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RESUMO 

VIDAL JUNIOR, André William Masseaux. Comparação entre protocolos para obtenção de 

plasma rico em plaquetas em cães: estudo celular. 2017. 67p. Dissertação (Mestrado em 

Medicina Veterinária, Ciências Clínicas). Instituto de Veterinária, Universidade Federal Rural do 

Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017. 

Foi proposto por esse estudo avaliar dois protocolos (PA e PB) para obtenção de PRP canino 

autólogo, de fácil execução em ambulatório (método semiautomático) e de boa qualidade 

(capacidade de concentração de plaquetas, avaliação qualitativa da morfologia das plaquetas e 

reduzida contaminação com eritrócitos), para posteriormente propor diferentes indicações 

terapêuticas desses PRP como agentes moduladores de recuperação tecidual, de acordo com o 

padrão celular leucocitário observado. Para isso foram utilizados 20 cães (Canis lupus familiaris) 

atendidos no Hospital Veterinário da UFRRJ (HV), machos e fêmeas, com idade variando entre 1 

e 7 anos (média 4 anos), considerados saudáveis clinica e hematologicamente que se destinavam 

para cirurgias eletivas e/ou consultas de rotina. Após tricotomia e antissepsia adequadas, eram 

coletados 8 mL de sangue por venopunção da jugular sendo imediatamente acondicionados em 

dois frascos de 4 mL, do tipo vacuntainer, contendo citrato de sódio a 3,2%. O protocolo A 

utilizando centrifugação dupla com 210 xG e 370 xG e protocolo B utilizando centrifugação dupla 

com 140 xG e 330 xG. Amostras de PRP obtidas a partir de cada protocolo foram destinadas a 

contagem de plaquetas, hemácias e leucócitos em câmara de Neubauer, contagem diferencial dos 

leucócitos e observação da morfologia das plaquetas em esfregaços. Analisou-se os dados (médias 

e desvios padrão) pelo Teste t com 95% de probabilidade (p<0,05) utilizando-se correlação de 

Pearson para testar a relação entre a contagem de plaquetas e hemácias, plaquetas e leucócitos e 

leucócitos em relação as hemácias. Houve correlação negativa muito fraca entre plaquetas e 

leucócitos (ρ= -0,03), negativa fraca entre plaquetas e hemácias (ρ= -0,3) e correlação positiva forte 

entre leucócitos e hemácias (ρ=0,75). Embora o protocolo B não tenha alcançando a média um 

milhão de plaquetas desejado (979300 ± 79631 células/µL), ambos os protocolos, A e B (4,42 ± 

1,61 e 3,85 ± 1,55 vezes mais plaquetas que o sangue total, respectivamente) (p<0,05) foram 

eficientes em concentrar plaquetas. Os prolongamentos citoplasmáticos evidenciando ativação 

plaquetária estiveram presentes em 26,55 ± 6,72 %  das plaquetas do protocolo A e 26,25 ± 7,03 

% nas do protocolo B (p>0,05). PA e PB apresentaram reduzido número de hemácias (p>0,05) 

consideradas contaminantes das amostras e, quanto a quantidade de leucócitos, o protocolo A 

apresentou mais glóbulos brancos (p<0,05) que o protocolo B com maiores concentrações de 

basófilos, segmentados e linfócitos.  

 

Palavras-chave: fatores de crescimento, concentrado de plaquetas, terapia celular, caninos. 
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ABSTRACT 

VIDAL JUNIOR, André William Masseaux. Comparison between protocols for obtaining 

platelet-rich plasma in dogs: a cellular study. 2017. 67p. Dissertation (Master degree in 

Veterinary Medicine, Clinical Sciences). Veterinary Institute, Federal Rural University of Rio de 

Janeiro, Seropédica, RJ, 2017. 

It was proposed by this study to evaluate two protocols (PA and PB) to obtain autologous canine 

PRP, which is easy to perform in an ambulatory (semiautomatic method) and of good quality 

(platelet concentration, qualitative evaluation of platelet morphology and low contamination with 

Erythrocytes), to later propose different therapeutic indications of these PRPs as tissue modulating 

agents, according to the observed cellular leukocyte pattern. For this purpose, 20 dogs (Canis lupus 

familiaris) were used at the UFRRJ (HV) Veterinary Hospital, males and females, aged between 1 

and 7 years (mean 4 years), considered clinically and hematologically healthy for elective surgeries 

and / or routine consultations. After adequate trichotomy and antisepsis, 8 mL of blood were 

collected by venipuncture of the jugular, being immediately packed in two 4 mL flasks, vacuntainer 

type, containing sodium citrate 3,2%. Protocol A using double centrifugation with 210 xG and 370 

xG and protocol B using double centrifugation with 140 x G and 330 x G. PRP samples obtained 

from each protocol were used to count platelets, erythrocytes and leukocytes in the Neubauer 

chamber, differential leukocyte counting and observation of platelet morphology in smears. Data 

(mean and standard deviations) were analyzed by the 95% probability t test (p <0,05) using 

Pearson's correlation to test the relationship between platelet and erythrocyte counts, platelets and 

leukocytes and leukocytes in Relation to red blood cells. There was a very weak negative 

correlation between platelets and leukocytes (ρ = -0,03), weak negative between platelets and 

erythrocytes (ρ = -0,3) and strong positive correlation between leukocytes and erythrocytes (ρ = 

0,75). Although Protocol B did not reach the desired one million platelets average (979300 ± 79631 

cells / μL), both protocols, A and B (4,42 ± 1,61 and 3,85 ± 1,55 times more platelets than Total 

blood, respectively) (p <0,05) were efficient in concentrating platelets. The cytoplasmic 

prolongations evidencing platelet activation were present in 26,55 ± 6,72% of platelets of protocol 

A and 26,25 ± 7,03% in those of protocol B (p> 0,05). A and B presented a small number of red 

blood cells (p> 0,05), which were considered to be contaminants of the samples and, for the 

quantity of leukocytes, protocol A presented more white blood cells (p <0,05) than protocol B with 

higher concentrations of basophils , and lymphocytes.  

 

Keywords: growth factors, platelet concentrate, cell therapy, canines. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O plasma rico em plaquetas (PRP) autólogo é um hemocomponente do próprio paciente 

consistindo em grande concentração de plaquetas em pequeno volume de plasma. A principal 

importância terapêutica das plaquetas neste preparado é a presença de alfa-grânulos que sintetizam 

e liberam fatores de crescimento (FC) e citocinas (MARX, 2004). Os FC são peptídeos capazes de 

modular diversos processos celulares de ativação, diferenciação, mitogênese e angiogênese, tendo 

efeitos positivos na reparação de diversos tecidos orgânicos (SÁNCHEZ et al., 2003).   

O uso de PRP tem bons resultados para reparação tecidual na medicina veterinária, 

odontologia e medicina humana, sendo utilizado em procedimentos de enxertia óssea na região 

alveolar para posteriormente realizar a fixação de implantes dentários, em cirurgias periodontais e 

maxilofaciais de seres humanos (ANITUA, 2001; WHITMAN; BERRY, 1998), procedimentos 

ortopédicos, neurocirúrgicos e de cirurgia reconstrutiva tanto em animais quanto em humanos 

(BHANOT; ALEX, 2002; MAZZUCCO et al., 2004). 

O 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 e FC que agem na 

recuperação de tecidos, estimulam a maturação celular e a migração fibroblástica e induzem a 

síntese de matriz extracelular. 

Está sob interesse crescente a contribuição das terapias celulares estimulando regenerações 

teciduais e atuando como imunomoduladores ao influenciar a mobilização celular. A utilização do 

PRP devido à sua origem autóloga criou novas perspectivas na prática clínica e laboratorial. Os FC 

e citocinas com suas propriedades antibacterianas, regenerativas, anti e pró inflamatórias atuam no 

estimulo dos mecanismos de defesa contra infecções e na recuperação de diversos tecidos, além de 

ser um produto de fácil aquisição e baixo custo, o que o torna uma opção muito viável no tratamento 

de várias afecções na medicina veterinária. 

A teoria que embasa o uso do PRP é coerente. Com base na ideia de que um determinado 

número de plaquetas já teria capacidade suficiente para interagir entre si e com outras células 

modulando e estimulando diversas respostas orgânicas, o aumento no número dessas, 

consequentemente, levaria a uma melhor e maior atividade do processo de recuperação tecidual. 

A centrifugação é precisa e diferenciada para obtenção do PRP em cada espécie, 
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preservando as plaquetas e as deixando aptas a liberar os FC, e mesmo na mesma espécie, a 

variação no tempo e força G utilizados na centrifugação geram produtos com características 

celulares diferentes. Acredita-se que esses produtos de qualidade reconhecida mas com padrão 

celular diferente, podem ser indicados para procedimentos distintos, considerando-se os aspectos 

inflamatórios, vasculares e cicatriciais de cada caso da clínica e cirurgia veterinárias.  

Nesse contexto, é proposto por esse estudo avaliar dois protocolos para obtenção de PRP 

canino autólogo, de fácil execução em ambulatório (método semiautomático) e de boa qualidade 

(capacidade de concentração de plaquetas, avaliação qualitativa da morfologia das plaquetas, 

caracterização qualitativa e quantitativa leucocitária e reduzida contaminação com eritrócitos).  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Plaquetas 

 

Os megacariócitos (MKs), células multinucleadas maiores presentes na medula óssea 

originam fragmentos que são as plaquetas. Se desenvolvem a partir de células mielóides 

progenitoras pluripotentes CD34+ que residem no tecido hematopoiético e na corrente sanguínea. 

