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RESUMO 

Dissertação de Mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Medicina Veterinária 

Universidade Federal de Santa Maria 

  AVALIAÇÃO DE SETE PROTOCOLOS DE OBTENÇÃO DE PLASMA 
RICO EM PLAQUETAS  

Autor: Roberta Carneiro da Fontoura Pereira 
Orientador: Flávio Desessards De La Côrte 

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 28 de Fevereiro de 2012. 

O plasma rico em plaquetas (PRP) é obtido a partir do sangue total, através de uma ou duas 
centrifugações, resultando em um pequeno volume de plasma com elevado número de 
plaquetas contendo fatores de crescimento. O objetivo do presente estudo foi avaliar 
diferentes protocolos para obtenção de PRP através do método manual quanto à capacidade de 
concentração das plaquetas, contaminação com leucócitos e hemácias, e correlacionar a 
concentração plaquetária com os níveis do fator de crescimento TGF-β1 nas amostras de PRP. 
Dez equinos, sadios, com idade média de 7 anos (±2,39), pesando em média 500kg (± 67,1) 
foram usados para avaliar sete protocolos de obtenção de PRP. Os protocolos testados 
variaram quanto à velocidade e 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 resultados deste estudo não 
demonstraram diferenças significativas entre os protocolos testados quanto à capacidade de 
concentração plaquetária e quanto aos níveis de TGF- β1. Entretanto, foram observadas 
diferenças significavas entre o protocolo I aos demais protocolos devido a este apresentar 
maior número de hemácias e leucócitos nas amostras de PRP, sendo por isto considerado 
inadequado para o volume de sangue utilizado. Os demais protocolos podem ser utilizados 
para obtenção de PRP de sangue eqüino. Apesar do PRP ser uma opção de terapia na 
medicina equina, muitas lacunas relativas ao seu respeito ainda devem ser preenchidas. 

 

Palavras-chave: Plasma rico em plaquetas, centrifugações, concentração de plaquetas, TGF-
β1, equinos.  

 

 

 
.  
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ABSTRACT 

Dissertation of master 
Postgraduate Program in Veterinary Medicine 

Federal University of Santa Maria 

EVALUATION OF SEVEN PROTOCOLS FOR PLATELET- RICH 
PLASMA (PRP) PROCESSING  

Author: Roberta Carneiro da Fontoura Pereira  
 

Advisor: Flávio Desessards De La Côrte 
Date and location of defense: Santa Maria, February 28th, 2012. 

Platelet-rich plasma (PRP) is an autogenous product obtained from whole blood, through one 
or two centrifugations process. The resulting small volume of plasma contains a high platelets 
numbers and their growth factors. The aim of this study was to evaluate different protocols to 
obtain PRP using the manual method according to their capacity to concentrate platelets, 
leukocytes and erythrocytes contamination and the correlation between platelet count and 
growth factor TGF-β1 levels in the PRP samples. Ten healthy horses with mean age of 7 years 
(± 2.39), weighing on average 500 kg (± 67.1) were used to evaluate seven protocols to obtain 
PRP. The protocols tested varied according to speed and time used on both centrifugations. 
The variables analyzed on the PRP samples were: platelet concentration, leukocytes and 
erythrocytes, TGF-β1 levels quantified by ELISA. No significant differences between 
protocols were observed regarding the ability to concentrate platelet and the levels of TGF-β1. 
However, protocol PI showed significantly more erythrocyte and leukocyte contamination in 
PRP samples than the other protocols, being considered an inadequate protocol for the volume 
of blood used in this experiment. The remaining protocols are suitable for extracting PRP. 
Although the PRP is an option of therapy in equine medicine, many gaps regarding their 
compliance must still be met. 

 

Key words: Platelet-rich plasma, centrifugations, pletelet concentration, TGF-β1, horse. 
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1. INTRODUÇÃO 

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma fonte autógena de plaquetas e seus fatores de 

crescimento que auxiliam na cicatrização. O PRP é obtido pela concentração das plaquetas 

por um gradiente de densidade por meio da centrifugação. Este produto tem sido muito 

utilizado na medicina humana e veterinária por ser rico em determinados fatores de 

crescimento que atuam nos processos cicatriciais de diversos tecidos (WHITMAN et al., 

1997).  Os principais fatores de crescimento encontrados no PRP são: o fator de crescimento 

derivado de plaqueta (PDGF), fator de crescimento de transformação beta (TGF-β), fator de 

crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e fator de 

crescimento semelhante à insulina (IGF) (ZIMMERMAN et al., 2000; EPPLEY et al., 2004; 

MARX, 2004).  

O gel de PRP surgiu como uma alternativa viável para substituir a cola de fibrina. Ele 

vem sendo apontado como a mais recente das colas teciduais utilizadas em feridas cirúrgicas e 

apresenta a vantagem da presença de fatores de crescimento e citocinas que lhe conferem um 

grande benefício na cicatrização (MARX, 2004). Desde meados da década de 90, o gel de 

plaquetas, constituído essencialmente por plasma rico em plaquetas (PRP), tem sido usado na 

odontologia em cirurgias reconstrutivas orais, bucomaxilo-faciais e procedimentos de 

reconstrução para implantodontia, visando acelerar o reparo da ferida cirúrgica e a 

regeneracão óssea (DUSSE, 2008).    

Os protocolos utilizados para obtenção do PRP na espécie equina vem sendo 

adaptados das técnicas utilizadas na espécie humana, onde o PRP é obtido após uma ou duas 

centrifugações do sangue total colhido em tubos ou bolsas de sangue contendo o 

anticoagulante citrato de sódio associado ou não a outros constituintes, e posterior ativação 

das plaquetas (CARTER et al., 2003; SUTTER et al., 2004; CARMONA, 2006; CARMONA 

et al., 2007; SCHNABEL et al., 2007; ARGUELES, 2008). Na realidade, o uso do PRP na 

medicina veterinária é bem mais recente, sendo necessária a realização de mais estudos nas 

diferentes espécies para validação e melhor aproveitamento da técnica (MAIA & SOUZA, 

2009). 
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Na literatura são descritos diversos protocolos manuais ou em aparelhos 

automatizados, para obtenção do PRP, com o objetivo de obter um maior número de plaquetas 

viáveis em um volume mínimo de plasma (WEIBRICH et al., 2002; MARX, 2004; 

VENDRAMIN et al., 2006). Em virtude disso buscamos informações sobre a real importância 

de uma alta concentração de plaquetas e fatores de crescimento e sua implicação na qualidade 

do PRP. Não menos importante são as questões relacionadas com a quantidade de plaquetas 

necessária para se obter o efeito terapêutico, a freqüência de aplicações do PRP, o momento 

de usar e as lesões que respondem mais prontamente a esta modalidade terapêutica. 

