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COMPARACAO DE DIFERENTES PROTOCOLOS PARA OBTENCAO DE PLASMA
RICO EM PLAQUETAS CANINO

COMPARISON OF DIFFERENT PROTOCOLS TO OBTAIN CANINE PLATELETS RICH
PLASMA

T. K. G. SILVAL, J. L. S. ROCHAZ A. C. G. O. LIRA JUNIOR?, K. P. OLIVEIRA®,
P. B. ESCODRO’, M. K. NOTOMI*®

RESUMO

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um hemocomponente produzindo a partir do plasma, visando a obtencdo de
citocinas e fatores do crescimento com fins terapéuticos, como a cicatrizaciio e reparacdo de diferentes tecidos. Esse
estudo quantificou a concentrac¢do plaquetdria obtida utilizando-se de trés diferentes protocolos de obtencdo do PRP de
13 amostras de sangue de 7 cdes higidos. As velocidades de centrifugacdo utilizadas no protocolo I foram de 1°
centrifugacdo de 1.500 rpm e 2? centrifugagdo de 3.000 rpm; no protocolo II, de 2.000 rpm e 3.000 rpm; e o protocolo
IIT com 3.000 rpm e 4.000 rpm, respectivamente. O melhor resultado para a producido de PRP autélogo foi obtido no
protocolo 1, seguido do protocolo 2, com aumentos de 116% e 83,05% apds a 2* centrifugacdo, respectivamente.
Entretanto, os resultados obtidos na 1* centrifugacdo foram superiores aos apresentados apds a 2°. centrifugacdo,
observando elevacdes de 203,66% e 210,20% comparados aos valores basais.

PALAVRAS-CHAVE: Hemoderivado. Hemoterapia. Sangue. Trombdcitos.

SUMMARY

Platelet-rich plasma (PRP) is a blood component produced0 from plasma, aiming at obtaining cytokines and growth
factors for therapeutic purposes, such as healing and repair of different tissues. This study quantified the platelet
concentration resulting from three different protocols for obtaining PRP from 13 blood samples from 8 healthy dogs.
The centrifugation speeds used in protocol I was 1,500 rpm in the first centrifugation and 3,000 rpm in the second
centrifugation; in protocol II, 2,000 rpm and 3,000 rpm; and protocol III with 3,000 rpm and 4,000 rpm, respectively.
The best result for autologous PRP production was obtained in protocol 1, followed by protocol 2, with increases of
116% and 83.05% after the 2nd centrifugation, respectively. However, the results obtained in the 1st centrifugation
were superior to those presented after the 2nd. centrifugation, observing increases of 203.66% in protocol 1 and
210.20% in protocol 2, when compared to baseline.

KEY-WORDS: Blood products. Hemotherapy. Blood. Thrombocytes.
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INTRODUCAO

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é um
concentrado de plaquetas em um baixo volume de
plasma obtido por meio da centrifugacdo do sangue
(ANITUA et al., 2006). Fatores de crescimento
contidos nos alfa-granulos plaquetarios sao implicados
pelos beneficios observados do seu uso em muitos
processos de cicatrizagdo (OUDELAAR et al., 2019,
KORNSUTHISOPON et al, 2020).

Na medicina humana, estdo disponiveis varios
sistemas de separa¢do comercial para a preparagdo do
PRP, porém as concentracdes de componentes
sanguineos sofrem variacdes substanciais entre esses
sistemas (OUDELAAR et al., 2019). Na veterindria,
ndo h4 uma padronizacdo da técnica para a produgdo de
PRP em cies e diferentes métodos t€m sido utilizados
visando encontrar uma melhor concentracio com a
preservacao das propriedades plaquetdrias (FERRAZ et
al., 2007; ALEIXO et al., 2011; VANAT et al., 2012,
PENHA et al., 2014).

A aplicacdo terapéutica do PRP € explorada
no tratamento de diversas alteracdes
musculoesqueléticas, na regenera¢do e reparacdo de
vdrios tecidos, e auxiliando, principalmente, na
recuperacdo Ossea e reparos odontoldgicos (VIEGAS,
2006; VENDRAMIN et al., 2009;
KORNSUTHISOPON et al, 2020). A aplicabilidade
terapéutica do PRP justifica a padronizacdo de uma
técnica que utilize um pequeno volume de sangue, com
facil execugdo e mantendo a esterilidade e propriedades
do PRP (VANAT et al., 2012).

