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Avaliação de sete protocolos para obtenção de plasma rico em plaquetas  
na espécie equina

Evaluation of seven platelet-rich plasma  processing protocols in the equine species
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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a 
capacidade de concentração plaquetária e sua correlação com os 
níveis do fator de crescimento TGF-B1, a presença de leucócitos e 
de hemácias nos diferentes protocolos utilizados na obtenção do 
plasma rico em plaquetas (PRP) de equinos, através do método 
manual. Dez equinos, sadios, com idade média de 7 anos (±2,39), 
pesando em média 500kg (±67,1) foram utilizados neste estudo. 
Os protocolos testados variaram na velocidade e no tempo nas 
duas centrifugações. As variáveis analisadas nas amostras de 
PRP foram: concentração de plaquetas, presença de leucócitos e 
hemácias, e níveis de TGF-β1 quantificados pelo teste ELISA. Os 
protocolos testados não diferiram na capacidade de concentração 
de plaquetas e nos níveis de TGF-β1. Entretanto, houve diferença 
significava entre o protocolo I e os demais por este apresentar 
maior número de hemácias e leucócitos nas amostras de PRP, 
sendo por esse motivo considerado um protocolo inadequado 
para processamento do volume de sangue utilizado. Os demais 
protocolos podem ser utilizados para obtenção de PRP terapêutico 
em equinos.
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ABSTRACT

PRP is plasma that contains a high numbers of 
platelets and growth factors in a small volume. The aim of this 
study was to evaluate seven different protocols to obtain PRP by 
the manual method according to their capacity to concentrate 
platelets, leukocyte and erythrocyte contamination and correlation 
between platelet count and TGF-β1 growth factor levels in PRP 
samples. Ten healthy horses with a mean age of 7 years (±2.39), 
weighing on average 500 kg (±67.1) were used in this study. The 
protocols tested varied according to the speed and time used at 
the two centrifugations. PRP samples were analyzed regarding 

platelet concentration, leukocyte and erythrocyte contamination 
and TGF-β1 levels quantified by ELISA. No significant differences 
among protocols were observed regarding the ability to 
concentrate platelets and TGF-β1. However, protocol I showed 
significantly higher erythrocyte and leukocyte counts in PRP 
samples than the other protocols, reason why it was considered 
inadequate for the volume of blood processed in this experiment. 
The remaining protocols are suitable for extracting PRP.
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INTRODUÇÃO

As plaquetas são pequenos fragmentos 
citoplasmáticos, anucleados, de forma discoide 
encontrados na corrente sanguínea que se originam a 
partir dos megacariócitos presentes na medula óssea 
(HANDIN et al., 1995). Esses fragmentos além de 
participarem do processo de hemostasia também 
atuam na reparação de feridas e na formação de 
um novo epitélio. A concentração de plaquetas no 
sangue total dos equinos pode variar entre 100.000 e 
350.000 plaquetas μL-1 que permanecem viáveis por 
aproximadamente 10 dias na circulação sanguínea 
(SCHALM et al., 1975). 

A obtenção do plasma rico em plaquetas 
(PRP) pelo método manual é uma técnica simples 
e de baixo custo que consiste da coleta de sangue 
autógeno em tubos contendo citrato de sódio ou em 
bolsas de sangue contendo citrato/fosfato/dextrose/
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adenina como anticoagulante. No processamento, 
pode-se realizar uma ou duas centrifugações do sangue 
total (VENDRAMIN et al., 2006; CARMONA, 
2006),  quando o produto final resulta em um pequeno 
volume de plasma com elevado número de plaquetas 
e fatores de crescimento (VENDRAMIN et al., 2006), 
sendo considerado uma opção útil no tratamento de 
muitas enfermidades (MAIA & SOUZA, 2009). 