O objetivo do presente estudo foi avaliar diferentes protocolos para obtenção de PRP 

através do método manual quanto à capacidade de concentração das plaquetas, contaminação 

com leucócitos e hemácias e correlacionar a capacidade de concentração e contagem de 

plaquetas com os níveis do fator de crescimento TGF-β1 nas amostras de PRP. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1. Constituição das plaquetas  

 

Os megacariócitos (MKs) são os precursores das plaquetas (PLTS) que estão 

localizados na medula óssea. Estas células se desenvolvem a partir de células mielóides 

progenitoras multipotentes  CD34 + que residem no tecido hematopoiético e na corrente 

sanguínea. As PLTS são produzidas pela fragmentação do citoplasma dos megacariócitos, 

sendo liberadas diretamente na corrente sanguínea, ao redor do espaço hematopoiético 

medular. A gênese das PLTS é estimulada e regulada por citocinas como: as interleucinas 1, 3 

6 e 11 e pelo hormônio trombopoietina (LEVEN, 2000; HARTWIG, 2003). A trombopoietina 

é o hormônio que regula o desenvolvimento dos megacariócitos e está envolvida na liberação 

das plaquetas. A fonte de trombopoietina é incerta, mas ela parece ser oriunda do endotélio 

vascular, fígado ou fibroblastos (REBAR et al., 2003). 

As plaquetas são fragmentos citoplasmáticos anucleados, que se encontram na corrente 

sanguínea com a forma discóide, nos equinos, medindo de 5- 7 µm. Embora em algumas 

condições PLTS grandes (> 20µm) podem ser encontradas na corrente sanguínea dos equinos 

( LEVEN, 2000). 

A membrana das PLTS possui três camadas que são: glicocalix, camada fosfolipídica 

e submembranosa. O glicocalix é a camada externa que contém receptores glicoproteicos 

importantes na ativação e adesão plaquetária. A camada fosfolipídica é  a camada central 

constituída de uma bicamada lipídica assimétrica com propriedade anticoagulante; as 

estruturas desta camada são idênticas às de outras células com proteínas transmembranosas e  

periféricas atuando como receptores de membrana. A camada submembranosa é a camada 

mais interna que compõe o citoesqueleto e se liga a glicoproteínas da camada externa 

(TABLIN et al., 2000). 

O citoplasma das PLTS é constituído pelas mesmas proteínas citoplasmáticas dos 

megacariócitos (LEVEN, 2000; HARTWIG, 2003). Dois tipos de actina estão presentes no 

citoplasma das plaquetas, globular e filamentosa, elas constituem a rede citoplasmática. 
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Filamentos de actina atuam como suporte estrutural para diferentes grânulos plaquetários e 

mitocôndrias. A atividade contrátil plaquetária é mediada por polimerização de actina e 

miosina e a forma discóide é mantida por microtúbulos citoplasmáticos (TABLIN et al., 2000; 

GENTRY, 2000; HARTWIG, 2003). 

As plaquetas dos mamíferos possuem três tipos de grânulos:  lisossomais, densos e 

alfa (GENTRY, 2000; ANITUA et al., 2004). Os grânulos lissosomais contém ácido 

hidrolases, guanina, fosfolipases e cinases, que são enzimas com ação hidrolíticas e 

proteoliticas (TABLIN et al., 2000). Grânulos densos armazenam ATP, ADP, cálcio, fósforo 

e serotonina. O ADP induz migração plaquetária e em combinação com serotonina produz 

contração de artérias lesionadas. Alfa grânulos contém várias moléculas como citocinas, 

fatores de crescimento, entre outros. Existem moléculas que estão contidos nos alfa grânulos 

plaquetários porém não são especifícas das plaquetas como: albumina, fibrinogênio, 

fibronectina,  fator V, fator Va e fator von Willebrand (HARTWIG, 2003; ANITUA, 2004). 

Estas proteinas são importantes para todas funções das plaquetas, incluindo a formação de 

trombos, modulação da inflamação e síntese da matriz extracelular  durante a cicatrização de 

feridas (GENTRY, 2000). 

Oitenta por cento das plaquetas se encontram na circulação e 20% estão armazenadas 

no baço. Elas podem se mover livremente entre estes dois compartimentos. As plaquetas 

apresentam uma vida média fisiológica de aproximadamente dez dias e quando se tornam 

senis, são retiradas da circulação pelo sistema fagocitário mononuclear principalmente do 

baço (ZAGO et al, 2001). 

 

 

2.2. Plasma rico em plaquetas (PRP)  

 O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto obtido através da centrifugação do 

sangue autógeno, resultando em um pequeno volume de plasma com elevado número de 

plaquetas e fatores de crescimento (VENDRAMIN et al., 2006). Este componente pode ser 

obtido mediante uma (MACEDO, 2004; MESSORA et al., 2009) ou duas centrifugações 

(VENDRAMIN et al., 2006; CARMONA, 2006;  BARBOSA et al., 2008).  

Na primeira (1ª) centrifugação ocorre a separação do sangue em três camadas. A 

camada inferior é constituída por hemácias, que, por terem peso específico maior, se 

depositam na parte inferior do tubo. Na região central encontramos uma camada intermediária 
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fina e esbranquiçada denominada de zona de névoa, constituída por leucócitos e algumas 

plaquetas maiores e, logo acima, a camada superior que é constituída pelas plaquetas e 

plasma. Em protocolos de centrifugação dupla, após o descarte das hemácias, é realizada a 

centrifugação do plasma obtido na 1ª centrifugação resultando na deposição das plaquetas no 

fundo do tubo (VENDRAMIN, et al., 2006).  