As plaquetas surgem da fragmentação do citoplasma dos MKs, sendo liberadas diretamente na 

corrente sanguínea, ao redor do espaço hematopoiético medular. A produção de plaquetas é 

estimulada e regulada por citocinas, principalmente as interleucinas 1, 3, 6 e 11 e pelo hormônio 

trombopoietina (LEVEN, 2000; HARTWIG, 2003) que regula o desenvolvimento dos 

megacariócitos e a liberação das plaquetas (REBAR et al., 2003).  

A concentração de plaquetas no sangue total dos cães pode variar entre 200.000 e 500.000 

plaquetas por μL que permanecem viáveis por aproximadamente cinco a nove dias na circulação 

sanguínea e quando senis, são retiradas da circulação pelo sistema fagocítico mononuclear (SFM). 

Oitenta por cento das plaquetas se encontram na circulação e 20% armazenadas no baço, podendo 

se mover livremente entre estes dois compartimentos (WEISS; WARDROP, 2010). 

As plaquetas de mamíferos possuem em seu citoplasma três tipos de grânulos. Os grânulos 

alfa que contêm os FC, fatores de coagulação, citocinas e proteínas de adesão; os grânulos densos 

que são importantes na liberação de serotonina, cálcio, fósforo e ADP e os grânulos lisossomais 

que possuem ácido hidrolases, guanina, fosfolipases e cinases, enzimas com ações hidrolíticas e 

proteolíticas. Quando a plaqueta é ativada, emite pseudópodes (Figura 1) fazendo a comunicação 

com o meio externo, liberando todas as suas organelas e componentes para o tecido (WEISS; 

WARDROP, 2010). 
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Figura 01: Plaquetas visualizadas em microscopia eletrônica. A) Agregação de plaquetas próximas a 

eritrócitos. B) Formação de pseudópodos. Fonte: Department of Biostatistics & Epidemiology, College of 

Public Health, OUHSC, [https://www.ouhsc.edu/platelets/platelets/platelets%20intro.html]. Acesso em 12 

de dezembro de 2016.  

 

O ADP induz a migração plaquetária e a serotonina produz contração de artérias lesionadas. 

Albumina, fibrinogênio, fibronectina, fator V, fator Va e fator Von Willebrand também estão 

contidos nos grânulos alfa, porém não são específicos das plaquetas (ANITUA, 1999). Esses e 

outros componentes são importantes às funções das plaquetas desde a formação de trombos e 

síntese da matriz extracelular durante a cicatrização até a modulação da inflamação (WEISS; 

WARDROP, 2010). 

Além de atuar no processo de hemostasia, cicatrização de feridas e reepitelização, as 

plaquetas liberam diversos FC que estimulam a angiogênese com crescimento vascular e 

proliferação de fibroblastos, que por sua vez proporcionam um aumento na síntese de colágeno. 

Estas propriedades das plaquetas tornam o PRP um produto com grande potencial de estimular a 

recuperação tecidual (MARX, 2004). 

 

2.2 Plasma Rico em Plaquetas 

 

O PRP de maneira geral é autólogo, sendo constituído por um pequeno volume de plasma 

com grande concentração de plaquetas, FC e citocinas para migração epitelial, formação óssea e de 

tecido conjuntivo (MARX, 2004; CROVETTI et al., 2004; HENDERSON et al., 2003). O plasma 

rico em fatores de crescimento (PRFC) ou PRP tem uma concentração de plaquetas maior em 

comparação com o sangue periférico e devido as forças centrífugas no processo de preparação, 

A B 
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apresenta uma proporção maior de plaquetas e alta densidade quando comparado ao sangue total. As 

plaquetas mais densas são mais jovens, estando a poucos dias na corrente sanguínea e não apresentam 

grandes desgastes nem ativação, sendo assim, secretam uma concentração maior de FC em 

comparação com plaquetas de menor densidade, mais antigas (ANITUA et al., 2004). 

O PRP é constituído basicamente por plasma, onde estão os fatores de coagulação 

(GOLDBERG, 1997), plaquetas, que degranulam liberando os FC e demais compostos, leucócitos, 

que agem contra infecção e poucas hemácias (MARX; GARG, 1999). O momento ideal para a coleta 

sanguínea é antes do estabelecimento da fluidoterapia e do procedimento cirúrgico iniciar, pois a 

administração de fluidos durante o ato anestesiológico dilui a concentração plaquetária e a contagem 

de plaquetas diminui durante a cirurgia, devido ao direcionamento para o local da intervenção para 

que ocorra coagulação (MARX, 2001). 

A qualidade do PRP é mensurada principalmente pela capacidade de concentração de 

plaquetas. O PRP deve apresentar três a cinco vezes mais plaquetas que o sangue total (WHITLOW 

et al., 2008), no entanto, outros estudos indicam ser necessária uma concentração superior a 1 milhão 

de plaquetas/μL (MARX et al., 1998; LEMOS, 2002).  

Diversos protocolos para obtenção de PRP foram propostos, obtendo produtos com diferentes 

características e consequentemente com diferentes indicações de uso. Nos últimos anos, diversos 

protocolos de PRP foram desenvolvidos principalmente para equinos, classificados de acordo com 

algumas peculiaridades. Os PRP líquidos são obtidos mediante adição de anticoagulantes para sua 

elaboração, podendo ser puros (P-PRP), concentrando quantidades pequenas de plaquetas (1,3 a 4 

vezes a concentração basal) e apresentando concentrações leucocitárias menores ou similares ao 

sangue total ou podem ser leucocitários (L-PRP), concentrando plaquetas mais eficientemente (em 

torno de 5 vezes a concentração basal) e concentrando leucócitos 3 vezes ou mais em relação a 

concentração basal (CARMONA; LOPEZ; SANDOVAL, 2012).  

 

2.2.1 Uso do plasma rico em plaquetas 

 

Foi descrito o uso de cola de fibrina pela primeira vez em 1982, sendo demostrado seu valor 

hemostático, ação adesiva e cicatrizante tecidual em cirurgia oral e bucomaxilofacial (MATRAS, 

1982). Em 1994 empregou-se adesivo autólogo de fibrina para reconstrução mandibular associada à 



6 

 

enxertia óssea em 33 pacientes humanos. Tal adesivo demonstrou ter propriedades hemostáticas e 

acelerou em 50 % a formação óssea, sendo observado por radiografias incorporação e remodelamento 

ósseo na quarta semana no grupo que foi empregado a fibrina em comparação a detecção de tais sinais 

apenas na oitava semana no grupo controle, que utilizou somente a enxertia óssea. Tal benefício na 

reparação, foi atribuído a otimização da migração de fibroblastos e osteoblastos e retardar a 

proliferação bacterina. Tais resultados serviram de embasamento para os primeiros trabalhos 

utilizando PRP (TAYAPONGSAK et al., 1994). 

O PRP aparece como opção em 1997, sendo empregado em cirurgia bucomaxilofacial e 

apresentando vantagens sobre a utilização da cola de fibrina, por ser um método mais prático ao se 

empregar sangue autólogo coletado no período pré-operatório imediato, não sendo necessário o 

processamento em bancos de sangue e torna maior o número de pacientes elegíveis ao processo de 

preparo do PRP, por não necessitar dos critérios de doação de sangue, além de as plaquetas presentes 

no PRP fornecerem fatores de crescimento que contribuem ao processo de reparação tecidual 

(WHITMAN et al., 1997).  

No final da década de 1990, foi publicado estudo que utilizou sangue autólogo de pacientes 

humanos, que após processamento foram alcançadas concentrações plaquetárias 338% superiores aos 

níveis fisiológicos, sendo identificado na preparação fator de crescimento derivado de plaquetas e 

fator de transformação. Tal hemocomponente, foi utilizado em falhas mandibulares humanas 

associados à enxertia óssea. Através de avaliações radiográficas, constatou-se que o uso do PRP 

propiciou maturidade óssea 1,62 a 2,16 vezes mais rápido em comparação com a enxertia apenas. Na 

avaliação histomorfométrica, a densidade óssea no grupo PRP foi de 74 % em relação aos 55,1% do 

grupo sem associação do PRP (MARX et al., 1998). 

O uso de PRP foi basicamente caracterizado na medicina veterinária na clínica médica e 

cirúrgica de equinos, sendo as principais aplicações em afecções musculoesqueléticas (BOSCH et al., 

2011) e feridas na pele de membros, devido a maior dificuldade de cicatrização desta região 

(MONTEIRO et al., 2009). 

Nos cães, ocorreram benefícios do PRP associado ou não com outros biomateriais, como 

enxertos ósseos, na regeneração do tecido ósseo e integração em casos de fraturas experimentais 

(YOU et al., 2007; CASATI et al., 2007). 

Existem modelos animais utilizados na caracterização dos benefícios do PRP na regeneração 
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tecidual, principalmente óssea. Em estudo anterior envolvendo osteotomias mandibulares para 

remoção de tumores em seres humanos, foi comparada radiograficamente a utilização de enxertos 

esponjosos autólogos com e sem associação ao PRP. O grupo que utilizou PRP, obteve formação de 

tecido ósseo 2,16 vezes mais maduro no período de dois meses, 1,88 vezes mais maduro no período 

de quatro meses e uma quantidade maior de osso formado em comparação com o grupo controle 

(MARX et al., 1998).  

Outro estudo onde osteotomias eram realizadas em mandíbulas de cabras, após a fixação da 

placa ortopédica, sucedeu-se a enxertia autóloga com e sem associação ao PRP, demostrou 

radiograficamente aumento considerável de formação óssea do grupo que fez uso de PRP em relação 

ao controle em análises histológicas e histomorfométricas demostrou calo ósseo maior em três e seis 

semanas (FENNIS, et al., 2002; FENNIS et al., 2004).  

