentragao ini-
cial das plaquetas no sangue total, conforme demonstrado
no Quadro 3.

Os resultados revelaram diferencga (p<0,05) em relacao
as concentracoes de plaquetas nos protocolos testados, po-
rém os protocolos que apresentaram os melhores resulta-
dos (1, 2, 3 e 4) ndo diferiram (p>0,05) entre si (Fig.1).

Com relagdo ao tempo de centrifugacdo nao foi observa-
do influéncia (p>0,05) na concentragio de plaquetas. Ja em
relagdo a concentragido de leucécitos observou-se diminui-
¢do (p<0,05) na sua quantidade com o aumento do tempo
nos protocolos de 1 a 6 (Fig.2).

A quantidade média de TGF-B obtida nos protocolos
testados variou de 453,105 a 839,232 pg/mL, ndo havendo
diferenca (p>0,05) (Quadro 3).

DISCUSSAO

Os beneficios do uso do PRP na reparacgido de tecidos sido
de grande interesse da comunidade veterindria, entretanto

Quadro 3. Média e desvio padrio do nimero de leucocitos,
plaquetas e aumento da concentracio plaquetaria em
relacdo ao sangue total, concentracio do TGF-, obtida nos
diferentes protocolos estudados

Protocolo  Leucécitos  Plaquetas (uL') Concentragdo TGF-f (pg/mL)
(L)
1 4896+2616° 343905+88364%  2,18+0.232 453,10+43,182
2 2460+763°  363600+31889° 2,360,342 506,23+£198,57°
3 12960+1812¢ 319160+76203* 2,04+0,35° 839,23£206,91*
4 414610114  344915+28662° 2,25+0,49° 541,15+£143.97*
5 2497+1995¢ 269165+35517° 1,72+0,49°
6 958+1140°F  209575+26446° 1,32+0,17°
7 1080+1262¢ 270680+42284° 1,69+0,30°
8 395+570° 193415+29442° 1,30+0,64°
9 2295+2580° 282800+36108° 1,85+0,39°
10 451+346° 285830496073 1,79+0,30°
Média 321443739 288305+56601 1,85+0,36 584,93+173,36

*Para cada parametro, valores seguidos de letras iguais na coluna néo di-
ferem entre si (p<0,05).
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devido a disponibilidade de diversos protocolos para sua
obtencao fica dificil a decisdo de qual metodologia utilizar.
As informagdes obtidas neste trabalho auxiliam na escolha
da melhor técnica de centrifugacdo para obten¢do do PRP
para o uso na medicina equina, justificada pelos resultados
contrastantes do efeito biolégico do PRP na reparacio te-
cidual em fung¢ao da auséncia de protocolos padronizados
(Anitua et al. 2006). Tais estudos descrevem diversas ve-
locidades de centrifugacdo, locais de colheita de sangue,
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Fig.2. 0 nimero médio de leucécitos obtido nos diferentes proto-
colos de centrifugacio.

volumes de sangue necessarios, propor¢cdoes do plasma
considerados como PRP e substancias para gelificar o PRP
(Aghaloo et al. 2002, Butterfield et al. 2005), o que propicia
grande variacdo na concentra¢do das plaquetas, podendo
influenciar nos diferentes efeitos biolégicos in vivo (Anitua
etal. 2006).

Dentro os diversos tipos de anticoagulantes o citrato de
sodio foi o escolhido por preservar a integridade da mem-
brana das plaquetas, sendo o mais adequado no preparo do
PRP (Marx 20003, Trindade-Suedam et al. 2007). Além dis-
so, é possivel reverter o efeito anticoagulante com a adigio
de calcio a amostra, viabilizando o seu uso em transfusoes
sanguineas e de plasma, além das demais aplica¢des clini-
cas, como os géis de PRP (Kerr 2003).
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Segundo Nagata et al. (2010) os protocolos com dupla
centrifugacdo obtiveram maiores concentracdes plaqueta-
rias do que com uma Unica centrifugacio, o que também
foi observado por Arora et al. (2009), fato que justifica a
utilizagcdo de protocolos com duas centrifugagées no pre-
sente trabalho.

