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Resumo
Palavras-chave: plasma
rico em plaquetas;
contagem de plaquetas;
centrifugacao.

Introducao e objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar as
concentracoes de plaquetas obtidas de plasma rico em plaquetas
(PRP) preparado de acordo com um protocolo de dupla centrifugacao.
Material e métodos: Foram utilizados 8 coelhos (White New Zealand)
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machos, adultos, com pesos entre 2,8 e 4 kg. Ap6s anestesia geral,
realizou-se punc¢ao cardiaca, obtendo-se 10 mL de sangue de cada
animal. Cada amostra de sangue foi centrifugada de acordo com
o protocolo de Sonnleitner et al. (2000). Fez-se, 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. A normalidade dos dados foi comprovada e o teste
t de Student foi utilizado (p < 0,05). Resultados: As amostras de PRP
apresentaram uma quantidade média de plaquetas significativamente
maior que a do sangue periférico. Conclusao: Dentro dos limites
deste estudo, concluiu-se que o protocolo de dupla centrifugacao foi
apropriado para a produc¢ao do PRP.

Abstract

Introduction and objective: The purpose of this study was to evaluate
the concentrations of platelets obtained from platelet rich plasma (PRP)
prepared according to the double-centrifugation protocol. Material
and methods: Eight adult male rabbits (White New Zealand) 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 the protocol of Sonnleitner et al. (2000). The
peripheral blood (total) from each animal and the PRP samples platelets
were counted manually. Data were submitted to statistical analysis. The
normality of the data was confirmed and the Student’s t test was applied
(p < 0.05). Results: PRP samples presented an average platelet count
significantly higher than that of peripheral blood. Conclusion: Within
the limits of this study, it was concluded that the double-centrifugation
protocol was adequate to prepare PRP

Introducao

plaquetas concentra, em seus granulos o, uma

Os fatores de crescimento representam uma
classe de mediadores biolégicos que regulam
a proliferacao, a quimiotaxia e a diferenciacao
celular [5]. A aplicacao terapéutica desses fatores
com o intuito de regenerar um determinado tecido
fundamenta-se na tentativa de mimetizar os eventos
biolégicos responsaveis pela formacao (estagio
embriondrio) e pela manutencao (estagio pés-natal)
dele [18].

Embora seja evidente o papel fundamental dos
fatores de crescimento nos eventos envolvidos no
processo de cicatrizacao dos tecidos [13], a utilizacao
deles isoladamente é uma realidade distante da
pratica clinica, pois de uma forma geral ndo estao
disponiveis comercialmente para uso cotidiano.

Uma técnica viavel para obter uma alta
concentracao de fatores de crescimento foi proposta
por Marx et al. (1998) [14], por meio da preparacao
do plasma rico em plaquetas (PRP) autélogo.
Segundo Marx (2001) [16], o PRP representa
um volume de plasma autélogo que possui uma
concentracao de plaquetas acima da normalmente
encontrada no sangue. O nimero aumentado de

grande quantidade de fatores de crescimento,
principalmente o fator de crescimento derivado da
plaqueta (platelet derived growth factor - PDGF) e o
fator de crescimento transformador-f3 (transforming
growth factor beta — TGF-B).

A técnica para obtencao do PRP ja foi descrita na
literatura [ 14, 26] e envolve, basicamente, o sequestro
€ a concentracao das plaquetas no plasma sanguineo,
com sua subsequente aplicacao na area da ferida
em cicatrizacao. Foi observado, em humanos, que
a cicatrizacao do osso e dos tecidos moles pode ser
potencializada pela aplicacao do PRP [2, 12, 14, 26]
em uma concentracao de 1.000.000 plaquetas/uL,
ou seja, em uma concentracao 338% maior que as
encontradas habitualmente no sangue [14].

Entretanto o uso clinico do PRP foi proposto
inicialmente por meio do método de separacao
celular descontinua, que normalmente utiliza uma
grande quantidade de sangue (450 mL) [14, 26].
Esse método, porém, € limitado pela tecnologia
empregada e pelo volume de sangue necessario,
ficando restrito a institutos de transfusao de sangue
ou a ambiente hospitalar (21, 23].