A análise com microscopia de fluorescência em alvéolos dentários de coelhos submetidos a 

aplicação de PRP, demostrou aceleração da formação óssea (TAMAE, 2005). Avaliações na 

consolidação óssea de cães tratados com enxertia associada ao PRP demostraram resultados 

promissores, inclusive tendo uma cicatrização da ferida cirúrgica melhor e menos edema em até 

quinze dias em relação ao grupo que não utilizou associação ao PRP (BARBOSA et al., 2008). 

Os caninos e felinos estão sujeitos à diversas enfermidades musculoesqueléticas e 

traumatismos (CHANDLER; BEALE, 2002) e o uso do PRP pode estimular a regeneração óssea 

(INTINI, 2009) destas espécies, como ocorre em humanos (GREPPI et al., 2011; SÁNCHEZ et al., 

2003), cavalos (ARGUELLES et al., 2008) e cães em fraturas experimentais (BARBOSA et al., 2008; 

YOU et al., 2007). 

 

2.2.2 Obtenção de plasma rico em plaquetas  

 

Os métodos para obtenção do PRP, podem ser classificados em três tipos: método automático 

(aférese), semiautomático (centrifugação) e manual (coagulação em tubo) (VENDRUSCOLO et al., 

2012). Existem vantagens e desvantagens em relação a cada técnica de preparo, no entanto, não se 

reconhece nenhum método sendo superior devido à falta de consenso sobre a concentração ideal de 

plaquetas no PRP (FOSTER et al., 2009).  

O método automático é mais dispendioso, devido ao alto custo para aquisição do maquinário 
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e necessitando também de grandes volumes sanguíneos (> 450 ml). As vantagens estão na eficiente 

concentração de plaquetas, maior volume de PRP obtido e menor contaminação bacteriana 

(PEREIRA, 2012; VENDRUSCOLO et al., 2012). 

O método por centrifugação necessita de aquisição de maquinário próprio, no entanto, 

apresenta menor custo em relação ao método automático. Proporciona concentração plaquetária 

adequada a partir de pequenos volumes sanguíneos e menor chance de contaminação bacteriana em 

relação ao método manual (PEREIRA, 2012; VENDRUSCOLO et al., 2012). É importante o 

treinamento de pessoal no processamento do material, pois é um método trabalhoso e passível de erro 

pelo operador (VENDRAMIN et al., 2009). 

O método manual é o mais simples, não necessitando adquirir equipamentos específicos e 

podendo ser realizado em ambiente ambulatorial. Como desvantagem é o método mais passível de 

contaminação bacteriana e não permite concentração plaquetária tão eficiente como os métodos 

automático e semiautomático (PEREIRA, 2012). 

O uso de força centrífuga é um processo crucial na separação das fases sanguíneas e 

consequente concentração plaquetária e alguns estudos sugerem que a obtenção do PRP pelo método 

de duas centrifugações é capaz de concentrar até sete vezes mais plaquetas na segunda centrifugação 

em relação a primeira (ARAKI et al., 2012; NAGATA et al., 2010). Protocolos de dupla centrifugação 

são indicados para cães (ALEIXO et al., 2011; BARBOSA et al., 2008), cavalos (ARGÜELLES et 

al., 2006), humanos (ANITUA et al., 2005) e coelhos (KANTHAN et al., 2011), no entanto, devido 

a características morfológicas plaquetárias dos gatos, como maior diâmetro (2-6 μm) (BOUDREAUX 

et al., 2010) e volume médio (8,6-14,1 fL) (BOUDREAUX; EBBE, 1998) e devido ao pequeno 

volume de amostra obtido, devem ser utilizadas forças rotacionais mais leves e centrifugação única, 

pois protocolo de dupla centrifugação nessa espécie leva a maior manipulação, risco de contaminação 

e redução na contagem final de plaquetas (SILVA et al., 2012; TEIXEIRA, 2014). 

O método semiautomático por centrifugação única é indicado para felinos. Foi utilizado 

rotação branda de 85 xG por 6 minutos e concentrou uma quantidade significativa de plaquetas em 

felinos (26,16%) em relação a concentração basal, levando a um incremento de TGF-β1 e PDGF-BB 

após 3 horas da ativação plaquetária (23,97 ng/mL e 1571,56 pg/mL respectivamente) e após 12 horas 

da ativação plaquetária (24,79 ng/mL e 1420,32 pg/mL respectivamente), em relação a concentração 

basal de tais fatores de crescimento (7,99 ng/mL e 365,89 pg/mL respectivamente) (SILVA et al., 
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2012). O PRP obtido é classificado como P-PRP e tem potencial para uso clínico e experimental na 

medicina regenerativa em felinos, visto que trabalho anterior não caracterizou níveis de TGF-β1, 

PDGF-BB e concentração de diversos tipos leucocitários (HAYWARD, 1999).   

Protocolos para obtenção de PRP em espécies animais têm sido propostos com o objetivo de 

concentrar um maior número de plaquetas viáveis em um menor volume de plasma (ALEIXO et al., 

2011; BARBOSA et al., 2008; ARGÜELLES et al., 2006; ANITUA et al., 2005; KANTHAN et al., 

2011; SILVA et al., 2012). A possibilidade de preparar um PRP utilizando uma centrífuga 

convencional em ambiente laboratorial ou ambulatorial, permite a obtenção do PRP com menor custo 

(VENDRAMIN et al., 2006) e maior aplicabilidade em medicina veterinária. 

Independentemente do protocolo utilizado, este deve aumentar a contagem plaquetária em 

uma concentração bem acima da encontrada no sangue total, preservando a estrutura e a função das 

plaquetas, pois se as plaquetas se romperem liberando os FC antecipadamente, a ação terapêutica do 

PRP estará prejudicada (LÓPEZ et al., 2012). 

 

2.2.3 Ativação plaquetária 

 

Os concentrados de plaquetas são utilizados na forma líquida ou imediatamente após a 

ativação plaquetária, com a finalidade de formar um agregado coagulado para melhorar a 

incorporação do preparado dependendo do local de aplicação. A ativação plaquetária geralmente é 

realizada mediante uso de sais de cálcio ou por trombina, podendo ter origem autóloga ou bovina.  

A ação dos sais de cálcio ocorre devido ao íon cálcio ser um segundo mensageiro da cascata 

de ativação plaquetária, desencadeando diversas alterações em forma, secreção de grânulos e 

agregação (ROBERTS et al., 2004), que acarretam a ativação de integrinas, liberação de mediadores, 

ADP, tromboxano A2 e atividade pró-coagulante pela formação de trombina (BERGMEIER; 

STEFANINI, 2009). A ativação pela trombina (Figura 2) ocorre devido a formação de fibrina a partir 

do fibrinogênio, formando um tampão hemostático (JENNINGS, 2009). 
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Figura 2: Representação didática da ativação plaquetária pela trombina (estímulo 

agonista) com emissão de pseudópodos e liberação dos fatores de crescimento. 

Adaptado de Everts et al. (2006). 

 

São conhecidas diversas substâncias anticoagulantes, no entanto, o citrato de sódio é uma das 

com menor efeito na morfologia plaquetária, sendo um dos anticoagulantes de escolha na maioria dos 

protocolos para obtenção de PRP nos animais (TEIXEIRA, 2014).  

Foi demonstrado que a ativação do coágulo por sais de cálcio ou por trombina, obtiveram 

resultados semelhantes, não havendo diferenças hematológicas significativas no PRP obtido por 

ambos os métodos (SILVA et al., 2012), visto que diversos compostos podem ser usados para a 

ativação, como o cloreto de cálcio (CARMONA et al., 2007), batroxobina (MAZZUCCO et al., 

2008), trombina (MAZZUCCO et al., 2009) e colágeno tipo I (FUFA et al., 2008). No entanto, é 

conhecido que a utilização de trombina bovina em humanos pode acarretar na formação de anticorpos 

contra fatores de coagulação (ORTEL et al., 2001), assim como em ratos, que podem desenvolver 

inclusive anticorpos anti nucleares (SCHOENECKER et al., 2001), sendo portanto mais aconselhado 

o uso de sais de cálcio para a ativação do PRP. 

Em estudo utilizando microscopia eletrônica para observação da morfologia plaquetária do 

PRP, foi demonstrado que a ativação apenas com cloreto de cálcio 10% resultou em 54% das 

plaquetas com ativação incerta, 24% ativadas, 20% em repouso e 2% danificadas, enquanto que o 

PRP sem ativação apresentou 49% das plaquetas com ativação incerta, 41% em repouso, 9% ativadas 

e 1% danificadas. Desta forma o cloreto de cálcio 10% demonstrou ser um ativador adequado e que 
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se o PRP for requerido na forma mais liquefeita, poderá ser utilizado sem prévia ativação, visto que 

apresenta expressiva quantidade de plaquetas ativadas e também em repouso, que são ativadas quando 

em contato com o tecido lesionado do paciente (ZANDIM et al., 2012). 

 

2.2.4 Fatores de crescimento e citocinas 

 

As citocinas são polipeptídeos ou glicoproteínas extracelulares, hidrossolúveis, variando 

entre 8 e 30 kDa (quilodaltons) que regulam reações imunológicas e inflamatórias. São produzidas 

por diversos tipos de células no local da lesão e por células do sistema imunológico através da 

ativação de proteinoquinases ativadas por mitógenos (OLIVEIRA et al., 2011). Citocinas são 

responsáveis pela produção, estimulação e diferenciação de múltiplos tipos celulares bem como 

pela produção de outras citocinas capazes de estimular ou de inibir a síntese de proteínas ou os 

efeitos biológicos de determinados tipos celulares ou de outras proteínas (CURFS et al., 1997). 