O processo de centrifugação deve ser executado com muita precisão para separar as 

plaquetas das células vermelhas e obter um plasma com altas concentrações de plaquetas 

íntegras (MARX, 2004), pois a fragmentação e liberação precoce dos fatores de crescimento 

reduzem a eficácia terapêutica do PRP. 

Para ser considerado PRP, Marx et al., (1998) e Lemos et al., (2002) consideram ser 

necessária uma concentração superior a 1.000.000 de plaquetas/ µl. Já Whitlow et al., (2008) 

consideram que a concentração plaquetária  no PRP deverá ser  três a cinco vezes superior à 

presente no sangue total. 

Na literatura encontramos outros termos utilizados para o PRP como: concentrado de 

plaquetas (CP), plasma enriquecido em plaquetas, plasma rico em fatores de crescimento, ou 

ainda gel de plaquetas (WHITMAN et al., 1997; ANITUA, 1999; MARX, 1999). 

O gel de plaquetas é um subproduto obtido a partir do PRP quando da adição de 

trombina e cálcio resultando na ativação das plaquetas e início do processo de coagulação 

(VENDRAMIN et al., 2009). O gel de plaquetas apresenta propriedades adesivas, 

hemostáticas e cicatrizantes, e tem sido também muito utilizado na medicina humana em 

cirurgias ortopédicas, plásticas e neurocirurgias (MARX et al., 1998; LANDESBERG et al., 

2000).  

 

 

 2.3. Métodos de obtenção do PRP 

   

Whitman et al., (1997) introduziram o uso de CP em cirurgias maxilofaciais na área da 

odontologia. Esses autores passaram a chamar o gel de plaquetas autólogo de CP substituindo 

a cola de fibrina autóloga. No passado, a cola de fibrina foi amplamente utilizada para fixar 

enxertos ósseos e melhorar a hemostasia no local das cirurgias (MATRAS, 1982). Entre as 

desvantagens do uso da cola de fibrina que, consequentemente, resultaram na queda da sua 

utilização em cirurgias estão o tempo longo de preparação (3 dias), o alto custo, a ocorrência 

de reações alérgicas e doenças infecciosas em pacientes humanos (WHITMAN, et al.,  1997). 
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São descritos três métodos para obtenção do PRP: método automático, semi-automático e 

manual (CARMONA, 2006).  

O método automático é realizado por aferése, necessita de equipamento específico e 

experiência pessoal. Esta técnica não é usada em pequenas clínicas e necessita de  grande 

volume de sangue (> 450 ml) em comparação com outras técnicas descritas (WHITMAN et 

al., 1997; MARX et al., 1998; WEIBRICH et al., 2002).  A maior  vantagem desta técnica é o 

baixo risco de contaminação bacteriana durante a preparação. O PRP obtido pela técnica de 

aferése tem eficiência em concentração plaquetária e de fatores de crescimento (WEIBRICH 

et al., 2002). Apesar das vantagens apresentadas esta técnica não é a mais utilizada na 

medicina equina, sendo limitada pela tecnologia empregada ficando restrita a institutos de 

transfusão de sangue e ambiente hospitalar na medicina humana (SUTTER et al., 2004). 

  O método semi-automático é uma técnica que pode ser utilizada em clinicas pequenas. 

A maior vantagem em relação as outras técnicas descritas é que ela resulta em  maior 

concentração de plaquetas e fatores de crescimento (CARMONA, 2006). O risco de 

contaminação bacteriana é maior que no sistema automático e menor que no método manual 

(WEIBRICH et al., 2005). As desvantagens desta técnica são: a alta concentração de 

leucócitos no PRP e o maior investimento necessário (ZIMMERMANN et al., 2003; 

WEIBRICH et al., 2003; EPPLEY et al., 2004). 

O método manual é a técnica mais simples e com menor custo para preparação do PRP 

sendo, portanto, a técnica usada preferencialmente nas clínicas de equinos.  Ela exige uma 

rigorosa assepsia para evitar a contaminação bacteriana (WEIBRICH et al., 2005). A 

desvantagem desta técnica em relação as outras técnicas descritas é a menor concentração de 

plaquetas e fatores de crescimento. As vantagens são: a possibilidade de ser realizada em 

ambiente laboratorial e a baixa concentração de leucócitos no PRP quando comparada com os 

métodos automático e semi-automático (WEIBRICH et al., 2005). 

 

 

2.4. Ativação plaquetária e fatores de crescimento  

 

  As plaquetas na corrente sanguínea se encontram no estado inativo (EVERTS et al, 

2006). Substâncias como: gluconato de cálcio (CARMONA, 2006), cloreto de cálcio (MAIA, 

2008), trombina bovina (SANCHEZ et al., 2003) e trombina autóloga (VENDRAMIN et al., 

2009) utilizadas para ativação de plaquetas são chamadas de agonistas. Acredita-se que esses 

agonistas desencadeiam seus efeitos por meio da interação com receptores localizados na 
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membrana plasmática das plaquetas (BLOCKMANS et al., 1995). Após a ativação as 

plaquetas mudam sua forma e passam a apresentar projeções membranosas a partir da sua 

superfície conhecidas como pseudópodos (HOFFBRAND et al., 2004). Estes por sua vez, são 

responsáveis pela agregação plaquetária. Após a estimulação por substâncias ativadoras, as 

plaquetas liberam proteínas chamadas de fatores de crescimento por exocitose dos grânulos 

alfa (HARRISON & CRAMER, 1993) (Figura 1).  

 

 

 

 

Figura 1- Esquema mostrando a ativação plaquetária e liberação dos fatores de crescimento 

após estímulo por agonista (EVERTS et al., 2006). 

 

 

Os fatores de crescimento (FC) são peptídeos sinalizadores, derivados dos grânulos 

plaquetários alfa que produzem quimiotaxia, proliferação e diferenciação celular, 

neovascularização e deposição de matriz extracelular (EVERTS et al., 2006). A sinalização 

realizada pelos FC é mediada por receptores de tirosina-quinase localizados na superfície das 

membranas das células teciduais onde atuam, determinando especificidade de ação frente a 

cada situação e promovendo proliferação ou inibição (LENHARO & COSSO, 2001; 

SCHLIEPHAKE, 2002).    