Os fatores de crescimento (FC) 
provenientes dos a-grânulos plaquetários estimulam 
a quimiotaxia, proliferação e diferenciação celular, 
síntese de colágeno, neovascularização e deposição 
de matriz extracelular (EVERTS et al., 2006). Na 
literatura são descritos pelo menos sete FC derivados 
dos a-grânulos plaquetários: FC de transformação 
beta (TGF-β), FC derivado de plaquetas (PDGF), 
FC semelhante à insulina I (IGF-I), FC fibroblástico 
(FGF), FC epidermal (EGF), FC vascular endotelial 
(VEGF) e FC do tecido conjuntivo (CTGF) 
(CARMONA, 2006; MAIA, 2008; BARBOSA et al., 
2008). Devido a essas propriedades, o PRP se tornou 
um produto com grande potencial na integração de 
enxertos, sejam eles ósseos, cutâneos, cartilaginosos 
ou de gordura, bem como estimulante na cicatrização 
de feridas (VENDRAMIN et al., 2009).

O PRP tem sido bastante estudado na 
odontologia humana, sendo aplicado, principalmente, 
em pequenos enxertos ósseos realizados na região 
alveolar de implantes dentários e em cirurgias 
periodontais e maxilofaciais (MARX et al., 1998; 
ANITUA, 1999; MARX, 2004). Na medicina humana, 
o uso do PRP tem apresentado efeitos positivos 
em cirurgias plásticas (VEDRAMIN et al., 2006), 
ortopédicas (MISHRA & PAVELKO, 2006), e também 
no tratamento de osteoartrite (SANCHEZ et al., 2012). 
Entretanto, na medicina veterinária equina, o uso do PRP 
é mais recente com sua utilização descrita no tratamento 
de feridas (CARTER et al., 2003), tendinites e desmites 
(MAIA, 2008; SUTTER et al., 2008), osteoartrite 
(CARMONA et al., 2007), e na cicatrização de fraturas 
(CARMONA & LOPEZ,  2011).

Na medicina humana e veterinária, 
diversos protocolos para a obtenção de PRP foram 
propostos com o objetivo de concentrar um maior 
número de plaquetas viáveis em um volume mínimo 
de plasma (MARX, 2004; VENDRAMIN et al, 2006; 
CARMONA, 2006; MAIA, 2008; VENDRAMIN et 
al 2009).  Em virtude disso, o objetivo do presente 
estudo foi avaliar sete protocolos de obtenção de PRP 
quanto à capacidade de concentração plaquetária, 
presença de hemácias e leucócitos, e correlação entre 
a concentração de plaquetas e a de FC TGF-β1 nas 
amostras de PRP obtidas.

MATERIAL E MÉTODOS

Seleção dos animais
Dez cavalos adultos (cinco machos e cinco 

fêmeas), com idade média de 7 anos (±2,39), pesando 
em média 500kg (±67,1), clinicamente sadios, 
cujos parâmetros hematológicos e bioquímicos se 
encontravam dentro do intervalo de referência foram 
utilizados neste estudo. Só foram incluídos animais 
que apresentaram um número de plaquetas no sangue 
total superior a 100.000 plaquetas μL-1. Durante o 
experimento os animais foram mantidos em baias 
individuais, com alimentação a base de alfafa, ração 
comercial e água ad libitum.

Coleta de sangue 
Foram coletadas duas bolsas de sangue de 

450ml (CDPA-1) contendo citrato/fosfato/dextrose/
adenina como anticoagulante, através da venopunção 
com agulha 16-G, de cada um dos dez animais do 
grupo experimental. 

Processamento das amostras
Para a avaliação de cada protocolo a 

ser testado, foram utilizados 100ml de sangue 
acondicionados, assepticamente, em três tubos de 
polipropileno do tipo Falcon (50ml), sendo que, 
em um tubo, foram depositados 30ml e,  nos dois 
restantes, 35ml de sangue sendo que essa divisão foi 
feita para adequar à centrifuga do modelo ALC 4237 
centrífuge.  Os tubos Falcon com o sangue foram 
centrifugados uma primeira vez para separar o plasma 
da zona de névoa (camada flogística que contém 
os leucócitos) e hemácias. O plasma sobrenadante 
contendo as plaquetas foi transferido para um 
segundo tubo Falcon e novamente centrifugado, 
conforme o protocolo testado. Após essa segunda 
centrifugação o plasma sobrenadante foi descartado 
sendo conservados apenas 10ml de PRP, equivalentes 
a 10% do volume do sangue total inicial. As amostras 
de PRP foram acondicionadas em tubos eppendorf. 
Toda a manipulação das amostras foi realizada em 
uma capela de fluxo laminar.