As citocinas são armazenadas como moléculas pré-formadas e como não é possível 

classificar as citocinas quanto à célula de origem ou quanto à função biológica, elas são agrupadas 

em interleucinas (IL), numeradas sequencialmente de IL-1 a IL-35, fatores de necrose tumoral 

(TNF), quimiocinas (citocinas quimiotáticas), interferons (IFN) e Fatores de Crescimento 

(RAEBURN et al., 2002).  

Citocinas se ligam a receptores específicos, ativando mensageiros intracelulares que 

regulam a transcrição gênica. Dessa forma, as citocinas influenciam a atividade, a diferenciação, a 

proliferação e a sobrevida da célula imunológica, assim como regulam a produção e a atividade de 

outras citocinas, que podem aumentar ou atenuar a resposta inflamatória, reconhecidas como pró-

inflamatórias (IL-1alfa e beta, IL-6, IL-8 e o TNF) e anti-inflamatórias (IL-4, IL-10, IL-13 e o fator 

transformador de crescimento β) (CURFS et al., 1997). 

O termo fator de crescimento (FC) que define a função do PRP denomina então um grupo 

de citocinas (BRAGA-SILVA et al., 2006) que podem ser secretados por várias moléculas e células 

reguladoras do nosso organismo. Estão envolvidos na proliferação e diferenciação celular, 

morfogênese de tecidos e órgãos desde a embriogênese até a fase adulta, podendo atuar como 

agentes mitogênicos, melhorando a proliferação de certos tipos de células, ou morfogênicos, 

alterando o fenótipo celular (EVERTS et al., 2006). A síntese de DNA, quimiotaxia, 
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citodiferenciação e síntese de matriz extracelular são funções desses polipeptídeos. Essas 

moléculas são os iniciadores universais atuando como mediadores biológicos naturais de quase 

todos os processos de reparo e regeneração tecidual (SCHLIEPHAKE, 2002). 

Quando as plaquetas são ativadas liberam, além dos fatores de coagulação, os FC. Esta 

secreção é mais intensa na primeira hora e as plaquetas continuam a sintetizar citocinas adicionais e 

FC por um mínimo de sete dias (SENZEL et al., 2009). Além de plaquetas ativadas os FC são 

secretados por leucócitos, macrófagos, fibroblastos e células endoteliais, todas envolvidas no 

processo de coagulação e de cicatrização. Muitos FC com diferentes propriedades foram 

caracterizados, sendo produzidos por diferentes tipos celulares, como adipócitos, células sanguíneas, 

esqueléticas, dentre outras (GRAGEDA, 2004). As plaquetas além de exercerem funções 

hemostáticas, devido a agregação, geração de trombina a partir da protrombina e da formação de 

coágulos de fibrina, secretam também os FC responsáveis pela reparação tecidual e reativação da 

vascularização em processos inflamatórios e de agiogênese (ANITUA et al., 2004).  

Os fatores de crescimento são polipeptídeos solúveis com atuação autócrina e/ou    parácrina 

que orquestram grandes eventos biológicos de reparação tecidual, como a regulação de crescimento 

e diferenciação fenotípica de numerosos tipos celulares (VEGA; SUÁREZ; ALMAGRO, 2000). 

Como resposta aos sinais liberados pelos FC, as células locais e infiltradas sofrem mudanças na 

proliferação, diferenciação e produção de proteínas biológicas com diferentes efeitos, levando ao 

fenômeno de ativação celular (REED et al., 2000). 

Foram caracterizados sete principais fatores de crescimento secretados ativamente pelas 

plaquetas e que atuam na fase inicial da cicatrização. São eles: três isômeros do fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGF) – PDGFaa, PDGFbb e PDGFab – dois fatores de crescimento 

transformadores beta (TGF-β1 e TGF-β2), o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e o 

fator de crescimento epidérmico (EGF) (MARX, 2004; FREYMILLER; AGHALOO, 2004; GREEN; 

KLINK, 1998). Os TGF atuam ativando os fibroblastos para formação de protocolágeno levando a 

deposição de colágeno e cicatrização da ferida. Os PDGF, associados ou não com os TGF, aumentam 

a vascularização tecidual, estimulam a proliferação de fibroblastos, aumentam a quantidade de 

colágeno, estimulam produção de tecido de granulação e favorecem a osteogênese. O VEGF estimula 

a angiogênese, a mitogênese e a permeabilidade vascular e o EGF induz o crescimento de tecido 

epitelial e estimula a angiogênese (LOZADA et al., 2001; GREEN; KLINK, 1998; KNOX et al., 
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1986). 

O fator de crescimento derivado de plaqueta (Platelet-Derived Growth Factor, PDGF) é o 

primeiro a estar presente na ferida e guiar a neovascularização, a síntese de colágeno e a neoformação 

óssea. No sítio da ferida, ele tenta atingir as células-alvo, aderindo-se aos receptores da membrana 

celular e estabelecendo ligações de proteína tirosina-quinase. O aumento de suas concentrações 

nesses sítios parece acelerar os processos de reparo por estimular a quimiotaxia de fibroblastos, 

macrófagos e neutrófilos e regular a síntese de colágeno (PONTUAL; MAGINI, 2003). É sintetizado 

primariamente nos grânulos α-plaquetários, podendo ser produzido e secretado também por 

macrófagos, células endoteliais, monócitos, fibroblastos e matriz óssea (PIERCE et al., 1991). Tem 

ação mitogênica sobre as células do tecido conjuntivo e fibroblastos, é um importante regulador na 

proliferação e quimiotaxia de células mesenquimais e estimula a reepitelização da pele quando na 

presença de lesões e perdas de tecidos (PONTUAL; MAGINI, 2003). 

O fator de transformação beta (Transforming growth factor β, TGF-β) constitui uma família 

de mediadores locais que regulam a proliferação e as funções da maioria das células. Este fator é 

liberado por macrófagos e fibroblastos, mas é nas plaquetas plasmáticas que se encontra sua maior 

concentração. Exerce ação reparadora e antiinflamatória de lesões e tecidos. Seus efeitos são variados, 

dependendo do tipo de célula afetada. Podem suprimir a proliferação celular, estimular a síntese da 

matriz extracelular, estimular a formação óssea ou atrair células por quimiotaxia (MARSOLAIS; 

FRENETTE, 2005) sendo a quimiotaxia e a mitogênese as funções principais dos TGF-β. Os TGF-β 

mais comuns no PRP são os TGF-β1 e TGF-β2, que são ligados à cicatrização do tecido conjuntivo 

e à regeneração do tecido ósseo. O β1 é encontrado nas plaquetas, linfócitos e neutrófilos, o β2 nos 

extratos ósseos, plaquetas e neutrófilos (VILELLA, 2007). 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 (MARSOLAIS; FRENETTE, 2005) e em certas 

concentrações, a ação inibitória de TGF-β é maior do que a ação proliferativa do PDGF (VILELLA, 

2007). 

O fator de crescimento vascular endotelial (Vascular Endotelial Growth Factor, VEGF) age 

na proliferação e migração das células endoteliais, adaptação das integrinas aos receptores de VEGF 

e na diapedese das células endoteliais. É um potente indutor na formação do vaso sanguíneo atuando 

na neovascularização por aumentar a angiogênese e permeabilidade vascular (MARSOLAIS; 
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FRENETTE 2005). Atrai os fibroblastos para produção de tecido conjuntivo e participa também da 

produção de fibrina a partir do fibrinogênio e em cuja malha ocorre o crescimento das células 

endoteliais e fibroblastos (PONTUAL; MAGINI, 2003). 

O fator de crescimento semelhante à insulina (Insulin-like growth fator,IGF) é secretado 

durante a formação óssea pelos osteoblastos aumentando a osteogênese e acelerando a deposição 

óssea. Existem dois tipos, IGF-I e IGF-II, que se aderem a um receptor de membrana celular 

específico que estimula a atividade da quinase, resultando na mitose de células precursoras do osso. 

A atividade quimiotática para fibroblastos, osteoblastos e células progenitoras dos osteoclastos são 

outras funções importantes (GIANNOBILE, 1999). 

O fator de crescimento fibroblástico (Fibroblast growth fator, FGF) é um potente fator 

mitogênico para endotélio, condrócitos, fibroblastos e músculo liso, atua sobre a hematopoiese e é 

considerado um potente agente quimiotaxiador.  É excessivamente liberado durante a injúria tecidual 

nas cirurgias ou traumatismos. Participa na angiogênese e, o FGF-2 em particular, tem a habilidade 

de induzir os estágios necessários à neovascularização. Outras funções incluem participação na 

migração de macrófagos, fibroblastos e células endoteliais em tecidos danificados e migração do 

epitélio para formar a nova epiderme. Também desempenha uma função no desenvolvimento 

muscular esquelético (ROSIER et al., 1998).  

O fator de crescimento epidermal (Epidermal growth fator, EGF), amplamente distribuído 

nas secreções e nos líquidos teciduais, é mitogênico para uma variedade de células epiteliais, 

hepatócitos e fibroblastos. É produzido por queratinócitos, macrófagos e outras células inflamatórias 

que migram para áreas onde está ocorrendo cicatrizações de feridas (STEENFOS, 1994). 

O fator de crescimento do tecido conjuntivo (Connective tissue growth fator, CTGF) promove 

angiogênese; regeneração da cartilagem; fibrose e adesão plaquetária (KUBOTA et al., 2004).  