Recentemente alguns protocolos simplificados
tém sido propostos para a producao de pequenas
quantidades de PRP com o uso de centrifugas de
bancada [1, 19, 10]. Tais protocolos representam
uma evolucao da técnica inicialmente apresentada,
em funcao do baixo custo de producao e da
possibilidade de execu¢ao em ambiente ambulatorial
[25]. Além disso, esses métodos sdo mais bem-aceitos
pelo paciente porque produzem menor estresse no
sistema cardiovascular € podem ser realizados em
poucos minutos.

O emprego desses protocolos, no entanto, deve
ser feito com cautela, e muitos detalhes precisam ser
levados em consideracao. Basicamente, o processo
de centrifugacao para o preparo do PRP deve 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
[16]. Além disso, a quantidade de plaquetas obtida
¢ estritamente dependente do tipo de protocolo
utilizado [24].

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

Material e métodos

Modelo experimental

Foram utilizados 8 coelhos (White New Zealand)
machos, adultos, com peso entre 2,8 ¢ 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 Experimentacio Animal da
Unesp, Campus de Aracgatuba.

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. Puncao cardiaca e coleta do sangue
Por meio de puncao cardiaca, 10 mL de sangue
foram coletados de cada animal, com auxilio de
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agulha e seringa. O volume sanguineo retirado de
cada animal foi distribuido e armazenado em tubos
de vacuo de 4,5 mL contendo citrato de s6dio como
anticoagulante. Cerca de 1 mL do sangue coletado
foi separado para contagem de plaquetas. Os 9 mL
restantes, distribuidos em tubos de 4,5 mL, foram
submetidos ao processo de homogeneizacao por 5
minutos e posteriormente foram centrifugados.

2. Centrifugacio do sangue — protocolo de Sonnleitner
et al. (2000) [19]

Primeira centrifugacao: A separacao celular
dos elementos do sangue coletado foi feita por
centrifugacao, utilizando-se uma centrifuga
laboratorial refrigerada (Beckman J-6M Induction
Drive Centrifuge, Beckman Instruments Inc., Palo
Alto, CA, EUA). Os tubos foram centrifugados a
160 g (760 rpm) por 20 minutos, a temperatura
de 22°C, resultando em trés componentes basicos:
células vermelhas do sangue (CV) (fundo do tubo),
PRP (meio do tubo) e plasma pobre em plaquetas
(PPP) (parte superior do tubo).

Segunda centrifugacao: Para aumentar a
concentracao de plaquetas, foi marcado um ponto
de 6 mm além da linha diviséria existente entre o
componente superior do tubo (PPP) e o componente
inferior do tubo (CV). Toda aregido acima da marcagao
foi pipetada e transferida para outros tubos a vacuo
vazios, sem citrato de s6dio, para nova centrifugacao a
400 g (1200 rpm) por 15 minutos. Assim, separou-se
todo o PPP, e a substancia remanescente correspondia
ao PRP. Ambos foram transferidos para placas de
Petri distintas (figura 1).

Figura 1 - Representacdo esquematica do protocolo de
dupla centrifugacdo (Sonnleitner et al., 2000) utilizado
para o preparo do PRP

Contagem de plaquetas

Cerca de 0,5 mL de cada fracao de PRP obtido
foi separado para contagem do nimero de plaquetas.
As plaquetas presentes no sangue periférico dos
animais € nas amostras de PRP foram contadas
manualmente em camara de Neubauer, utilizando
um microscépio 6ptico binocular com objetiva de
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40x. Para a realizacdo desse método, cada amostra
de sangue foi separada, diluida e homogeneizada
em liquido de Brecher. Além disso, efetuaram-se
esfregacos das amostras de sangue periférico e de
PRPE corados com Panético Rapido LB (LaborClin,
Pinhais, PR, Brasil).