Para quantificar as plaquetas foi escolhida a contagem
manual, pois este método conta as plaquetas individual-
mente. Os aparelhos automaticos podem identificar agre-
gados de plaquetas como uma Unica plaqueta, o que pode
subestimar os valores (Marx 2000b), levando a resultados
ndo fidedignos, principalmente em casos de trombocitope-
nia (Nagata et al. 2010). Este fato também foi observado em
estudo piloto do presente experimento, com uma grande
diferenca entre a contagem manual e a automatica.

Observou-se que protocolos com FCR altas nido obtém
altas concentragdes plaquetarias, provavelmente por ativar
ou lesar as plaquetas durante a centrifugacido levando a for-
magao de pellets no fundo do tubo. Maia et al. (2009) contra-
dizem os resultados obtidos ao observarem maiores concen-
tragdes com maiores forca g. Marx (2000a), Gonshor (2002)
e Dugrillon et al. (2002) relatam que forcas de centrifugacdo
baixas preservam a integridade plaquetaria enquanto forcas
altas ativam prematuramente as plaquetas, o que pode ter
ocorrido no presente estudo. Ferraz et al. (2007) testaram
diferentes FCR, utilizando sangue de cies, observando que
com forgas g altas as plaquetas sdo danificadas, apresentan-
do morfologia alterada, corroborando com os dados obtidos.
As maiores FCR ocasionaram maior deposicdo de leucécitos
no fundo do tubo, formando um pellet que nio se desfazia
facilmente, diminuindo a quantidade de leucécitos presen-
te no PRP. Ja nos protocolos com menor forga este fato nio
ocorreu uma vez que os leucécitos e plaquetas contidos no
fundo se soltam mais facilmente.

Embora o tempo de centrifugacdo ndo tenha influencia-
do a concentragdo de plaquetas no presente estudo, Rutko-
wski et al. (2008) obtiveram melhores concentragées com
10 minutos de centrifugacdo. Nos protocolos com menor
forca de centrifugacdo (1 e 2; 3 e 4; e 5 e 6) a diferenca
no nimero de leucécitos ocorreu provavelmente por haver
uma menor deposicdo de leucécitos no fundo do tubo. Isto
ndo ocorreu nos protocolos com maior forca (7e8e 9 e
10) provavelmente pela maior organizacdo do pellet, o que
indisponibilizaria os leucdcitos.

A mensuracido da concentragao do TGF- § pode ser re-
alizada uma vez que foi encontrada alta homologia para
todos os peptideos da familia deste fator entre os mami-
feros (Javelaud & Mauviel 2004). Segundo McCarrel & For-
tier (2009) nado é necessaria a ativagido plaquetaria para a
liberagdo dos fatores de crescimento, por este motivo esta
ndo foi realizada antes da dosagem de TGF-f. Entretanto a
quantidade de TGF-f3 obtida no presente estudo foi inferior
ao encontrado por Carmona et al. (2007), fato que pode ser
explicado pela nio realizacdo da ativagio plaquetaria, que
resulta na liberacdo dos alpha granulos, nos quais estio
presentes os fatores de crescimento, dado este que contra-
diz McCarrel & Fortier (2009).

E consenso que, segundo Marx et al. (1998), o PRP ide-
al deve conter entre trés e cinco vezes mais plaquetas que

os niveis fisiolégicos, porém no presente estudo ndo foi
possivel obter esta concentracdo utilizando-se a centrifu-
ga. Apesar disso, a utilizagido da centrifuga vem ganhando
credibilidade por ser um procedimento de facil realiza¢do
e com baixo custo em relacdo as demais técnicas (Carmona
etal. 2009).

CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos em relacdo a maior
concentragdo plaquetaria nas condi¢bes experimentais, o
melhor protocolo foi o proposto por Carmona et al. (2007).

Levando-se em consideracdo a menor concentragio
leucocitaria nos diferentes tempos testados para tal meto-
dologia, o tempo de centrifugacdo de 10 minutos foi o mais
adequado para a aplicagido in vivo na Medicina Equina.

Nao houve diferenca significativa na quantidade de
TGF- entre os diferentes tempos testados para os quatro
protocolos selecionados, sendo este dado desconsiderado
como critério de escolha e ainda diferencial entre as dife-
rentes metodologias.
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