 

 

 

2.2.5 Presença de leucócitos e hemácias  

 

O termo leucócito foi originado do grego, onde Leukos=branco e Kytos=célula, sendo 

conhecidos como as células brancas do sangue. Tal linhagem sanguínea deriva das células tronco 
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hematopoiéticas encontradas principalmente na medula óssea de adultos e em menor quantidade 

no sangue (KIEL et al., 2009; CLUITMANS et al., 1997). As células tronco hematopoiéticas 

podem ser diferenciadas em mieloblastos, em seguida em pró-granulócitos, para só então, se 

tornarem a linhagem granulocítica. Para formar linfócitos, as células indiferenciadas deverão gerar 

linfoblastos e para formação de monócitos, formarão monoblastos (KOEFFLER et al., 1985). 

Os leucócitos com numerosos grânulos citoplasmáticos são denominados granulócitos, 

compreendendo os neutrófilos, basófilos e eosinófilos. Os leucócitos sem marcação por grânulos 

no citoplasma são denominados agranulócitos, compreendendo os linfócitos e monócitos. Com o 

corante histológico hematoxilina e eosina, os neutrófilos apresentam coloração rósea neutra, os 

eosinófilos apresentam coloração avermelhada brilhante, enquanto os basófilos ficam 

caracterizados por citoplasma azul escuro (KOEFFLER et al., 1985; LEVY, 2000). 

Os neutrófilos (polimorfonucleares) são essenciais na resposta imune inata, apresentando 

grânulos primários e secundários que secretam e armazenam proteínas antimicrobianas, enzimas e 

demais peptídeos ativos (LEVY, 2000). Os eosinófilos apresentam geralmente núcleo bilobulado 

e grânulos primários e secundários, estando proteínas citotóxicas nos grânulos secundários (LEVY, 

2000). Os basófilos apresentam núcleo com 2 à 3 lobos e os grânulos são menos numerosos em 

comparação com os eosinófilos (KOEFFLER et al., 1985; LEVY, 2000).  

Os linfócitos podem ser tipo B ou T, e podem variar de 5 a 15 µm de diâmetro, estando os 

pequenos linfócitos mais comumente na circulação e apresentando núcleos maiores em relação ao 

tamanho celular em comparação com linfócitos maiores (KOEFFLER et al., 1985; TRAVLOS, 

2006). Os monócitos podem ter de 12 à 18 µm de diâmetro e não apresentam estruturas 

citoplasmáticas facilmente identificáveis no microscópio óptico (KOEFFLER et al., 1985; 

TRAVLOS, 2006). 

Em estudo envolvendo ratos trombocitopênicos, foi observado aumento na concentração de 

linfócitos T e monócitos na lesão em relação ao grupo controle e a reparação tecidual e expressão 

de fatores de crescimento TGF β1 e VEGF eram iguais em comparação com ratos sem 

trombocitopenia, demostrando que os leucócitos, são importantes moduladores da reparação 

tecidual também liberando citocinas e FC responsáveis pela regeneração de tecidos 

(SZPADERSKA et al., 2003). 
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Nos cães os neutrófilos são os leucócitos mais comumente encontrados no sangue de cães 

saudáveis, os linfócitos são menos numerosos que os neutrófilos, monócitos e neutrófilos são vistos 

menos frequentemente e os basófilos são visualizados raramente (WEISS; WARDROP, 2010).  

Os neutrófilos fornecem a primeira linha de defesa contra organismos invasores, trauma 

tecidual ou qualquer sinal inflamatório indutor. Quando encontram um microrganismo, o fagocitam 

e tentam eliminar o patógeno, mas os mecanismos utilizados para eliminação do agente possuem a 

capacidade de lesionar o tecido do hospedeiro (WEISS; WARDROP, 2010). Os eosinófilos, 

embora possam de certa forma danificar o tecido do hospedeiro, são importantes na imunidade 

inata, adquirida e adaptativa e remodelamento tecidual a partir de liberação de citocinas (WEISS; 

WARDROP, 2010). 

Alguns linfócitos desempenham papel na resposta imune inata (Células Natural Killer e 

células T), mas a maioria é responsável por mediar a imunidade adaptativa, regulando a produção 

de anticorpo, citotoxidade e hipersensibilidade tardia (WEISS; WARDROP, 2010). 

A presença de leucócitos no PRP é controversa (BIELECKI et al., 2007). Alguns autores 

alegam que a presença de células brancas confere a essa substância resistência natural aos processos 

infecciosos e/ou alérgicos, melhorando as expectativas dos tratamentos, uma vez que a principal 

função do sistema de defesa do organismo é a proteção contra microrganismos e substâncias estranhas 

(RUGGERI, 1997; MARX; GARG, 1999). 

Altas concentrações leucocitárias no PRP podem retardar o processo cicatricial em tendão 

e articulação devido à maior expressão de citocinas inflamatórias (McCARREL et al., 2012; 

SCHNABEL et al., 2007; CARMONA et al., 2007), no entanto, em lesões de pele ou ósseas 

contaminadas decorrentes de trauma ou fratura experimental obtém benefícios com o uso de PRP 

com altos níveis leucocitários (MARX; GARG, 1999; BIELECKI et al., 2007; BARBOSA et al., 

2008). 

O L-PRP apresentou atividade antimicrobiana in vitro semelhante ao da gentamicina e da 

oxacilina contra Staphylococcus aureus suscetível à metilciclina (MSSA), inibindo o crescimento 

de Staphylococcus aureus resistente à metilciclina (MRSA) e Escherichia coli, mas não inibiu o 

crescimento de Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa 

(BIELICKI et al., 2007). Outro estudo que avaliou a ação bactericida do PRP com leucócitos sobre 

Staphylococcus aureus, comprovou maior atividade antimicrobiana durante as primeiras horas, 
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sendo uma boa estratégia na profilaxia de infecções e como adjuvante após o debridamento 

cirúrgico de lesões contaminadas, mas não tendo grande efeito como tratamento de infecção já 

estabelecida (MOOJEN et al., 2008). 

A função principal das hemácias é carrear oxigênio aos tecidos (WEISS; WARDROP, 

2010). As hemácias no PRP podem aumentar a viscosidade do gel após ativação plaquetária 

(ROSSI, 2001), no entanto, o grupamento heme pode aumentar a percepção de dor após a aplicação 

devido à irritação local (HALPERN et al. 2012). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Local e Animais 

 

Estudo submetido a Comissão de Ética no Uso de Animais do Instituto de Veterinária da 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA-IV, UFRRJ), sob o protocolo no. 

1827171016, com termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelos responsáveis dos 

animais. 

Vinte cães (Canis lupus familiaris) atendidos no Hospital Veterinário da UFRRJ (HV), 

machos e fêmeas, com idade variando entre 1 e 7 anos (média 4 anos), considerados saudáveis 

clinica e hematologicamente mediante histórico, anamnese, exame físico e hemograma e 

bioquímica sérica (alanina aminotrasferase, fosfatase alcalina, uréia e creatinina) foram submetidos 

a coleta de sangue em ambiente calmo e sem a presença de outros animais. Os cães desse estudo 

se destinavam no HV para cirurgias eletivas como orquiectomia ou ovariosalpingohisterectomia, 

tendo a confirmação de bom estado de saúde mediante realização de exames pré-operatórios. Parte 

dos cães foram trazidos por seus tutores para consultas de rotina, vacinações e demais 

procedimentos clínicos e, durante os exames realizados, não apresentavam alterações clínicas, 

hematológicas e/ou sistêmicas que pudessem impedir de serem inseridos neste estudo.  

Os hemogramas e demais exames complementares para atestar saúde dos animais foram 

realizados no HV e no do Laboratório de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinária 

(LQEPV) da UFRRJ, a confecção do PRP aconteceu no Laboratório de Pesquisas Clínicas (LPC) 

do Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinária também na UFRRJ. 

 

3.2 Avaliação hematológica 

 

A avaliação hematológica foi de extrema importância pois evidenciava a celularidade em 

sangue total a ser utilizada na comparação com o PRP posteriormente obtido. Amostras de sangue 

foram colhidas, após antissepsia, por punção da veia cefálica com agulha 22G, em frascos de 4 ml 

contendo o anticoagulante EDTA (ácido etilenodiaminotetracético), mantidas em uma caixa 

isotérmica com gelo e transportadas até o LQEPV onde foram processadas em até duas horas após 
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a coleta. Os hemogramas foram realizados em analisador hematológico por impedância1 e foram 

realizados uma semana antes da obtenção de sangue para o preparo do PRP. A contagem diferencial 

dos leucócitos foi realizada em microscópio ótico em imersão com objetiva de 100x a partir de 

esfregaços do sangue total em superfície de lâminas coradas com coloração do tipo instantânea 

(Panótico Rápido®) (JAIN, 1993). Do plasma foram mensuradas as concentrações de proteínas 

totais por refratometria (COLES, 1987). 

 

3.3 Obtenção de Plasma Rico em Plaquetas 

 

Nos cães encaminhados para cirurgias eletivas colhia-se o sangue após a aplicação de 

medicação pré-anestésica com morfina 0,3 mg/kg via intramuscular, para redução de estresse, com 

todos os cuidados de antissepsia. Após tricotomia e antissepsia adequadas, eram coletados 8 mL 

de sangue por venopunção da jugular externa com uso de agulha 22G e seringa de 10 mL, sendo 

imediatamente acondicionado em dois frascos de 4 mL, do tipo vacuntainer, contendo citrato de 

sódio a 3,2%.  