Analise estatistica

Os aumentos percentuais dos niveis de plaquetas
do PRPE em relacao ao numero de plaquetas do sangue
periférico de cada animal, foram calculados pela
divisdo do niamero de plaquetas do sangue periférico
com o numero de plaquetas do PRP. O valor resultante
foi multiplicado por 100. Os dados percentuais foram
transformados em arcosseno, € a significancia das
diferencas entre a quantidade de plaquetas presentes
no sangue periférico e no PRP preparado de acordo
com o protocolo de Sonnleitner et al. (2000) [19] foi
analisada pelo teste t de Student (p < 0,05).

Resultados

Os esfregacos de PRP exibiram um maior
numero de plaquetas do que os de sangue periférico
(figura 2). A contagem de plaquetas em Camara de
Neubauer mostrou diferenca estatistica significativa
(p < 0,05) entre a quantidade de plaquetas do PRP
e a do sangue periférico (figura 3).

Figura 2 - Esfregaco das amostras de sangue periférico
(A) e do PRP (B). As plaquetas estdo indicadas pelas
setas

*diferenca estatistica significativa entre os grupos (p < 0,05)
Figura 3 - Desvio-padrdao da quantidade média de
plaquetas do sangue periférico e do PRP

Discussao

A precisao e areprodutibilidade sao caracteristicas
fundamentais do método cientifico. O desenvolvimento
e a eventual aplicacao clinica de dispositivos e
materiais biomédicos requerem uma aderéncia estrita
a metodologia cientifica. O desenvolvimento de novos
biomateriais para uso na reconstrucao de tecidos
perdidos nao € uma excecdo a essa regra [6]. Desse
modo, a escolha de um modelo animal adequado é
fundamental para que as avaliacoes obtidas sejam
confidveis e possam mimetizar, com profundidade
cientifica, o seu uso em seres humanos e, em um
espectro maior, em uma populacio especifica.

Tais argumentos reforcam a escolha do modelo
animal para este trabalho: um roedor, o coelho (White
New Zealand). Os coelhos, embora sejam animais
pertencentes a uma escala filogenética distante a do
homem, apresentam algumas vantagens como modelo
experimental para estudos do PRP. Por serem 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 [4]. Entre outras vantagens apresentadas
pelo coelho como modelo experimental, destacam-
se também o baixo custo e a facilidade de obtencao,
manuseio e manutencao [4].

Atualmente os estudos relacionados ao PRP e a
sua aplicacao na Odontologia dedicam atencéo especial
a varios detalhes técnicos envolvidos no preparo
dessa biotecnologia, tais como: o tipo de centrifuga,
o tipo de anticoagulante dos sistemas de coleta de
sangue, a velocidade de centrifugacao selecionada,
a quantidade e o tipo de fatores de crescimento
existentes no PRP e o namero de plaquetas presente
nas amostras de sangue do individuo antes e apos
o preparo do PRP [4].

Em relacao a quantidade de plaquetas, o aumento
médio percentual de plaquetas do PRP encontrado
neste estudo foi numericamente semelhante ao
valor proposto por Marx (2004) [15] em humanos.
Segundo Marx (2004) [15], para que o PRP seja
considerado “terapéutico” e tenha potencial de
influenciar biologicamente as células de um leito
receptor, a quantidade de plaquetas precisa ser 5
vezes maior que a de plaquetas do sangue periférico,
em humanos.

