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Resumo

Introducao e objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar um protocolo
de dnica centrifugacdo para o preparo do plasma rico em plaquetas
(PRP). Material e métodos: Foram utilizados 10 coelhos (White New
Zealand) machos, adultos, com peso entre 2,8 e 4 kg. ApOs anestesia
geral, foi realizada puncao cardiaca, obtendo-se 10 mL de sangue de
cada animal. Cada amostra de sangue foi centrifugada de acordo com
um protocolo de dnica centrifugacao para o preparo do PRP Foi feita,
entdo, a contagem manual de plaquetas do sangue periférico (total)
coletado de cada animal e das amostras de PRP Os dados obtidos
foram submetidos a analise estatistica. Resultados: A normalidade
dos dados foi comprovada e o teste t de Student foi utilizado (p <
0,05). As amostras de PRP apresentaram uma quantidade média
de plaquetas significativamente maior que a do sangue periférico
(781875217693 e 446389+x181538, respectivamente). A
concentracao média de plaquetas das amostras de PRP em relacao
as amostras de sangue periférico foi de 180,73%=31,01. Conclusao:
Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que o protocolo de
Unica centrifugacao para o preparo do PRP foi capaz de concentrar
plaquetas em niveis menores do que o dobro da quantidade presente
no sangue periférico. Futuros estudos sdo necessarios para avaliar
os reais efeitos biolégicos de amostras de PRP preparadas de acordo
com esse protocolo.

Abstract

Introduction and objective: The purpose of this study was to evaluate
a single-centrifugation protocol to prepare platelet-rich plasma (PRP).
Material and methods: Ten white adult male (New Zealand) rabbits
weighing 2.8 to 4 kg were used. After general anesthesia, 10 ml of
blood were drawn from each animal via cardiac puncture. Each blood
sample was centrifuged according to a single-centrifugation protocol to
prepare PRP. The platelets in the whole blood and PRP samples from
each animal were counted manually. Data were submitted to statistical
analysis. Results: The normality of the data was confirmed and the
Student’s t test was applied (p < 0.05). PRP samples presented an
average platelet count significantly higher than that of whole blood
(781.875 = 217.693 and 446.389 + 181.538, respectively). The average
percentage increase in PRP platelet count in relation to the whole blood
was 180.73% = 31.01. Conclusion: Within the limits of this study, it
can be concluded that the single-centrifugation protocol achieved lower
platelet concentrations than the double amount of platelets presented in
the whole blood. Further studies are required to evaluate the biological
effects of PRP samples prepared according to this protocol.

Introducao

os eventos biolégicos responsaveis pela formacao
(estagio embrionario) e manutencao (estagio pos-

Os fatores de crescimento representam uma
classe de mediadores biolégicos que regulam
a proliferacao, a quimiotaxia e a diferenciacao
celular [12]. A aplicacao terapéutica desses fatores,
objetivando a regeneracao de um determinado
tecido, fundamenta-se na tentativa de mimetizar

natal) desse tecido [18].

Uma técnica viavel para a obtengao de uma alta
concentracao de fatores de crescimento foi sugerida
por Marx et al. (1998) [13], mediante preparacao do
plasma rico em plaquetas (PRP) autélogo. Segundo
Marx (2001)[15], o PRP representa um volume de



plasma autélogo que possui uma concentracao de
plaquetas acima da normalmente encontrada no
sangue. O namero aumentado de plaquetas concentra,
em seus granulos o, uma grande quantidade de
fatores de crescimento, principalmente o fator de
crescimento derivado da plaqueta (PDGF) e o fator
de crescimento transformador-f§ (TGF-f3).

A técnica inicialmente descrita para obtencao do
PRP foi proposta por meio do método de separacao
celular descontinua, que normalmente utiliza uma
grande quantidade de sangue (450 mL) [13, 27].
Esse método, porém, ¢ limitado pela tecnologia
empregada e pelo volume de sangue necessario,
ficando restrito a institutos de transfusao de sangue
ou a ambientes hospitalares [22, 24].