As amostras eram mantidas em caixa isotérmica contendo gelo e transportadas até o  

Laboratório de Pesquisas Clínicas (LPC) do Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinária 

também na UFRRJ, onde foi processado para confecção do PRP para serem submetidas a dois 

diferentes protocolos de obtenção do concentrado de plaquetas pelo método semi-automático de 

dupla centrifugação2 em até duas horas após a coleta. Para o protocolo A (PA) (ALEIXO et al., 

2011, modificado), o sangue era centrifugado a 210 xG durante 10 minutos. Após a separação do 

plasma sobrenadante, capa leucocitária e fração de hemácias, o plasma sobrenadante era 

arbitrariamente dividido em duas frações, com micropipetador automático era descartado 50% do 

plasma sobrenadante (metade superior) e a metade inferior do plasma e capa leucocitária eram 

acondicionadas em frasco do tipo vacuntainer sem aditivo para a segunda centrifugação à 370 xG 

por 10 minutos, sendo ao final visualizado o plasma sobrenadante e um botão de hemácias. Com o 

micropipetador automático, descartava-se 2/3 do plasma sobrenadante, sendo o restante 

considerado o PRP oriundo do protocolo A (Figura 3). No protocolo B (PB) (KIM et al., 2002 

                                                           
1 Analisador hematológico POCH-100iV Diff , Sysmex® 
2 Centrífuga Daiki 80-2B, Centribio® 
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adaptado), repetiu-se os procedimentos porém com velocidades diferentes. A primeira 

centrifugação era a 140 xG durante 10 minutos e todo o plasma sobrenadante era submetido à 

segunda centrifugação à 330 xG também por 10 min. Ao final, restando o plasma e o botão de 

hemácias, sendo o PRP oriundo do protocolo B (Figura 4).  

 

 

Figura 3: Representação esquemática dos conteúdos dos tubos após as centrifugações até 

obtenção do plasma rico em plaquetas, de 20 cães saudáveis. Os tubos de número 1 representam 

a primeira fração de plasma (FPS e FPI) obtida durante a 1ª centrifugação. O tubo de número 

2 representa as frações de PRP e PPP obtidas após centrifugação das FPIs dos tubos iniciais. 

FPS: fração plasmática superior; FPI: fração plasmática inferior; Lc: Capa leucocitária; Hm: 

Eritrócitos; PPP: plasma pobre em plaquetas; PRP: plasma rico em plaquetas. Adaptado de 

Lópezet al, 2012. 
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Figura 4: Fluxograma para obtenção dos protocolos A e B para obtenção de plasma rico em 

plaquetas a partir de sangue de 20 caninos. 

FPS: fração plasmática superior; FPI: fração plasmática inferior; G: Força gravitacional; Lc: 

capa leucocitária; min: minuto; PA: protocolo A; PB: protocolo B; PRP: plasma rico em 

plaquetas. 

 

3.4 Celularidade do plasma rico em plaquetas 

 

Amostras de PRP obtidas a partir de cada protocolo eram diluídas e homogeneizadas para 

contagem de plaquetas, hemácias e leucócitos em câmara de Neubauer, após repouso em câmara 

úmida por 5 minutos. Realizava-se as contagens em duplicata, utilizando-se as médias dos valores 

obtidos para cada amostra. Para determinação do número de plaquetas, diluía-se o PRP a 1/200 (10 

μl de PRP em 1990 μl de Líquido de Brecher com oxalato de amônia a 1%), a câmara de Neubauer 

era preenchida com tubo capilar e após 20 minutos se realizava a contagem em microscópio óptico 

com objetiva de 40x no retículo central (25 quadrados médios centrais = área de 1 mm2). As 

plaquetas se apresentavam como fragmentos celulares escuras e refringentes. Devido às 

propriedades intrínsecas das plaquetas (alta capacidade de agregação e facilidade de rompimento), 

cuidados como uso de material apenas de plástico foram tomados para se obter resultados exatos e 

reprodutíveis.  
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Para determinação do número de hemácias, diluía-se o PRP a 1/200 (10 μl de PRP em 1990 

μl de solução fisiológica 0,9 %), a câmara de Neubauer era preenchida com tubo capilar e após 5 

minutos se realizava a contagem em microscópio óptico com objetiva de 40x no retículo central 

(25 quadrados médios centrais). Para leucócitos, o PRP era diluído a 1/20 (20 μl de PRP em 380 

μl de Líquido de Thoma), a câmara de Neubauer era preenchida com tubo capilar e após 5 minutos 

se realizava a contagem em microscópio óptico com objetiva de 40x nos quatro quadrados laterais 

maiores (área de 4 mm2).  

A fórmula utilizada para obtenção do total de células, plaquetas, hemácias e leucócitos por 

μl de PRP era número de células contadas x diluição x 10 (altura de 0,1 mm) x área, conforme 

descrito por Coles (1984).  

Fez-se a contagem diferencial dos leucócitos a partir de esfregaços delgados e uniformes 

dos PRPs em superfícies de lâminas, estas coradas com coloração instantânea (Panótico Rápido®) 

e observadas em microscópio ótico em imersão com objetiva de 100x. A contagem iniciava-se da 

região média do esfregaço e se estendia em direção a cauda percorrendo a lâmina em ziguezague. 

Contava-se 100 leucócitos tendo o resultado em % (leucometria relativa). Fazia-se ao final a 

relação com a leucometria global e a leucometria específica relativa para determinação da 

leucometria específica absoluta de cada PRP. A partir dos esfregaços em lâminas observou-se a 

morfologia das plaquetas (Figura 5), contava-se 100 plaquetas, observando-se a conformação 

destas através da formação de pseudópodes quando ativados e tendo o resultado em %. 
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Figura 5: Grupo de cinco plaquetas ativadas (seta negra) 

e não ativada (seta vermelha) observadas em 

microscopia ótica de imersão, com objetiva de 100x em 

esfregaço de plasma rico em plaqueta obtido de cão 

saudável.  

 

 

3.5 Análise Estatística 

 

O cálculo da amostra foi para análises estatísticas em que seriam utilizados os testes de 

hipóteses paramétricos com duas amostras independentes, levando em consideração nível de 

confiança de 95%, erro máximo de 5% e desvio padrão da população em teste piloto que não 

ultrapassasse 10 pontos. O cálculo da amostra foi 16 animais, utilizamos 20 como forma de 

aumentar a confiabilidade.  

Os resultados se apresentam como média, desvio padrão, valores mínimos e máximos. 

Analisou-se os dados pelo Teste t com 95% de probabilidade (p<0,05). A correlação de Pearson 

foi usada para testar a relação entre a contagem de plaquetas e hemácias, plaquetas e leucócitos e 

leucócitos em relação as hemácias. As análises foram realizadas usando os programa Prism versão 

6.0 para Windows (GraphPad Software, Califórnia, EUA) e Microsoft Excel 2010. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O PRP apresenta diversas definições, concentrado de plaquetas (CP), plasma rico em FC, 

plasma enriquecido em plaquetas ou gel de plaquetas (WHITMAN et al., 1997; MARX et al., 

1998). O PRP seria obtido a partir de uma centrifugação leve do sangue total, este plasma quando 

novamente centrifugado, desta vez em alta rotação, originaria o CP (BRASIL, 2010) enquanto que 

o gel de plaquetas seria obtido após a adição de trombina ou gluconato de cálcio ao PRP ou CP 

resultando na gelificação destes para facilitar a aplicação (EFEOGLU et al., 2004). Para melhor 

entendimento, o termo PRP se refere a um hemocomponente autólogo obtido a partir da 

centrifugação do sangue total contendo um elevado número de plaquetas e FC em um pequeno 

volume de plasma (VENDRAMIN et al., 2006). 

A função de plaquetas é altamente vulnerável a um grande número de variáveis pré-

analíticas, que vão desde a preparação do paciente até a análise final do sangue para confecção de 

resultados. Em particular, permanece muita controvérsia sobre a influência da aspiração manual ou 

a vácuo do sangue em tubos primários de coleta para testes da função plaquetária. Analisando 

fatores plaquetários em sangues colhidos por vácuo e aspiração manual, foi sugerido que o menor 

estresse celular gerado pela aspiração manual de sangue para o tubo primário de coleta impediria 

a ativação precoce das plaquetas, preservando assim a integridade de sua função, no entanto, tal 

trabalho indica a necessidade de definir ou validar, dentre outras variáveis, o tipo de tubo e colheita 

utilizado para cada objetivo (LIPPI et al., 2013).  

O calibre da agulha também influencia diretamente a qualidade do PRP obtido devendo-se 

utilizar cateteres ou agulhas de maior calibre possível, com a finalidade de evitar ativação ou 

mesmo trauma às plaquetas que se encontram em estágio de repouso (TAYLOR et al., 2011) por 

esse motivo optou-se pelo uso de agulha 22G, sendo compatível com o porte dos cães e seringa de 

10 mL e sem o uso de coleta à vácuo já que o objetivo de obtenção do PRP é um plasma com 

grande quantidade de plaquetas que devem sofrer ativação apenas no momento que antecede a 

aplicação ou durante esta. 

O sangue dos animais encaminhados para cirurgia eram colhidos após aplicação de 

medicação pré-anestésica, para redução do estresse e menor interferência sobre as plaquetas, como 

estudo anterior demonstrou redução da atividade do ativador do plasminogênio tecidual (tPA), 
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aumento do tempo de lise do coágulo e do inibidor do plasminogênio tecidual em ratos submetidos 

a estresse agudo e intenso, demonstrado pelo aumento nos níveis séricos de serotonina 

(MALYSZKO et al., 1994). O estresse mental pode, portanto, levar a um aumento da ativação 

plaquetária, aumento da viscosidade sanguínea e reduções agudas do volume circulante plasmático 

(TOFLER et al., 1987) 

Quanto a quantidade de sangue coletado, neste estudo o volume de 8 ml por animal de no 

mínimo 10 kg não representa problema algum em relação a sua saúde mesmo levando em 

consideração outras coletas para exames laboratoriais de rotina já que em cães doadores, pode ser 

doado 15 a 20% do volume sanguíneo  e, calcula-se o volume sanguíneo estimado com a seguinte 

fórmula: Volume sanguíneo estimado (Litros) = 0,08 – 0,09 x peso (kg) (GONZÁLEZ; CERONI, 

2008). Quando doador de sangue, cada cão pode doar até 22mL/kg a cada 10 a 21 dias se estiverem 

em boas condições de saúde, vacinados, desparasitados e bem suplementados, sendo o mais 

indicado intervalos de três a quatro meses quando em grandes quantidades (ANDRADE, 2008). O 

local de punção, veia jugular, se justifica pois outras vias de coleta não são adequadas para o 

preparo de PRP , pois em vasos de menor calibre aumenta o turbilhonamento e mais plaquetas são 

ativadas durante o procedimento (LIPPI et al., 2013) reduzindo a qualidade do produto final. 