Os principais FC liberados pelos grânulos plaquetários alfa são: FC de transformação 

beta (TGF-β), FC derivado de plaqueta (PDGF), FC semelhante à insulina I (IGF-I), FC 
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fibroblástico (FGF), FC epidermal (EGF), FC vascular endotelial (VEGF), FC do tecido 

conjuntivo (CTGF) (CARMONA, 2006; MAIA, 2008) (Tabela 1).  

 

 

Tabela 1. Fonte e função dos fatores de crescimento contidos grânulos plaquetários alfa. 

 

FC Fonte Função Referência 

TGF-β 

Plaquetas, matriz óssea e 
cartilaginosa, linfócitos T 

(Th1) ativados, macrófagos, 
monócitos e neutrófilos. 

Pertence a uma superfamília 
que inclue: TGF-β1, TGF-β2 

e TGF-β3. Estimula a 
proliferação de céls. 

mesenquimais 
indiferenciadas; estimula 
quimiotaxia endotelial e 

angiogênese; regula o efeito 
mitogênico de outros FC. O 
TGF-β1 é o mais importante 

sendo responsável pela 
maturação celular, migração 

fibroblástica e síntese de 
matriz extracelular. Existe 

um leve antagonismo entre o 
TGF-β e o PDGF. 

PIERCE et al., 
(1991); 

BAMES et al. 
(1999); 

MARSOLAIS 
& FRENETTE 

(2005); 
VILELLA, 

(2007). 

PDGF 
 
 
 

Plaquetas, osteoblastos, 
céls. endoteliais, 

macrófagos, monócitos e 
céls. musculares lisas. 

Mitogênico para céls. 
mesenquimais, osteoblastos, 
céls. do tecido conjuntivo e 

fibroblastos, estimula a 
quimiotaxia de fibroblastos, 
macrófagos e neutrófilos, 

regula síntese de colágeno. 

FRIESEL & 
MACIAG, 

(1995); 
PIERCE et al., 

(1991); 
PONTUAL & 

MAGINI, 
(2003) 

IGF-I Plaquetas 

Mitogênico para cels. da 
linhagem osteoblástica, 
acelera a osteogênese 

quando combinado com o 
TGF-β ou PDGF. 

GIANNOBILE, 
(1999). 

FGF 
Plaquetas, céls. 

mesenquimais, macrófagos, 
condrócitos e osteoblastos. 

Promove o crescimento e 
diferenciação dos 

condrócitos e osteoblastos; é 
mitogênico para céls. 

mesenquimais, condrócitos e 
osteoblastos. 

ROSIER et al., 
(1998). 

EGF 
Plaquetas, macrófagos e 

monócitos. 

Estimula a quimiotaxia e 
angiogênese  endotelial; 
estimula a mitogênese 

epitelial; regula síntese de 
colagenase. 

CANALIS et 
al., (1989); 

STEENFOS, 
(1994). 
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VEGF Plaquetas e céls. endoteliais. 

Aumenta a angiogênese e 
permeabilidade vascular; 
estimula a mitogênese de 

céls. endoteliais. 

MARTIN et al., 
(1992); 

MARSOLAIS 
& FRENETTE 

(2005);  

CTGF 
Endocitose por plaqueta na 

medula óssea 

Promove angiogênese; 
regeneração da cartilagem; 

fibrose e adesão plaquetária. 

HOM & 
MAISEL, 

(1992); 
KUBOTA et 
al., (2004). 

 

Fonte: Modificado a partir de Everts et al., (2006). 

 

 

É recomendado que as plaquetas sejam ativadas próximo ao momento da aplicação 

terapêutica, de forma a assegurar uma concentração adequada de FC no local da lesão 

(MAIA, 2008). Marx (2001) relata que em dez minutos e na primeira hora, 70% e 100% dos 

FC já foram liberados, respectivamente. Saldalamacchia (2004) relata que a liberação dos FC 

inicia aproximadamente dez minutos após a ativação plaquetária, destes 95% já estão pré-

sintetizados e em uma hora todos já foram liberados, porém as plaquetas continuam a 

sintetizar e a secretar proteínas adicionais até a sua morte (5 a 10 dias).  

 

 

2.5. Trombocitopenia 

 

  A trombocitopenia é a diminuição no número de plaquetas abaixo do valor de 

referência para a espécie. Em equinos a trombocitopenia é incomum e normalmente ocorre 

secundária a outras patologias (SELLON, 1996). Os cinco mecanismos que podem levar a 

trombocitopenia são: a produção diminuída de plaquetas na medula óssea, destruição de 

plaquetas, aumento no consumo de plaquetas durante o processo de coagulação, sequestro e 

perda de plaquetas (LOPES et al., 2007). 

  

 

2.5.1. Produção diminuída de plaquetas 

 

A produção diminuída de plaquetas está relacionada com qualquer distúrbio que 

prejudique a medula óssea em produzir megacariócitos e geralmente cursa com pancitopenia 
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(LOPES et al., 2007). Dentre as causas mais comuns, estão: mieloptise, doenças 

mieloproliferativas, pancitopenia idiopática e drogas mielosupressoras (SELLON & WISE, 

2010). 

A mieloptise é o processo patológico que resulta na inabilidade da medula óssea em 

produzir células hematopoiéticas normais. Nas desordens mieloproliferativas ocorre 

proliferação neoplásica de uma única linha celular hematológica. Esta é a causa mais comum 

de mieloptise (SELLON, 1998). Outras causas de diminuição da produção de plaquetas nos 

equinos é a aplasia idiopática da medula óssea, em que os animais acometidos apresentam a 

medula óssea difusamente hipocelular sem evidência de neoplasia ou fibrose. Drogas 

mielosupressoras como a fenilbutazona e o cloranfenicol também podem causar 

trombocitopenia (SELLON & WISE, 2010). 

 

 

2.5.2. Destruição das plaquetas 

 

A destruição de plaquetas fica caracterizada quando elas excedem a capacidade da 

medula óssea em repor a perda de plaquetas, ocorrendo a redução no seu número na 

circulação por causas externas à medula óssea (SELLON, 1998). As plaquetas são removidas 

da circulação pelo sistema mononuclear fagocitário, especialmente macrófagos do baço e 

células de Kupffer (SELLON & WISE, 2010). Dentre as causas mais comuns de destruição 

das plaquetas estão: as trombocitopenias imunomediadas primária e secundária, 

trombocitopenia aloimune e causas não imunomediadas (SELLON, 1998). 