Protocolos utilizados
Os protocolos (P) utilizados no 

processamento do sangue para a obtenção de PRP 
variaram quanto à velocidade e tempo de centrifugação 
como segue: PI centrifugação a 120g e 240g, ambas 
por 5 minutos (CARMONA, 2006); PII centrifugação 
a 120g e 240g durante 10 minutos (min) cada 
(CARMONA, 2006 modificado); PIII centrifugação 
a 300g e 640g por 10 min (VENDRAMIN, 2006); 
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PIV centrifugação a 400g e 800g por 10min 
(VENDRAMIN, 2009); PV centrifugação a 224g e 
440g por 10 min; PVI centrifugação a 113g e 652g  
por 10 e 5 min (BARBOSA, 2012 - informe verbal), 
respectivamente; PVII centrifugação a 120g e 473g 
por 5 min (MAIA, 2008) (Tabela1). Os protocolos 
PI, PIII, PIV e PVII foram adaptados dos protocolos 
originais (CARMONA, 2006; VENDRAMIN et al., 
2006; VENDRAMIN et al., 2009; MAIA, 2008) 
já que neste experimento modificaram-se alguma 
variáveis, como: volume de sangue, tubos para coleta 
de sangue, tipo de anticoagulante e porcentagem de 
descarte do plasma sobrenadante. 

Avaliação laboratorial das amostras
Amostras de 2ml de sangue total e de PRP 

obtido a partir de cada protocolo foram enviadas em 
tubos eppendorf ao laboratório para determinação 
do número de plaquetas, hemácias e leucócitos. A 
contagem das plaquetas foi realizada pelo método 
manual. Para tanto cada amostra de sangue e 
PRP foi diluída e homogeneizada em líquido de 
Brecher com oxalato de amônia a 1%. A contagem 
foi realizada em câmara de Neubauer, utilizando 
microscópio óptico binocular com aumento de 400x. 
A contagem das hemácias e leucócitos foi realizada 
com um contador hematológico semiautomático por 
impedância BCVet–2800 Mindray® (STOCKHAM et 
al., 2002). A concentração de plaquetas ([plaquetas]) 
foi determinada dividindo o número de plaquetas no 
PRP pelo número de plaquetas no sangue total.

Amostras obtidas a partir de cada protocolo 
foram estocadas em tubos eppendorf a -80ºC para 
dosagem do FC TGF-β1  usando o kit Quantikine 
ELISA Human TGF-β1.

Análise estatística
Os resultados obtidos foram analisados 

usando ANOVA e a comparação múltipla entre as 

médias das concentrações plaquetária foi realizada 
pelo teste de Turkey.  A análise de correlação foi usada 
para testar a relação entre a contagem de plaquetas e 
TGF-β1. Todas as análises foram realizadas usando 
o software Graphpad 5.0 com nível de significância 
em P<0,05. Os dados são apresentados como média ± 
erro padrão da média. 

RESULTADOS

Plaquetas - A concentração de plaquetas 
obtida utilizando sete diferentes protocolos é 
apresentada na figura 1. Não foi observada diferença 
na capacidade de concentrar plaquetas entre os sete 
protocolos usados na obtenção de PRP neste estudo 
(Figura 1A) (P>0,05). Todos os protocolos testados 
permitiram concentrar plaquetas em média quatro 
vezes acima do número inicial de plaquetas presente 
no sangue total. Em ordem decrescente os protocolos 
que resultaram na maior concentração média de 
plaquetas foram: PVI (5,4); PIV (4,8) = PV (4,8); PII 
(4,7); PIII (4,6); PVII (4,5); PI (4,1).

Leucócitos - Considerando a presença 
de leucócitos no PRP (Figura 1B), o PI, seguido 
dos protocolos PVII, PII, PVI, PV, PIV, PIII, foi o 
protocolo que apresentou maior concentração desse 
parâmetro nas amostras analisadas (P<0,05).