A escolha de um anticoagulante capaz de preservar a melhor funcionalidade, integridade e 

morfologia das plaquetas também deve ser avaliada. EDTA e citrato de sódio se ligam ao cálcio 

impedindo a coagulação (WEISS; WARDROP, 2010), entretanto, não é o mais indicado usar  

EDTA, pois embora seja o anticoagulante de escolha para a quantificação hematológica em sangue 

total nas espécies domésticas (SINK; FELDMAN, 2006), pode causar uma pseudoplaquetopenia 

(KOLENKIN, 2002) devido a uma aglutinação ou satelitismo plaquetário (rosetas de plaquetas em 

torno dos neutrófilos) (RODAK et al., 2011) o que poderia danificar a membrana plaquetária. O 

citrato de sódio é capaz de preservar a melhor funcionalidade, integridade e morfologia das 

plaquetas, além de ser capaz de reverter a ação anticoagulante com a adição de cálcio na amostra, 

viabilizando o seu uso como os géis de PRP (KERR, 2003). Assim, o citrato de sódio foi o 

anticoagulante de escolha para preparo do PRP. 

A obtenção do PRP pelo método semiautomático exige a definição de um melhor protocolo 

com base na velocidade e tempo de centrifugação. Fatores como anticoagulante, sistema de coleta 

de sangue, quantidade de sangue a ser utilizado, treinamento pessoal, bem como, o método de 
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contagem das plaquetas (EFEOGLU et al., 2004; JAMESON, 2007) devem ser considerados na 

escolha do método. Como protocolos de apenas uma centrifugação resultam em uma mistura de 

plasma pobre em plaquetas e PRP com baixa concentração total de plaquetas (MACEDO, 2004) 

neste estudo foram selecionados apenas protocolos de dupla centrifugação. 

Na tabela 1 são apresentados os resumos dos dados das variáveis (plaquetas, eritrócitos e 

leucócitos) no sangue total e em cada protocolo avaliado e na figura 6 é possível observar que em 

ambos os protocolos de obtenção de PRP avaliados o número de plaquetas diferiu (p<0,05) em 

relação ao sangue total.  

 

Tabela 1: Valores médios de plaquetas, eritrócitos e leucócitos encontrados no sangue total e em 

plasma rico em plaquetas de 20 cães obtidos por dois protocolos. 

 

 SANGUE TOTAL Protocolo A Protocolo B 

 PLAQUETAS (células/µl) 

Média 285000 1135300 979300 

DP 101359 158779 79631 

Mínimo 118000 934000 830000 

Máximo 609000 1536000 1162000 

 ERITRÓCITOS (células/µl) 

Média 6577000 67800 59600 

DP 906480 38437 48300 

Mínimo 5040000 20000 10000 

Máximo 8970000 148000 188000 

 LEUCÓCITOS (células/µl) 

Média 12360 2740 1665 

DP 6080 1056 1154 

Mínimo 6100 1250 550 

Máximo 33100 4850 4350 
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Figura 6: Concentração de plaquetas nos diferentes protocolos (PA e PB, vermelho e verde 

respectivamente) para obtenção de plasma rico em plaquetas em comparação com sangue 

total (colunas azuis) de 20 cães. 

 

 

Os protocolos foram selecionados por serem simples, de baixo custo e concentraram 

plaquetas de forma eficiente (ALEIXO et al., 2011; KIM et al., 2002), no entanto, não foi realizada 

avaliação de leucócitos e hemácias em estudos anteriores. Foi realizada modificação do método de 

Aleixo et al. (2011) acrescentando a segunda centrifugação da metade inferior do plasma 

sobrenadante como tentativa de concentrar mais leucócitos e plaquetas e adaptação do método de 

Kim et al. (2002), sendo considerados protocolos A e B respectivamente.  

A segunda centrifugação é mais forte em relação a primeira com intuito de permitir uma 

separação mais eficiente do que ao final é considerado plasma pobre em plaquetas (fração superior) 

do plasma rico em plaquetas (fração inferior) (BARROSO et al., 2007; AGHALLO et al., 2002). 

Velocidades de centrifugação excessivamente altas podem concentrar mais plaquetas, no entanto, 

geram produtos de qualidade inferior devido as lesões nas plaquetas e ativação precoce destas 

(ADLER; KENT, 2002; FERRAZ et al., 2007). 

Houve correlação negativa fraca entre plaquetas e leucócitos (ρ= -0,03), negativa fraca entre 

plaquetas e hemácias (ρ= -0,3) e correlação positiva forte entre leucócitos e hemácias (ρ=0,75), 

resultados diferentes de estudo anterior, que evidenciou correlações positivas entre leucócitos e 

plaquetas (LÓPEZ et al., 2012). 

A concentração plaquetária no PRP deve ser três a cinco vezes superior à presente no sangue 
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total (WHITLOW et al., 2008), sendo assim, ambos os protocolos, PA e PB (4,42 ± 1,61 e 3,85 ± 

1,55 vezes mais plaquetas que o sangue total, respectivamente) foram eficientes em concentrar 

plaquetas, e diferindo (p<0,05) entre si (Tabela 2), no entanto, outros estudos  consideram ser 

necessária uma concentração superior a 1 milhão de plaquetas/μL (MARX et al., 1998; LEMOS, 

2002), segundo esses autores o protocolo B não seria considerado de qualidade pois apresentou 

média de 979300 ± 79631 células/µL (Tabela 1). 

 

Tabela 2: Resumo estatístico da porcentagem de plaquetas em protocolos diferenciados para 

obtenção de plasma rico em plaquetas de 20 cães. 

 

Plaquetas (% médias em relação ao sangue total*) 

 
Protocolo A 

 

Protocolo B 

 

Média ± DP 442,13 ± 161,93a 385,70 ± 155,05b 

Mínimo 205,25 164,53 

Máximo 918,64 893,22 

Valor de p 0,0003 

Dados na mesma linha seguidos por letras diferentes indicam diferença estatística a 95% de confiança. 

*Valores médios encontrados após correlacionar individualmente o valor no sangue total em relação aos protocolos A 

e B para cada animal. 

 

A média de plaquetas encontrada nos dois protocolos (PA e PB) foi superior aos observados 

utilizando método manual concentrando 250.000 plaquetas/µL (CARMONA et al., 2007) , 

utilizando métodos automáticos concentrando 490.000 plaquetas/µL (MÉCARTER et al., 2003) e 

3,77 vezes mais plaquetas em relação ao sangue total (SCHNABEL et al., 2007) e utilizando 

método semiautomático concentrando 855.000 plaquetas/µL (SUTTER et al., 2004).  

O L-PRP concentra cinco vezes mais plaquetas em relação ao sangue total e três vezes ou 

mais leucócitos e o P-PRP concentra menos plaquetas (1,3 à 4 vezes em relação ao sangue total) e 

menos leucócitos, estando em concentração menor ou igual ao sangue total (CARMONA et al., 

2012). O PRP do protocolo A concentrou aproximadamente uma média de 4,4 vezes mais plaquetas 

e o Protocolo B uma média aproximada de 3,8 vezes mais plaquetas em relação ao sangue total, 

sendo ambos com menor concentração de leucócitos em relação ao sangue total. Ambos os 

protocolos produziram P-PRP, no entanto, o protocolo A, produziu um PRP mais enriquecido em 
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leucócitos que o protocolo B. 

Os protocolos de dupla centrifugação são indicados para atingirem uma concentração de 

plaquetas adequadas em cães (ALEIXO et al., 2011; BARBOSA et al., 2008), como foi confirmado 

pelo presente estudo, como tendo um incremento entre 3 e 5 vezes a concentração no sangue total, 

como indicado por estudo anterior (WHITLOW et al., 2008), mas somente o protocolo A atingiu 

concentração média superior a 1 milhão de plaquetas/μL , sendo considerado PRP de excelente 

qualidade (MARX et al., 1998; LEMOS et al., 2002). Em todos os pacientes o protocolo A gerou 

PRP com maior concentração plaquetária em relação ao protocolo B (Figura 6).  

Os protocolos quando realizados pelos autores em seus experimentos originais, ambos 

concentraram mais plaquetas em comparação ao presente trabalho, pois Aleixo et al. (2011) atingiu 

concentrações médias de 1.303.000 plaquetas/ μL (incremento de 550%) e no PRP obtido pelo 

protocolo A deste estudo obteve-se uma média de 1.135.300 plaquetas/ μL (incremento de 442,13 

± 161,93%), mas com ambos sendo superiores a 1 milhão de plaquetas/ μL. Já o protocolo de Kim 

et al. (2002) concentrou uma média de 1.735.000 plaquetas/ μL (incremento de 392%) e no presente 

estudo o protocolo B concentrou apenas 979.300 plaquetas/ μL porém com incremento de 385,70 

± 155,05% em relação ao sangue total dos animais estudados. Trabalho anterior reproduzindo o 

protocolo de obtenção de Kim et al. (2002) também não atingiu a concentração de plaquetas 

descrita no artigo original, apresentando incremento de 51,4 à 385,17% da concentração de 

plaquetas (SILVA et al., 2007). 