Recentemente alguns protocolos simplificados
tém sido sugeridos para a producao de pequenas
quantidades de PRP com o uso de centrifugas de
bancada [1, 10, 20]. Tais protocolos representam
uma evolucao da técnica proposta no inicio, em
funcao do baixo custo de producao envolvido e da
possibilidade de execu¢ao em ambiente ambulatorial
[25]. Além disso, esses métodos sdo mais bem aceitos
pelo paciente porque produzem menos estresse no
sistema cardiovascular e podem ser realizados em
poucos minutos.

Os protocolos e as técnicas cirurgicas utilizados
no preparo € na administracao do PRP diferem-
se amplamente [17, 26], causando variacoes em
uma propriedade fundamental do PRP ou seja, a
concentracao de plaquetas, o que pode influenciar
marcadamente o efeito biolégico do PRP [2]. Portanto,
o uso de protocolos simplificados para o preparo do
PRP tem de ser feito com cuidado, e muitos detalhes
precisam ser levados em consideracao. O processo
de centrifugacao para o preparo do PRP deve, por
exemplo, ser estéril, capaz de separar as plaquetas
das células vermelhas do sangue e promover o
sequestro delas sem nenhum tipo de dano ou lise
que possa ativar a secrecao antecipada dos fatores
de crescimento. Segundo Marx (2001) [15], o PRP
precisa possuir um aumento de 300 a 400% de
plaquetas em relacdo a quantidade presente no
sangue periférico para que ele seja capaz, de fato,
de acelerar o processo de cicatrizacao.

Marx et al. (1998) [13] afirmaram que um
protocolo de dupla centrifugacido € essencial para
que se possa, verdadeiramente, concentrar as
plaquetas durante o preparo do PRP. Por outro
lado, Anitua (1999) [1] preconiza um protocolo
de unica centrifugacdo, embora a concentracao
de plaquetas obtida com esse procedimento nao
tenha sido demonstrada. Grandes variacdes nas
concentracoes de plaquetas sao encontradas nos

RSBO v. 6, n. 2, 2009 - 137

protocolos de tnica [4] ou dupla centrifugacao
[10, 20], sendo necessarias melhores reproducao e
investigacao deles. Nesse contexto, a aplicacdo clinica
controlada de determinado protocolo de preparo
do PRP ou o estudo deste em modelos animais sao
de fundamental importancia para que se consiga,
concretamente, mensurar € compreender seus
verdadeiros beneficios biolégicos no processo de
regeneracao tecidual [26].

O objetivo deste estudo foi avaliar um protocolo
de tnica centrifugacdo para o preparo do plasma
rico em plaquetas (PRP).

Material e métodos

Modelo experimental

Foram utilizados 10 coelhos (White New Zealand)
machos, adultos, com peso variando de 2,8 a 4 kg,
provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP),
campus de Botucatu, Sao Paulo. Os animais foram
mantidos em gaiolas unitarias sob temperatura
ambiente, alimentados com racao sélida e agua ad
libitum, durante todo o procedimento experimental.
O protocolo experimental foi aprovado pela
Comissao de Etica na Experimentacdo Animal da
UNESPE campus de Aracatuba.

Anestesia

Para a realizacao de todos os procedimentos
experimentais, os animais foram anestesiados por
injecao intramuscular de xilazina (0,25 mL/kg de
peso corporal) associada a quetamina (0,35 mL/kg
de peso corporal).

Preparo do PRP

1. Pung¢ao cardiaca e coleta do sangue: Por
meio de puncao cardiaca, 10 mL de sangue foram
coletados de cada animal, com auxilio de agulha e
seringa. O volume sanguineo coletado de cada animal
foi distribuido e armazenado em tubos a vacuo
contendo citrato de s6dio como anticoagulante.
De cada tubo, 0,5 mL de sangue foi removido para
a contagem de plaquetas. Os tubos foram, entao,
submetidos a centrifugacao.