A trombocitopenia imunomediada é resultante do aumento de imunoglobulinas e/ou 

complemento na superfície da membrana das plaquetas (MYERS et al., 1982; NEL et al., 

1983; COURT et al., 1987). Ela pode ser classificada em primária ou secundária. A 

trombocitopenia imunomediada primária é resultante de anticorpos produzidos contra a 

superfície de plaquetas normais (SELLON, 1998). A secundária é resultante da produção de 

anticorpos contra complexos imunes ou corpos estranhos (como fármacos ou agentes 

infecciosos) aderidos à membrana plasmática das plaquetas. Os equinos acometidos podem 

apresentar infecções bacterianas como a erlichiose granulocítica equina, neoplasias como o 

linfossarcoma (REEF et al., 1984), ou infecções virais como a anemia infecciosa equina 

(CLABOUGH et al., 1991).  A trombocitopenia aloimune ocorre em potros neonatos como 

conseqüência da absorção passiva de anticorpos anti-plaquetas no colostro. As causas não 

imunomediadas incluem: picada de cobra, fármacos e toxinas (SELLON & WISE, 2010). 
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Trombocitopenia por destruição de plaquetas também tem sido descrita em seres 

humanos e em equinos tratados com heparina (DUNCAN et al., 1983) . 

 

 

2.5.3. Aumento no consumo de plaquetas  

 

O aumento do consumo de plaquetas ocorre na coagulação intravascular disseminada 

(CID) é uma doença complexa que resulta da ativação generalizada e sistêmica dos 

mecanismos da coagulação. Esta não é uma condição primária e ocorre secundariamente a 

várias doenças inflamatórias ou do sistema gastrointestinal dos equinos (SELLON, 1996). 

 

 

2.5.4. Sequestro de plaquetas 

 

O principal local de seqüestro de plaquetas é o baço. Este órgão pode armazenar cerca 

de 75% das plaquetas circulantes, em condições de esplenomegalia, causando 

trombocitopenia transitória, assim como em casos de stress. A endotoxemia também pode 

causar acúmulo de plaquetas no baço (FERREIRA NETO et al., 1981). 

 

 

2.5.5. Perda de plaquetas  

 

A retirada de plaquetas da corrente sanguínea pode ocorrer em casos de traumas e 

hemorragias externas, ou inapropriada, quando da ativação sistêmica ou local de mecanismos 

homeostáticos (SELLON & WISE, 2010).  A trombocitopenia causada por hemorragia ou 

trauma geralmente varia de leve a moderada e é reversível. Nessa situação o número de 

plaquetas normalmente retorna ao valor normal em pouco tempo em resposta ao aumento na 

demanda (SELLON, 1998).   

A utilização de sangue de animais trombocitopênicos para obtenção do PRP, 

compromete a qualidade final do produto, pois Barbosa et al. (2008) observaram que o 

resultado final do número de plaquetas no PRP era dependente da contagem inicial no sangue 

total do animal. Estes mesmos autores afirmam que a presença de trombocitopenia ou um 

número menor de plaquetas são fatores limitantes para obtenção do PRP. 
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2.6. Aplicações do PRP na medicina humana  

      

Marx et al. (1998) relatam o uso clínico do PRP como fonte autóloga de fatores de 

crescimento associado a enxerto ósseo autólogo para reconstrução de defeitos ósseos na 

mandíbula. No referido experimento foram utilizados 88 pacientes divididos em dois grupos, 

em um foi utilizado apenas enxerto ósseo para preenchimento dos defeitos ósseos e no outro 

foi utilizado enxerto ósseo associado ao PRP. Os autores observaram que o grupo tratado com 

PRP apresentou aumento na formação e na densidade óssea avaliados através de radiologia e 

ultrassonografia durante o período de seis meses.  

Utilizando o método manual de obtenção de PRP, Anitua (1999) tratou 20 pacientes 

submetidos à extração dentária em futuros sítios para colocação de implantes. Após a 

aplicação de PRP observou regeneração óssea e dos tecidos moles mais rápido, e ausência de 

efeitos negativos, como o risco de infecção e/ou transmissão de doenças, por ser um produto 

autógeno. 

Anitua et al., (2007) trataram com PRP pacientes humanos com ruptura do tendão de 

Aquiles. Neste estudo os atletas tratados com cirurgia e PRP foram comparados com um 

grupo controle tratados apenas com cirurgia. Os autores observaram que os pacientes tratados 

com cirurgia e PRP recuperaram a amplitude de movimento e voltaram mais rapidamente para 

suas atividades atléticas do que o grupo tratado apenas com cirurgia. Ao exame 

ultrassonográfico foi observada redução da área transversal dos tendões tratados com PRP.  

Rossi Júnior et al., (2008) utilizaram PRP associado enxerto ósseo autógeno do ílio 

para preenchimento de uma extensa cavidade na mandíbula resultante da exérese de um cisto 

mandibular. Após seis meses do procedimento cirúrgico ao exame radiológico revelou 

reparação óssea de toda cavidade cística. 

Sanchez et al., (2012) utilizaram três aplicações intra-articulares de PRP a intervalos 

de uma a duas semanas em 40 pacientes humanos com histórico de osteoartrite na articulação 

coxofemoral. Durante o período de acompanhamento de seis meses, foi observada redução na 

intensidade da dor em 30% dos pacientes. 
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2.7. Aplicações do PRP na medicina equina 

 

Carter et al., (2003) avaliaram a cicatrização de feridas na parte distal de membros em 

um  equino tratando um membro com um gel de PRP e outro com solução salina. A 

cicatrização no grupo tratado com o gel de PRP foi superior apresentando melhor 

diferenciação epitelial e organização de colágeno. Já De Rossi et al., (2009) avaliaram a 

cicatrização de feridas cirúrgicas experimentais no pescoço em seis cavalos de sela tratados 

com PRP gel. As feridas tratadas com PRP também apresentaram melhor diferenciação 

epitelial e aceleração na organização de colágeno da derme comparado com o grupo controle. 