Quando derivado de sangue aut6logo, o PRP
provou ser uma opg¢do terapéutica muito segura e com
raros relatos de complicacdes (OUDELAAR et al,
2019). Assim, o objetivo desse trabalho é comparar
trés diferentes técnicas de preparacdo do PRP em caes.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 13 amostras de sangue
oriundos de 7 cées, sendo 3 fémeas e 4 machos, com
idade superior a 1 ano, peso médio variando entre 5 a
20 Kg. Os animais apresentavam-se higidos, segundo o
exame fisico, hemograma e contagem de plaquetas. Foi
realizada a colheita de 8,0 mL de sangue venoso de
cada animal, via jugular, utilizando uma seringa
contendo o anticoagulante citrato de sédio 3,2%, na
propor¢do de 9:1; e posteriormente, o fracionamento
em dois tubos estéreis a vacuo siliconado, com 4 mL
de sangue cada.

Para a producdo do PRP preconizou-se 3
diferentes protocolos que se diferenciavam na
velocidade da 1* e 2° centrifugagdo (Centrifuga clinica,
Evlab, EV 011) mas o tempo constante de 10 minutos
em cada uma delas. O protocolo I (n=4) a velocidade
da 1* centrifugacdo foi de 1.500 rpm (378G) e 2° de
3.000 rpm (1.512G); o protocolo II (n=5), com 2.000
rpm (672) e 3.000 rpm (1.512G) e o protocolo III (n=4)
com 3.000 rpm (1.512G) e 4.000 rpm (2.688G),
respectivamente.

As contagens do numero de plaquetas foram
realizadas  utilizando o contador  hematolégico
automatizado Mindray BC-2800Vet, em 3 diferentes
tempos: antes da centrifugacdo e apés a 1* e 2°
centrifugacdes. O tubo com o sangue coletado passou pela
1* centrifugacdo, onde verificou-se a presenga de trés
camadas no tubo, a superior composta pelo plasma, a
inferior de leucdcitos e hemadcias, e uma camada
intermedidria, denominada zona de névoa formada por
plaquetas e alguns leucdcitos. Cerca de 2,0 mL da zona de
névoa foi aspirada com auxilio de uma micropipeta com
ponteira autoclavadas, e acondicionada em outro tubo
estéril para a realizacdo de uma nova a contagem celular e
plaquetaria. Em seguida, as amostras passavam por uma
segunda centrifugacdo com velocidade de acordo com o
seu grupo e assim, foi possivel observar uma parte liquida
composta pelo Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) e pelo
PRP, e uma parte sélida no fundo do tubo, representado
por um botdo eritrocitico plaquetdrio. Dois tercos da
camada superior, correspondente ao PPP, foi retirado
realizando a ultima contagem celular no ter¢o restante de
plasma.

A andlise estatistica descritiva através do
programa Bioestat 5.3 e o cdlculo da porcentagem de
incremento foram mensurados a partir dos dados obtidos,
a fim de determinar dentre as técnicas estudadas a mais
indicada para a produc@o do PRP. A amostragem reduzida
comprometeu a realizacdo de andlise estatisticas
comparativas entre os grupos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os protocolos avaliados, o protocolo 1 que
utilizou menores velocidades de centrifugacdo (1.500 e
3.000 rpm) foi a que apresentou o maior aumento final
(116%) na concentracdo de plaquetas, em comparacdo
com seu valor inicial. J4 o protocolo 3, na qual possuia
maior velocidade de centrifugacdo (3.000 e 4.000 rpm),
apresentou o incremento de apenas 18,71% na
concentragdo plaquetdria (Figura 1). Porém, nas trés
técnicas utilizadas a segunda centrifugacdo reduziu o
nimero de plaquetas totais quando comparados a primeira
centrifugacdio (Tabela 1). No PRP final foi observada a
presenca de hemdcias e leucécitos, sendo no G1 de 1,46 x
10° e 4,75 x 10% G2 de 4,93 x 10° € 13,7 x 10°; e G3 de
1,7x 10°e 13,98 x 103, respectivamente.