2. Centrifugacao do sangue (adaptacao do
protocolo de Anitua [1]): A separacao celular
dos elementos do sangue coletado foi feita por
centrifugacao, utilizando-se uma centrifuga
laboratorial refrigerada (Beckman J-6M Induction
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Drive Centrifuge, Beckman Instruments Inc., Palo
Alto, CA, EUA). Os tubos foram centrifugados a 160
G (760 rpm) por 6 minutos, a temperatura ambiente,
resultando em trés componentes basicos: células
vermelhas do sangue (fundo do tubo), PRP (meio
do tubo) e plasma pobre em plaquetas (PPP) (parte
superior do tubo). Efetuaram-se, assim, a pipetagem
e o descarte de 1 mL de PPP. Um ponto foi marcado
2 mm aquém da linha que separava o componente
superior € o componente inferior do tubo. Todo o
conteudo acima desse ponto, de aproximadamente
1,2 mL, foi pipetado. Esse volume de plasma
correspondeu ao PRP (figura 1).

Componente de
células vermelhas

Figura 1 — Separacdo do PRP ap6s a centrifugacdo do
sangue

Contagem de plaquetas

O liquido de Brecher foi usado para lisar os
eritrécitos e diluir as amostras de sangue periférico
e de PRP. As plaquetas nas amostras diluidas foram,
entdo, contadas manualmente em uma camara
de Neubauer. Além disso, esfregacos de sangue
periférico foram corados com Panético Rapido LB
(LaborClin, Pinhais, PR, Brasil) para verificar a
morfologia das plaquetas.

Analise estatistica

A normalidade dos dados foi comprovada e a
significancia das diferengas entre a quantidade de
plaquetas presentes no sangue periférico e no PRP
foi analisada pelo teste t de Student. A relagao entre
a quantidade de plaquetas presentes no PRP e no
sangue periférico foi avaliada pelo teste de correlacao

de Pearson. Para todos os testes, foi adotado o nivel
de 5% de significancia.

Resultados

Dois animais foram excluidos apés a centrifugacao
do sangue para o preparo do PRP. O baixo volume
de PPP obtido nas amostras centrifugadas deles nao
permitiu o preparo do PRP conforme o protocolo de
Unica centrifugacao.

Os esfregacos de PRP apresentaram maiores
concentracoes de plaquetas do que os de sangue
periférico. Em ambos os esfregacos, as plaquetas
apresentavam morfologia normal (figura 2).
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Figura 2 — Esfregaco de PRP (B) mostrando maior
concentracdo de plaquetas (setas) do que o esfregaco
de sangue periférico (A)

A quantidade média de plaquetas nas amostras
de PRP e sangue periférico, o aumento percentual
médio obtido e as variacoes em cada animal estao
apresentados na figura 3 e na tabela I.

Uma significante correlacao foi observada entre
a quantidade de plaquetas do sangue periférico e do
PRP (r, = 0,93, p = 0,002).
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Figura 3 — Quantidade de plaquetas por microlitros nas
amostras de sangue periférico e de PRP de cada animal

Tabela | - Quantidade de plaquetas e desvios-padrdo nas amostras de PRP e de sangue periférico

Amostras n Numero médio Desvio- Aumento percentual Desvio-
de plaquetas padrao médio (%) padrao (%)
Sangue periférico 8 446389a +181538 - -
PRP 8 781875b +217693 180,73 +31,01

* Letras diferentes indicam diferenga estatistica entre os grupos (p < 0,05)




Discussao

Diferentes protocolos para o preparo do PRP
podem proporcionar maior ou menor concentracao
de plaquetas e, consequentemente, diferentes efeitos
biolégicos apés o uso clinico dele. Assim, Grageda
(2004) [6] sugeriu a observancia da quantidade de
plaquetas como um dos fatores primordiais para a
padronizacao metodoldgica dos estudos que buscam
avaliar a capacidade regenerativa do PRP.