No entanto, é importante considerar que, havendo diferença na diferenciação celular e 

migração de fibroblastos entre os tecidos do pescoço ou região do tronco e as células da parte 

distal dos membros, seria importante comparar a cicatrização destes quando tratados com 

PRP. 

Argueles et al., (2005) observaram diminuição na intensidade da claudicação e 

melhora na imagem ultrassonográfica após aplicação intralesional de PRP em tendinites e 

desmites em sete cavalos de diferentes sexos, idades e raças. Maia (2008) utilizando PRP no 

tratamento da tendinite induzida no tendão do músculo flexor digital superficial em seis 

equinos hígidos observou menor intensidade de edema e dor, além de maior redução da área 

da lesão e melhor organização tecidual em comparação com o grupo controle 

Carmona et al. (2007) ao utilizarem três aplicações de PRP intra-articular, com 

intervalo de duas semanas, no tratamento de osteoartrite em sete equinos adultos observaram 

uma diminuição significativa no grau de  claudicação e redução no volume de líquido sinovial 

das articulações tratadas dois meses após a  última aplicação. 

Carmona & López (2011) trataram um cavalo com fratura na tuberosidade 

supraglenóide da escápula e no tubérculo menor do úmero com concentrado autólogo de 

plaquetas. Após três aplicações deste componente na articulação escápulo-umeral, os autores 

observaram recuperação total do membro afetado em 10 meses. Este resultado sugere que a 

aplicação deste componente autólogo pode resultar um benefício terapêutico também no 

tratamento de fraturas ósseas, pois fraturas como as descrita levam no mínimo 18 a 24 meses 

para que ocorra a reparação. 

Yamada et al., (2011) avaliaram a eficácia do tratamento com células tronco 

mesenquimais (CTM) e PRP, em lesões condrais experimentalmente induzidas. Nos grupos 

tratados com PRP e CTM observaram preenchimento completo da lesão condral por uma 

quantidade satisfatória de tecido cicatricial de aspecto fibroso que se apresentava bem aderido 
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às bordas da lesão. O grupo controle apresentou falhas no preenchimento, tecido cicatricial 

friável e pouco aderido, erosões da cartilagem articular ao redor da lesão. 

 

2.8. Protocolos de obtenção do PRP 

 

Diversos protocolos para obtenção de PRP tem sido propostos com o objetivo de 

concentrar um maior número de plaquetas viáveis em um volume mínimo de plasma. A 

possibilidade de se obter PRP com custos menores, utilizando uma centrífuga convencional, 

fez surgir protocolos que, embora sejam mais trabalhosos e necessitem de aprendizagem por 

parte de quem irá realizar o procedimento, permitem a preparação do PRP com menor custo e 

em ambientes mais simples (VENDRAMIN et al., 2006) (Tabela 2).  

 

 

Tabela 2: Protocolos de obtenção de PRP utilizado nas diferentes espécies 

 

Referência Protocolo Volume de sangue Espécie 

FERES JUNIOR et al., 

(2004) 

Centrifugação única 

1400 rpm por 10 minutos (min) 
20 ml Humana 

EFEOGLU et al., 

(2004) 

Centrifugação dupla 

1ª: 300 g por 10 minutos 

2ª:5000 g por 5 minutos 

9 ml 
Coelho 

 

CARMONA, (2006) 

Centrifugação dupla 

1ª: 120 g por 5 minutos 

2º: 240 g por 5 minutos 

25 ml Equina 

FERRAZ et al., 

(2007) 

Centrifugação dupla 

1º: 800 rpm por 10 minutos 

2ª: 1600 rpm por 10 minutos 

40 ml Canina 

BARBOSA et al., 

(2008) 

Centrifugação dupla 

1ª: 1300 rpm por 8 minutos 

2ª: 1300 rpm por 8 minutos 

18 ml Canina 

MAIA, (2008) 

Centrifugação dupla 

1º: 120 g por 5 min 

2ª: 473 g por 5 min 

81 ml Equina 
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VEDRAMIN et al., 

(2006) 

 

Centrifugação dupla 

1ª: 300 g por 10 minutos 

2ª: 640 g por 10 minutos 

10 ml Humana 

DE ROSSI et al., 

(2009) 

Centrifugação dupla 

1ª: 300 g por 10 minutos 

2ª: 640 g por 10 minutos 

10 ml Equina 

VENDRAMIN et al., 

(2009) 

Centrifugação dupla 

1ª: 400g por 10 minutos 

2ª: 800g por 10 minutos 

10 ml Humana 

MESSORA et al., 

(2009) 

Centrifugação dupla 

1ª: 160 g por 20 minutos 

2ª: 400g por 15 minutos 

10 ml Coelho 

 

. 
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Avaliação de sete protocolos para obtenção do plasma rico em plaquetas (PRP) na 

espécie equina 

Evaluation of seven platelet- rich plasma (PRP) processing protocols in the equine 

species 

 

Roberta Carneiro da Fontoura PereiraI Gian Vitor Freitas ZacariasII Camila 

CantarelliII  Marcos MatosoI  Karin Erica BrassIII Flávio Desessards De La CorteIII* 
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RESUMO 

O presente estudo teve por objetivo avaliar sete diferentes protocolos para obtenção de 

PRP através do método manual quanto à capacidade de concentração das plaquetas, 

contaminação com leucócitos e hemácias e correlacionar a capacidade de concentração 

plaquetária com os níveis do fator de crescimento TGF-β1 nas amostras de PRP. Dez equinos, 

sadios, com idade média de 7 anos (±2,39), pesando em média 500kg (± 67,1) foram usados 

para avaliar sete protocolos de obtenção de PRP. Os protocolos testados variaram quanto à 

velocidade e 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 resultados deste estudo não demonstraram diferenças 

significativas entre os protocolos testados quanto à capacidade de concentração de plaquetas e 

quanto aos níveis de TGF- β1. Entretanto, houve diferença significava entre o protocolo I e os 
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8036. E-mail: delacorte2005@yahoo.com.br *Autor para correspondência. 
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demais protocolos por este apresentar maior número de hemácias e leucócitos nas amostras de 

PRP, sendo considerado um protocolo inadequado para o volume de sangue utilizado. Os 

demais protocolos podem ser utilizados para se obter PRP de sangue eqüino. 

 

Palavras- chave: PRP, equino, centrifugação, TGF-β1. 