Hemácias - A presença de hemácias 
(Figura 1C) nas amostras de PRP  foi semelhante aos 
leucócitos na ordem decrescente de contaminação 
(PI; PVII; PII; PVI; PV; PIV = PIII),  não houve 
contaminação com hemácias nas amostras obtidas a 
partir dos PIII e PIV  (P<0,05).

TGF-β1 - Não foi observada diferença 
entre os sete protocolos quanto à presença do FC 
TGF-β1 nas amostras analisadas. Também  não 
houve correlação entre a concentração plaquetária, 
contagem de plaquetas e a concentração de TGF-B1 
nos sete protocolos testados (P<0,05). As médias de 
TGF-β1 nos sete protocolos na ordem decrescente 
foram: 14053 ± 5862pg ml-1 (PI), 12397 ± 1517pg ml-1 
(PVII), 10518 ± 2515pg ml-1 (PVI), 10004 ± 2440pg 
ml-1 (PV), 8796 ± 2294pg ml-1 (PIV), 7634 ± 1218pg 
ml-1 (PII) e 7198 ± 2996pg ml-1 (PIII) (P<0,05).

DISCUSSÃO

Neste estudo, foram usados apenas protocolos que 
utilizam duas centrifugações porque protocolos que 
incluem somente uma centrifugação não produzem 
PRP,  mas sim uma mistura de plasma pobre em 
plaquetas (PPP) e PRP, o que resulta em baixa 
concentração total de plaquetas (MARX, 2001).

Tabela 1- Força e tempo de centrifugação dos protocolos usados
para obtenção de PRP.

--Primeira centrifugação--- ---Segunda centrifugação---
Protocolos

Força (g) Tempo (min) Força (g) Tempo (min)

I 120 5 240 5
II 120 10 240 10
III 300 10 640 10
IV 400 10 800 10
V 224 10 440 10
VI 113 10 652 5
VII 120 5 473 5
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A maior força g e maior tempo na 
primeira e/ou segunda centrifugação utilizada nos 
protocolos PIV, PV e PVI resultaram em maior 
concentração plaquetária com médias de 4,8, 4,8 
e 5,4, respectivamente. A quantidade de plaquetas 
necessária para auxiliar nos processos cicatriciais 
ainda é incerta (MC LELLAN & PLEVIN, 2011). 
A recomendação atual é que a concentração de 
plaquetas viáveis no PRP seja de 3 a 5 vezes 
superior à presente  no sangue total (MARX, 2004; 
SMITH et al., 2006). Isso é observado em todos os 
protocolos testados neste experimento, em que as 
médias da concentração de plaquetas se mantiveram 
neste intervalo. 

A média de concentração das plaquetas 
de 4,6 no PIII foi semelhante ao observado por 
VENDRAMIN et al., (2006). Quando a média de 
concentração de plaquetas no PRP obtida com o PI 
(4,1) é comparada com a de Carmona (2006) e a do 
PVII (4,5) com a de MAIA (2008), observa-se que 
as médias obtidas neste trabalho foram superiores às 
descritas pelos autores citados em seus respectivos 
estudos, utilizando mesmo protocolo, porém com 
volume de sangue diferente. No PIV, a concentração 

de plaquetas no PRP foi de 4,8 apresentando 
resultado inferior ao observado pelo autor desse 
protocolo, utilizando menor volume de sangue total 
(VENDRAMIN et al., 2009). 

Os protocolos utilizados (quanto ao tempo 
e à força g) foram os mesmos que no experimento 
dos autores CARMONA (2006) e MAIA (2008), 
porém a metodologia utilizada foi diferente em 
relação ao volume de sangue, o tipo de centrífuga, o 
tipo de anticoagulante presente no sistema de coleta 
e o profissional treinado. MESSORA et al., (2009) 
acredita que esses fatores possam interferir também 
na concentração final de plaquetas no PRP.