Um PRP capaz de favorecer a regeneracao de
tecidos duros e moles, chamado por Marx (2004)
[14]de “PRP terapéutico”, foi definido como aquele
que possui uma quantidade de plaquetas 3 a 4 vezes
maior que a do sangue periférico, em humanos.
Haynesworth et al. (2002) [7] demonstraram
que a proliferacao e a diferenciacao de células
mesenquimais indiferenciadas estao diretamente
relacionadas a concentracao de plaquetas. Esses
autores mostraram, em humanos, uma curva dose-
resposta, que indicou uma suficiente resposta celular
quando um aumento em torno de 400 ou 500% de
plaquetas em relacao ao sangue periférico foi obtido.
Estudos em caes e coelhos também demonstraram
que essa concentracao de plaquetas foi efetiva para
acelerar a cicatrizacdo 6ssea [8, 23]. No presente
trabalho, os animais apresentaram uma quantidade
média de plaquetas no sangue periférico em torno
de 446.389 plaquetas/uL. Essa quantidade esta de
acordo com os parametros normais para a espécie
animal estudada [3]. Com relagdo a concentracao
de plaquetas nas amostras de PRE o protocolo de
Unica centrifugacdo utilizado neste estudo nao foi
capaz de produzir um “PRP terapéutico”.

A baixa concentracao de plaquetas obtida com
o protocolo de unica centrifugacdo poderia ser
justificada pelo namero de centrifugacoes realizadas.
Segundo Marx (2001) [15], os protocolos de tnica
centrifugacao nao produzem PRP, mas sim uma
mistura de PPP e PRP. Ainda de acordo com Marx
(2001) [15], para que seja possivel verdadeiramente
concentrar plaquetas do sangue periférico, o
protocolo deve utilizar uma técnica de dupla
centrifugacdo. A primeira (chamada também de
centrifugacao pesada) separara as células vermelhas
do plasma, o qual contém plaquetas, leucdcitos
e fatores de coagulagao. A segunda (chamada de
centrifugacao leve) refina a amostra, separando as
plaquetas do plasma, juntamente com leucécitos
e uma pequena quantidade de células vermelhas.
Essa segunda centrifugacao, livre da obstrucao
ocasionada por um grande numero de células
vermelhas no momento da primeira centrifugacao,
produz o PRP e o separa do PPP.
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Além da baixa concentracao de plaquetas,
o protocolo empregado na presente pesquisa
nao considera a possibilidade de variacées no
hematécrito dos individuos, recomendando um valor
fixo (em torno de 1 mL) para pipetagem do PPP apés
o processo de centrifugacao. Preconiza-se, ainda, que
o plasma restante, incluindo 1 a 2 mm da porcao
superior de células vermelhas, deve totalizar um
volume de 1,2 mL por tubo para constituir o PRP.
Neste estudo, tais restricoes tornaram o referido
protocolo inapropriado para alguns animais que
apresentaram a quantidade total de plasma inferior
a 1 mL apés o processo de centrifugacdo. Esse
volume plasmatico nao representa um parametro
de anormalidade, mas apenas caracteriza variacoes
no hematocrito, cuja ocorréncia foi também relatada
no estudo de Efeoglu et al. (2004) [5].