 

ABSTRACT 

PRP is a small volume of plasma that contains a high numbers of platelets and their growth 

factors. The aim of this study was to evaluate seven different protocols to obtain PRP using 

the manual method according to their capacity to concentrate platelets, leukocyte and 

erythrocyte contamination and correlation between platelet count and growth factor TGF-β1 

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 to obtain PRP. The protocols tested varied according to the 

speed and time used on both centrifugations. The variables analyzed on the PRP samples 

were: platelet concentration, leukocyte and erythrocyte contamination, and levels of TGF-β1 

quantified by ELISA. No significant differences between protocols were observed regarding 

the ability to concentrate platelets and TGF-β1 levels. However, protocol I showed significant 

more erythrocyte and leukocyte contamination in PRP samples than the other protocols, being 

considered an inadequate protocol for the volume of blood used in this experiment. The 

remaining protocols are suitable for extracting PRP. 

 

Key words: PRP, horse, centrifugation, TGF-β1.  
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INTRODUÇÃO 

As plaquetas são pequenos fragmentos citoplasmáticos, anucleados, de forma discóide 

encontrados na corrente sanguínea que se originam a partir dos megacariócitos na medula 

óssea (HANDIN et al., 1995). Esses fragmentos além de participarem do processo de 

hemostasia também atuam na cicatrização de feridas e formação de um novo epitélio. A 

concentração de plaquetas no sangue total dos equinos pode variar entre 100.000 e 350.000 

plaquetasµL
-1 que permanecem viáveis por aproximadamente 10 dias na circulação sanguínea 

(SCHALM et al., 1975). 

 Em meados da década de 90, Whitman et al., (1987) instituiu o uso de gel de 

plaquetas na odontologia visando acelerar o reparo da ferida cirúrgica e a regeneração óssea. 

O gel de plaquetas surgiu, então, como uma alternativa viável para minimizar as complicações 

decorrentes do uso da cola de fibrina.  

O plasma rico em plaquetas (PRP) é obtido a partir, de uma ou duas centrifugações do 

sangue total (VENDRAMIN et al., 2006; CARMONA, 2006; MESSORA et al., 2009) onde o 

produto final é um pequeno volume de plasma com elevado número de plaquetas e, 

consequentemente, fatores de crescimento (VENDRAMIN et al., 2006).  Como o PRP é 

preparado a partir de uma pequena quantidade de sangue autógeno (LIEBERMAN et al., 

2002; KEVY & JACOBSON, 2004) ele é um produto de fácil aquisição e baixo custo, o que o 

torna uma opção muito viável no tratamento de várias patologias (MAIA & SOUZA, 2009).  

Os fatores de crescimento (FC) provenientes dos α-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 α-grânulos plaquetários: FC de transformação beta (TGF-β), FC 

derivado de plaqueta (PDGF), FC semelhante à insulina I (IGF-I), FC fibroblástico (FGF), FC 

epidermal (EGF), FC vascular endotelial (VEGF), FC do tecido conjuntivo (CTGF) 
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(CARMONA, 2006; MAIA, 2008; BARBOSA et al., 2008). Devido a estas 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 (WHITMAN et al., 1987; 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 

tendo sido 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). 

Diversos protocolos de obtenção de PRP tem sido 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). Porém, muitos aspectos sobre estes protocolos ainda necessitam ser elucidados tais 

como a concentração de plaquetas e fatores de crescimento necessários para exercer um efeito 

terapêutico, a influência da presença de hemácias e leucócitos no PRP, a relação entre a 

concentração de plaquetas e os fatores de crescimento após o processamento das amostras de 

sangue.  

O objetivo do presente estudo foi avaliar sete protocolos de obtenção de PRP quanto à 

capacidade de concentração plaquetária, nível de contaminação com hemácias e leucócitos, e 
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correlação entre a concentração plaquetária e a de fator de crescimento TGF-β 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 dos valores de referência foram 

utilizados neste estudo. Só foram incluídos animais que apresentaram um número de 

plaquetas no sangue total superior a 100.000 µL
-1. Durante o experimento os animais foram 

mantidos em baias individuais, com alimentação à base de alfafa, ração comercial e água ad 

libitum. 

Coleta de sangue  

O sangue foi colhido por meio de punção da veia jugular com agulha 16G e 

armazenado em duas bolsas de sangue de 450 ml (CDPA-1) contendo 

citrato/fosfato/dextrose/adenina como anticoagulante.  

Processamento das amostras 

Para a avaliação de cada protocolo a ser testado, foram utilizados neste experimento 

100 ml de sangue acondicionados assepticamente em três tubos Falcon (com capacidade para 

50 ml), sendo que  em um tubo foram depositados 30 ml e em dois 35 ml de sangue.   Os 

tubos Falcon contendo 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 cada protocolo testado. Após esta segunda centrifugação o plasma 

sobrenadante foi descartado sendo conservados apenas 10 ml de PRP, equivalentes a 10% do 
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volume do sangue total utilizado inicialmente no seu preparo. As amostras de PRP foram 

acondicionadas em tubos eppendorfs. 

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 min (CARMONA, 2006); PII centrifugação a 120g durante 10 minutos 

seguida de 240g por 10 min (CARMONA, 2006 modificado); PIII centrifugação a 300g e 

640g por 10 min (VENDRAMIN et al., 2006); PIV centrifugação a 400g e 800g por 10 min 

(VENDRAMIN et al., 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) (Tabela 1). 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 foi usado um volume maior de sangue 

do que o utilizado pelos autores em seus respectivos experimentos.  

Avaliação laboratorial das amostras 

Amostras de 2 ml de sangue total e de PRP, obtidas 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. As 

amostras de sangue e PRP foram diluídas e homogeneizadas 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 para visualização. 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. 
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Amostras obtidas a partir de cada protocolo foram estocadas em tubos eppendorf a -

80ºC para dosagem do fator de crescimento TGF-β1  usando o kit para ELISA Quantikine. 