Avalidade da comparacao direta do valor proposto
para obter um PRP “terapéutico” em humanos e a
simples adocao desse valor para uma outra espécie
animal, como os coelhos, poderiam, entretanto,
ser questionadas. Embora se tenha observado um
aumento percentual médio de plaquetas no PRP de
coelhos semelhante ao proposto como ideal para o
PRP em humanos, existem diferencas fundamentais
na morfologia dos elementos figurados do sangue
entre coelhos e humanos, sendo a principal delas o



tamanho das plaquetas (5,17 + 0,46 um?® para humanos
e 4,78 = 0,26 um?® para coelhos) [7]. Tais diferencas,
por si so6s, fazem com que qualquer comparacao
entre PRPs obtidos de diferentes espécies animais,
feita simplesmente pela coincidéncia de valores,
seja empirica e superficial. Como o objetivo deste
trabalho se limitou a verificagcao quantitativa
da concentragao de plaquetas de um protocolo
especifico, sem a avaliacao de seus efeitos biologicos,
€ necessario comparar os valores encontrados no
protocolo adotado tendo como referéncia os estudos
conduzidos por Marx et al. (1998) [14], Kim et al.
(2002) [8], Zechner et al. (2003) [27] e Weibrich et
al. (2004) [22]. Esses autores observaram que as
concentracoes de plaquetas de aproximadamente
400 a 500% em relacao ao sangue periférico tinham
um efeito positivo na cicatrizacao 6ssea em quatro
espécies animais diferentes (miniporco, cao, humano
e coelho).

Para alguns autores, um aumento no nimero de
plaquetas acima de 400% em relacao a quantidade
de plaquetas do sangue periférico e os resultados
biolégicos obtidos por meio desse aumento sao
diretamente dependentes do método de centrifugacao
[16, 23, 24, 25]. De acordo com Marx (2001) [16], para
que se possa verdadeiramente concentrar plaquetas do
sangue autélogo, o protocolo adotado deve utilizar uma
técnica de dupla centrifugacdo, como o protocolo de
Sonnleitner et al. (2000) [19]. A primeira centrifugacao
(chamada também de centrifugacao pesada) separara
as células vermelhas do plasma, o qual contém
plaquetas, leucdcitos e fatores da coagulagao. A segunda
centrifugacao (chamada de centrifugacao leve) refina a
amostra, separando as plaquetas do plasma, juntamente
com leucécitos e uma pequena quantidade de células
vermelhas. Essa centrifugacao, livre da obstrugao
ocasionada por um grande nimero de células vermelhas
no momento da primeira centrifugacao, produz o PRP
€ o separa do plasma pobre em plaquetas (PPP). Entao,
conforme afirma Marx (2001) [16], protocolos de tinica
centrifugaciao nao produzem PRP, mas sim uma mistura
de PPP e PRP que tem revelado baixas concentracoes
plaquetarias.

Nao s6 o numero de centrifugacoes € importante
no preparo do PRP, mas também a forca de rotagao
selecionada. Um aumento na forca de rotagao pode
garantir maior concentracao de plaquetas [3]. No presente
estudo, a centrifugacao do sangue a 400 g, no protocolo
de Sonnleitner et al. (2000) [19], proporcionou uma
concentracao adequada de plaquetas. Entretanto
¢ preciso considerar que as forcas mecanicas
demasiadamente elevadas para o preparo do PRP
podem, também, ativar precocemente as plaquetas,
levando a liberacao dos fatores de crescimento
e consequentemente a perda deles no plasma
sobrenadante durante o processo de centrifugacao,
comprometendo a eficiéncia terapéutica do PRP [3].
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Consideracao especial também deve ser dada ao
método manual de contagem de células empregado
neste trabalho. A contagem de plaquetas constitui
um parametro hematolégico passivel de erro, e
nao ha um meétodo ideal para quantificar esse
elemento. Questionamentos tém sido feitos nao
apenas em relagao a metodologia em si, mas também
quanto ao grau de concordancia entre os métodos
manual e automatizado [9, 11, 17, 20]. Apesar de
alguns estudos mostrarem vantagens da contagem
automatica de plaquetas, os autores concordam que
esse método reflete menor confiabilidade do que
a contagem manual, principalmente em casos de
trombocitopenia.

Em vista da literatura discutida, conclui-se
que todas 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.

Conclusao

Neste estudo, mostrou-se que a obtencao de
um “PRP terapéutico”, conforme defende Marx
(2004) [15], foi possivel com o protocolo de dupla
centrifugacao (Sonnleitner et al., 2000 [19]).
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