Nao s6 o namero de centrifugacoes é importante
no preparo do PRP, mas ainda a forca de rotacao
selecionada. Um aumento desta pode garantir maior
concentracao de plaquetas[3]. Entretanto é preciso
considerar que forcas mecanicas demasiadamente
elevadas para o preparo do PRP sao capazes,
também, de ativar precocemente as plaquetas,
levando a liberacado dos fatores de crescimento
e, consequentemente, a perda deles no plasma
sobrenadante durante o processo de centrifugacao,
comprometendo a eficiéncia terapéutica do PRP
[3]. No presente trabalho, embora a centrifugacao
do sangue a 160 G nao tenha proporcionado uma
concentracao adequada de plaquetas nas amostras
de PRP, a morfologia das plaquetas nao foi afetada,
o que sugere auséncia de ativacao plaquetaria. Esse
aspecto favoravel reflete uma vantagem do protocolo
de tnica centrifugacao utilizado no presente estudo.
Menos pipetagem e menor manipulacao da amostra,
fatores inerentes a tal protocolo, evitam a ativacao
precoce das plaquetas [19]. E importante destacar
ainda que a menor manipulacao das amostras
torna-se um fator critico quando nao é realizada
em ambiente com fluxo laminar. Como as clinicas e
os centros cirdrgicos comuns nao sao normalmente
equipados com filtros de ar com fluxo laminar, €
grande a possibilidade de contamina¢ao do material
exposto, pela deposicao de particulas suspensas
no ar.

Do ponto de vista clinico, ¢ importante enfatizar
que a quantidade de plaquetas das amostras de
PRP preparadas neste estudo pode ser estimada
tomando-se como referéncia a quantidade de
plaquetas no sangue periférico. Isso significa que
o protocolo de unica centrifugacao deste trabalho
mostrou-se altamente previsivel na concentracao de
plaquetas (r, = 0,93, p = 0,002), sendo essa uma
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caracteristica de suma importancia para a utilizacao
de qualquer protocolo para preparo do PRP nos
procedimentos clinicos médicos e odontoldgicos.

Consideracao especial deve ser dada ao método
manual de contagem de células utilizado nesta
pesquisa. A contagem de plaquetas constitui um
parametro hematolégico passivel de erro, € nao ha
nenhum procedimento ideal para quantificar esse
elemento. Questionamentos tém sido levantados
nao apenas em relacao a metodologia em si, como
também sobre o grau de concordancia entre os
métodos manual e automatizado [9, 11, 16, 21].
Apesar de alguns autores mostrarem vantagens
da contagem automatica de plaquetas [28], outros
concordam que ela reflete menos confiabilidade do
que a contagem manual, principalmente em casos
de trombocitopenia [9, 11].

A precisao e areprodutibilidade sao caracteristicas
fundamentais do método cientifico. O desenvolvimento
e a eventual aplicacado clinica de dispositivos e
materiais biomédicos requerem uma aderéncia
estrita a metodologia cientifica. O desenvolvimento
de novos biomateriais para o uso na reconstrucao
de tecidos perdidos nao € uma excecao a tal regra.
Dessa forma, a escolha de um modelo animal
adequado € essencial para que as avaliagOes obtidas
sejam confiaveis e mimetizem, com profundidade
cientifica, o seu uso em seres humanos e, em um
espectro maior, em uma populacao especifica. Esses
argumentos reforcam a escolha do modelo animal
adotado neste trabalho — um roedor, o coelho (White
New Zealand). Os coelhos, embora sejam animais
pertencentes a uma escala filogenética distante da
do homem, apresentam algumas vantagens como
modelo experimental para estudos do PRP Por serem
animais de médio porte, tornam possivel a coleta de
um volume de sangue suficiente para o preparo de
um PRP autégeno, mantendo o animal com todos
os seus sinais vitais preservados e sem nenhum
tipo de comprometimento sistémico [5]. Além disso,
destacam-se também o baixo custo e a facilidade de
obtencao, manuseio € manutencao.

As controvérsias existentes a respeito dos
reais beneficios do PRP como potencializador
dos processos cicatriciais devem ser analisadas,
principalmente a luz do protocolo escolhido para
o preparo do biomaterial. Nem todos os protocolos
disponiveis sao eficientes no preparo do PRP.

Conclusao

Dentro dos limites desta pesquisa, pode-se
concluir que o protocolo de tinica centrifugacao para
o preparo do PRP foi capaz de concentrar plaquetas
em niveis menores do que o dobro da quantidade

presente no sangue periférico. Futuros estudos sao
necessarios para avaliar os reais efeitos bioldgicos
de amostras de PRP preparadas de acordo com esse
protocolo.
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