 

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- Os resultados da concentração de plaquetas utilizando sete diferentes protocolos 

estão apresentados na Figura 1.   Não foi observada diferença na capacidade de concentrar 

plaquetas entre os sete protocolos usados na obtenção do PRP neste estudo (Figura 1-A) 

(p>0,05). Todos os protocolos testados permitiram obtenção de concentração plaquetária 

média de quatro vezes acima da concentração 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 1-B) o PI, seguido dos 

protocolos PVII, PII, PVI, PV, PIV, PIII, foi o protocolo que apresentou maior concentração 

destas variáveis nas amostras analisadas (p<0,05). 

Hemácias- Quanto à presença de hemácias (Figura 1-C) nas amostras de PRP os resultados 

foram semelhantes aos encontrados nos 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). 
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TGF-β1- Neste estudo não observamos diferença signicativa entre os sete protocolos quanto à 

presença do FC TGF- β1 nas amostras analisadas. Não houve correlação entre as 

concentrações plaquetárias, contagem de plaquetas e as concentrações de TGF-B1 nos sete 

protocolos testados (p<0,05). As médias do TGF-β1 nos sete protocolos na ordem decrescente 

foram: 14053 ± 5862 pg/ml (PI), 12397 ± 1517 pg/ml (PVII), 10518 ± 2515 pg/ml (PVI), 

10004 ± 2440 pg/ml (PV), 8796 ± 2294 pg/ml (PIV), 7634 ± 1218 pg/ml (PII) e 7198 ± 2996 

pg/ml (PIII) (p<0,05). 

 

DISCUSSÃO 

O preparo do PRP pelo método manual exige a determinação do melhor protocolo a 

ser utilizado, baseado na velocidade e tempo de centrifugação, o anticoagulante e sistema de 

coleta de sangue, a quantidade de sangue a ser utilizado, treinamento pessoal, bem como, o 

método de contagem das plaquetas (EFEOGLU et al., 2004; JAMESON, 2007). 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; MACEDO, 2004).   

 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 4,7, 

4,7 e 5,4, respectivamente. A quantidade necessária de plaquetas para auxiliar nos processos 

cicatriciais é incerta (MC LELLAN & PLEVIN, 2011). A recomendação atual é que se tenha 

plaquetas viáveis no PRP em concentração 3 a 5 vezes superior que a presente  no sangue 

total (MARX, 2004; SMITH et al., 2006).  Fato este observado em nosso experimento em 

todos os protocolos testados onde as médias das concentrações plaquetas se mantiveram neste 

intervalo.  
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A média de concentração das plaquetas de 4,6 no PIII foi semelhante ao observado por 

Vendramin et al., (2006). Quando se compara as médias de concentração de plaquetas no PRP 

obtidas com o PI (4,1) com Carmona, (2006) e do PVII (4,5) com Maia, (2008) se observa 

que as médias obtidas neste trabalho foram superiores as descritas por estes autores em seus 

respectivos estudos utilizando mesmo protocolo, porém com diferentes volumes de sangue. 

No PIV a concentração de plaquetas no PRP foi de 4,8 apresentando resultado inferior ao 

observado pelo autor deste protocolo utilizando menor volume de sangue total 

(VENDRAMIN et al., 2009). 

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, foi obtido um número maior de 

plaquetas que o observado por Carmona (2006) (250.000 plaquetas/ml) utilizando método 

manual e Carter et al., (2003) (490.000 plaquetas/ml) utilizando o método automático, e 

contagem menor de plaquetas no PRP que Sutter et al., (2004) (855.000 plaquetas/ml) 

utilizando o método semi-automático de obtenção de PRP. 

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

hemácias (Figura 1-C), o PI, PVII e PII foram os protocolos que apresentaram maiores índices 

destes constituintes nos ensaios (p<0,05). Isto é atribuido à menor força g e menor tempo de 

centrifugação destes protocolos em relação aos outros, e ao maior volume de sangue utilizado 

neste experimento que o utilizado pelos autores destes 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. Isto 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 
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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 IL-1 (MC CARREL & FORTIER, 2009). 

Portanto, o método para a obtenção de PRP mais adequado é aquele que também resulta na 

menor contaminação com 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 PVII foram os protocolos que apresentaram 

maior quantidade de TGF-β1 nas amostras. Esses protocolos também foram os que 

apresentaram a maior presença de leucócitos. Segundo Weibrich et al., (2003) existem outras 

células além das plaquetas, como leucócitos, que tem a capacidade de liberar fatores de 

crescimento. A média de TGF-β1 nas amostras nos sete protocolos foi de 10085 ± 2492 pg/ml 

sendo superior ao descrito por Carter et al., (2003) (7480 pg/ml), mas inferior as encontradas 

por Sutter et al., (2004) (23600 pg/ml) e Carmona (2006) (12515 pg/ml). 

Embora o PRP seja uma alternativa terapêutica promissora na medicina eqüina, ainda 

existem muitas lacunas relativas ao seu uso que devem ser preenchidas.  Para o uso seguro e 

eficaz do PRP em cavalos é necessário determinar: a freqüência 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 observarmos diferenças significativas entre os protocolos testados, os 

protocolos mais adequados para obtenção de PRP foram: PIV, PV e PVI. Estes apresentaram 

as maiores concentrações plaquetárias, níveis favoráveis de TGF-B1 e menor índice de 

contaminação com hemácias e leucócitos.  
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Tabela 1: Força e tempo de centrifugação dos protocolos usados para obtenção de PRP. 

 

   

Protocolos Primeira centrifugação Segunda centrifugação 

 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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Figura 1- a) 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. 
 
 
 



 43 

4. CONCLUSÃO 
 

 

- O PRP é uma terapia promissora surgindo cada vez mais interesse pela utilização 

deste produto na clínica médica e cirúrgica de equinos. 

- A obtenção do PRP pelo método manual é uma técnica simples e com custo baixo, 

porém exige experiência pessoal para execução. 

- Apesar de não observarmos diferenças significativas quanto a capacidade de 

concentração plaquetária e os níveis dos fatores de crescimento entre os sete protocolos 

utilizados neste experimento, sugerimos para obtenção do PRP os protocolos PIV, PV e PVI 

devido à menor contaminação com hemácias e leucócitos, as maiores médias de concentração 

de plaquetas e níveis consideráveis de TGF-β1  nas amostras analisadas.    

- A maximização do uso do PRP pode ser realizada através de estudos futuros onde se 

consiga o congelamento ou da liofilização do PRP através da sua obtenção pelo método 

manual. 
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