Através do método manual de obtenção do 
PRP a média do número de plaquetas nos sete protocolos 
foi de 618.757 ± 91.630 plaquetas ml-1, número maior 
de plaquetas que o observado por CARMONA (2006) 
(250.000 plaquetas ml-1) utilizando método manual, 
e CARTER et al. (2003) (490.000 plaquetas ml-1), 
utilizando o método semiautomático, e menor que 
Sutter et al. (2004) (855.000 plaquetas ml-1), utilizando 
o método semi-automático de obtenção de PRP.

Considerando a contaminação das 
amostras de PRP com leucócitos (Figura 1B) e 

Figura 1A - Concentração de plaquetas ([plaquetas]) nos sete protocolos testados para obtenção de PRP. B)  Número de leucócitos 
nas amostras de PRP dos sete protocolos testados. C) Número de hemácias nas amostras de PRP. D) Concentração do 
fator de crescimento TGF-β1 nas amostras de PRP nos sete protocolos.
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hemácias (Figura 1C), os protocolos PI, PVII e PII 
foram os que apresentaram maior índice desses 
constituintes nos ensaios (P<0,05). Isso é atribuido 
à menor força g e ao menor tempo de centrifugação 
usados nesses protocolos e, possivelmente, ao maior 
volume de sangue utilizado neste experimento do que 
o usado pelos autores desses protocolos.

MARX & GARG (1999) relatam que a 
presença de leucócitos no PRP lhe confere resistência 
natural a processos infecciosos e/ou alérgicos. 
MCCARREL & FORTIER (2009) não consideram a 
presença de leucócitos no PRP um fator positivo e 
sugerem uma relação entre a presença de leucócitos 
no PRP, aumento do catabolismo e diminuição da 
síntese de matriz extracelular nos tecidos. Isso pode 
ser importante quando se considera o uso intra-
articular do PRP. CARMONA (2006) recomenda 
minimizar o número de leucócitos no PRP quando 
se deseja utilizá-lo em articulações. Mais ainda, 
parece haver uma correlação positiva entre as células 
brancas do sangue e o fator de necrose tumoral e a 
interleucina 1 (MC CARREL & FORTIER, 2009). 
Portanto, o método para a obtenção de PRP mais 
adequado seria aquele que também resulta na menor 
presença de leucócitos para maximizar os benefícios 
das plaquetas. 

Neste estudo não foram observadas 
diferenças significativas entre os protocolos quanto 
à capacidade de concentração de plaquetas e os 
níveis de TGF- β1 fato este também observado por 
VENDRÚSCULO et al. (2011). O PI e o PVII foram 
os protocolos que apresentaram maior quantidade 
de TGF-β1 nas amostras. Esses protocolos também 
apresentaram a maior presença de leucócitos. 
Segundo WEIBRICH et al., (2003) existem outras 
células além das plaquetas, como os leucócitos, que 
têm a capacidade de liberar fatores de crescimento. 
A média de TGF-β1 nas amostras obtidas a partir 
dos sete protocolos foi de 10085 ± 2492 pg ml-1,  
superior à descrita por CARTER et al. (2003) (7480 
pg ml-1), mas inferior às encontradas por SUTTER 
et al. (2004) (23600 pg ml-1) e CARMONA (2006) 
(12515 pg ml-1).

Embora o PRP seja, sem dúvida alguma, 
uma alternativa terapêutica promissora na medicina 
equina, ainda há muitas lacunas relativas ao seu uso 
que devem ser preenchidas.  Para o uso seguro e 
eficaz do PRP em cavalos é necessário, entre outros, 
determinar a frequência ideal de administração, bem 
como o volume a ser utilizado, a necessidade de 
ativação das plaquetas em algumas ou em todas as 
terapias e o momento em que o uso desta terapia é 
mais eficiente.

CONCLUSÃO

Apesar de não terem sido observadas 
diferenças entre os protocolos testados, recomenda-se 
o uso dos protocolos PIV, PV e PVI para obtenção de 
PRP, pois esses foram os protocolos que apresentaram 
maiores médias de concentrações plaquetárias, níveis 
favoráveis de TGF-B1 e menor  presença de hemácias 
e leucócitos. 
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