O objetivo da segunda centrifugacdo ¢é
concentrar as plaquetas a partir do plasma, obtido pela
precipitacdo das plaquetas e descarte da maior parte do
sobrenadante, o PPP. Para maximizar a recuperag@o e o
rendimento de plaquetas, é necessdria uma maior forga e
um maior tempo de centrifugacdo do que a utilizada na
primeira rotacdo, conforme realizado nos trés protocolos
estudados. Apesar do aumento da forca de centrifugacio
poder garantir uma maior concentragdo de plaquetas
(PARDO, 2012), em um tempo de centrifugacio muito
elevado, a recuperacdo e o rendimento podem reduzir
devido a agregacdo plaquetdria, resultando em reducgio
substancial da contagem de plaquetas (SHIN et al, 2017),
situacdo esta que pode ter ocorrido neste experimento,
onde o grupo que utilizou maior velocidade apresentou
menor concentracio na quantidade de plaquetas.
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Figura 1 - Porcentagem do aumento no nimero de plaquetas com relacdo ao valor inicial, apds a 1* e 2° centrifugacio,

resultantes de 3 diferentes técnicas para obtencdao de PRP

Tabela 1 - Valores médios e desvio padrido (desvpad) da contagem plaquetdria basal (tempo 0), apés 1* e 2°
centrifugacdo, resultantes de 3 diferentes técnicas para obtencdo de PRP

Tempo 0 1? Centrifugacao 2% centrifugacao

Médiaxdesvpad Médiaxdesvpad Médiaxdesvpad
Grupo 1 273.67+78.25 829.67+507.44 590.67+805.86
Grupo 2 299.8+61.2 930.4£61.2 548.8+477.98
Grupo 3 318+52.78 619+464.63 377.5+£188.99

Os valores obtidos apds a 2 centrifugacdo
foram inferiores aos observados por outros estudos
com cées, onde foram encontrados aumentos de duas a
seis vezes (Vanat et al., 2012) e de 210% (Ferraz et al.,
2007). Entretanto, os valores alcancados na primeira
centrifugacdo do protocolo 1 (203,665%) e 2
(210,20%) apresentaram concentracdes que se
enquadram a estes estudos.

Nos trés grupos estudados foi observado uma
maior concentragdo plaquetdria apenas com uma
centrifugacdo, concordando com Aleixo et al. (2011)
que comparou dois protocolos para obtencdo de PRP
em cades, sendo um deles apenas com uma
centrifugacdo e com Penha et al. (2014), que usou
apenas uma centrifugacio com velocidade de 1.800
rpm durante 10 minutos, com resultados apropriados
para sua execugdo na rotina clinica e demonstrando a
viabilidade da técnica com apenas uma centrifugacéo.

As velocidades de centrifugacdo utilizadas no
volume de 4,0 mL para o preparo do PRP resultaram
em uma camada de névoa estreita, o que dificultou a
sua separacdo sem interferir na camada celular,
leucécitos e hemadcias, principalmente apds a segunda
centrifugacdo, onde se trabalhava com um volume
aproximado de 2 mL. Esta € a provdvel causa da ampla

variagdo individual observada, além da necessidade de
uma amostragem maior, podem ter comprometido o
resultado médio final da concentrac¢do plaquetdria.

Os protocolos utilizados no preparo e na
administracdo do PRP se diferem amplamente
causando variagdes na concentragdo de plaquetas, o
que pode influenciar significativamente no efeito
bioldgico do plasma (PARDO, 2012).
Independentemente da quantidade plaquetdria, as
concentragdes ideais de componentes sanguineos e dos
fatores de crescimento para os campos especificos
devem ser avaliadas, afim de determinar sobre o tipo
de PRP mais adequada para cada situacdo clinica
(OUDELAAR et al., 2019).

CONCLUSAO

O melhor resultado para a producdo de PRP
autélogo foi obtido no protocolo 1, seguido do
protocolo 2, com aumentos de 116% e 83,05% apés a
2% centrifugacdo, respectivamente. Entretanto, os
resultados obtidos na 1? centrifugacao foram superiores
aos apresentados ap6s a 2°. centrifugacdo, observando
elevacdes de 203,66% no protocolo 1 e 210,20% no
protocolo 2 quando comparados ao valor basal.
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