As plaquetas permanecem no seu estado original, não ativado, quando estão no interior dos 

vasos com um endotélio intacto e saudável. A ausência de fatores de ativação e a liberação de 

prostaciclina (prostaglandina I2) pelo endotélio saudável mantém este estado. No entanto, quando 

as plaquetas entram em contato com uma ruptura no endotélio, entram também em contato com 

moléculas que desencadeiam sua ativação (WEISS; WARDROP, 2010). Há grande importância de 

se reconhecer se as plaquetas do PRP foram ou não ativadas no processamento, caso um grande 

número de plaquetas tenha sido ativada e estejam fora de seu estágio de repouso, os FC são 

liberados precocemente alterando a qualidade do PRP. Na literatura não definiu-se ainda o máximo 

de plaquetas que possam estar previamente ativadas sem grande interferência na eficácia do PRP. 

Na Tabela 3 observa-se que nesse estudo a ativação não diferiu (p>0,05) entre os protocolos sendo 

relativamente baixa. 
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Tabela 3: Porcentagem média de plaquetas ativadas em dois protocolos para obtenção de plasma 

rico em plaquetas de 20 cães. 

 

Plaquetas Ativadas (%) 

 
Protocolo A 

 

Protocolo B 

 

Média ± DP 26,55 ± 6,72a 26,25 ± 7,03a 

Mínimo 11 13 

Máximo 39 57 

Valor de p 0,89 

Dados na mesma linha seguidos por letras diferentes indicam diferença estatística a 95% de confiança. 

 

 

É recomendado para avaliar a qualidade do hemocomponente, a visualização morfológica 

das plaquetas por microscopia em esfregaço do PRP, visto que após ativação são formados 

pseudópodes (WEISS; WARDROP, 2010) liberando antecipadamente os fatores de crescimento 

(EPPLEY et al., 2004). Estudo anterior, não houve alterações na morfologia das plaquetas do PRP 

obtido, empregando-se microscopia direta (ALEIXO et al., 2011), no entanto, estudo utilizando 

microscopia eletrônica para visualização da morfologia plaquetária em PRP detectou 49% das 

plaquetas com ativação incerta, 41% em repouso, 9% ativadas e 1% danificadas (ZANDIN et al., 

2012). No presente trabalho, foi possível detectar diminutos prolongamentos citoplasmáticos 

evidenciando ativação plaquetária em 26,55 ± 6,72 % das plaquetas do protocolo A e 26,25 ± 7,03 

% nas do protocolo B, não apresentando diferença estatística entre ambas. No entanto, não existe 

uma quantidade estabelecida de plaquetas que devem estar inativas para ser considerado o ideal.  

Sabendo-se que o tamanho e o peso das plaquetas, hemácias e leucócitos determinam o 

protocolo mais efetivo para concentrar plaquetas em cada espécie (LÓPEZ et al., 2012) e que o 

processo de centrifugação e separação do plasma deve ser executado com muita precisão para 

separar as plaquetas dos eritrócitos que são considerados contaminantes das amostras de PRP 

(MARX, 2004), ambos os protocolos foram considerados de boa qualidade por ter reduzido número 

de células consideradas contaminantes e sem diferença (p>0,050) entre os PRP avaliados (Tabela 

4). 
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Tabela 4: Resumo estatístico da porcentagem de eritrócitos em protocolos diferenciados para 

obtenção de plasma rico em plaquetas de 20 cães. 

 

Eritrócitos (% em relação ao sangue total) 

 
Protocolo A 

 

Protocolo B 

 

Média ± DP 1,04 ± 0,60a 0,90 ± 0,72a 

Mínimo 0,30 0,15 

Máximo 2,42 3,07 

Valor de p 0,48 

Dados na mesma linha seguidos por letras diferentes indicam diferença estatística a 95% de confiança. 

 

 

Anteriormente foi correlacionado menor número de hemácias à menor força gravitacional 

(PEREIRA, 2012), corroborando com os dados do presente estudo, já que o protocolo B com 

menores forças gravitacionais (140 xG e 330 xG) em relação ao protocolo A (210 xG e 370 xG), 

foi o que menos concentrou hemácias. Porém, nos protocolos de menor força gravitacional foi 

verificado um menor número de plaquetas (PEREIRA, 2012), assim como neste estudo, o que 

reduziria a qualidade do produto final, diferindo de trabalho utilizando sangue equino, onde foi 

observado altas contagens de plaquetas associados à menores forças de centrifugação 

(VENDRUSCOLO et al., 2012). 

A presença de eritrócitos no PRP pode ter um efeito irritante devido ao grupo heme, assim, 

menos hemácias podem permitir menos dor após a aplicação (HALPERN et al. 2012). As hemácias 

no PRP podem contribuir para a formação de gel após a ativação do PRP (ROSSI, 2001), 

facilitando sua aplicação dependendo do sítio de inoculação, como maior facilidade de aplicação 

na forma de gel em falhas ósseas (BARBOSA et al., 2008). 

Avaliando-se a quantidade de leucócitos nos PRP obtidos, o protocolo A apresentou mais 

glóbulos brancos diferindo (p<0,05) do protocolo B (Tabela 5), sendo a presença dessas células 

motivo de amplo debate em pesquisas. 
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Tabela 5: Resumo estatístico da porcentagem de leucócitos totais em protocolos diferenciados para 

obtenção de plasma rico em plaquetas de 20 cães. 

 

Leucócitos (% em relação ao sangue total) 

 
Protocolo A 

 

Protocolo B 

 

Média ± DP 26,41 ± 16,10a 15,25 ± 11,84b 

Mínimo 10,27 5,13 

Máximo 72,13 45,90 

Valor de p 0,01 

Dados na mesma linha seguidos por letras diferentes indicam diferença estatística a 95% de confiança. 

 

 

O aumento do número de leucócitos pode melhorar o reparo tecidual devido às citocinas 

contidas nos glóbulos brancos, mas também pode aumentar a inflamação local e, portanto, pode 

impedir a recuperação dos tecidos. O efeito de leucócitos dentro de uma preparação do PRP deve 

ser específico de acordo com a aplicação e com o tecido que se deseja recuperar (CASTILLO et 

al., 2010). No entanto, não existe consenso sobre a função dos leucócitos no PRP (BIELECKI et 

al., 2007) 

Foi recomendado minimizar o número de leucócitos no PRP quando se deseja utilizá-lo em 

articulações de equinos (CARMONA et al., 2007) e em humanos a presença de leucócitos no PRP 

também não foi considerado um fator positivo, por relacionarem a presença de leucócitos ao 

aumento do catabolismo e diminuição da síntese de matriz extracelular nos tecidos (McCARREL; 

FORTIER, 2009). Isto pode interferir na ação regenerativa do PRP em tecidos (uso intra-articular, 

por exemplo) já que parece haver uma correlação positiva entre as células brancas do sangue e o 

fator de necrose tumoral e a IL-1 (McCARREL; FORTIER, 2009), pois os leucócitos produzem 

citocinas inflamatórias, tendo efeitos catabólicos in vivo (SCHNABEL et al., 2007).  

Em concordância com os efeitos deletérios dos leucócitos, em estudo de proliferação celular 

em lesões tendíneas utilizando-se plasma rico em plaquetas leucocitário (L-PRP) e plasma rico em 

plaquetas puro (P-PRP), foi observado que ambos os tratamentos induziram a diferenciação de 

células progenitoras do tendão em tenócitos ativos. No entanto, o L-PRP induziu 

predominantemente alterações catabólicas e inflamatórias em tenócitos diferenciados, aumentou a 
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expressão de genes marcadores catabólicos, metaloproteinases de matriz, interleucina-1beta (IL-

1β), IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e produção de prostaglandina E2 (PGE 2). Em 

contraste, o P-PRP induziu principalmente alterações anabólicas, aumentou a expressão genética 

de genes anabólicos, da actina de músculo liso e colágeno de tipos I e III (ZHOU et al., 2015). Foi 

indicado apenas o uso do P-PRP em injeções intra-articulares como forma segura de se evitar o 

catabolismo e falha na recuperação tecidual (MATTEO et al., 2016). 

Concentrações altas da linhagem branca no PRP podem causar maior expressão de citocinas 

inflamatórias, resultando em reparação tecidual de qualidade inferior em tendão de equinos 

(McCARREL et al., 2012) e articular em equinos (CARMONA et al., 2007), extrapolando tal 

resultado para cães, o PRP obtido do protocolo B, devido à menor concentração de leucócitos é 

mais indicado em lesões tendíneas e articulares em cães, devendo ser realizado estudo para avaliar 

sua aplicabilidade. 

Os leucócitos no PRP podem ainda ter um efeito prejudicial quando em armazenamento, 

resultando numa queda significativa no pH, no aumento do consumo de glicose, na produção de 

ácido láctico e na libertação de LDH durante o armazenamento prejudicando a condição das 

plaquetas e inutilizando-as em até 5 dias de armazenamento (SINGH et al., 2009). Os autores que 

listam os efeitos prejudiciais dos glóbulos brancos são, na maioria, os que obtém PRP por aférese 

para armazenamento prolongado em bolsas de transfusão. Ao se optar por preparo de PRP em 

tubos, pelo método semiautomático, como o proposto por este estudo, pensa-se na aplicação em 

até 2 horas após a obtenção do mesmo, não tendo o PRP influencia dos efeitos deletérios a longo 

prazo dos leucócitos no armazenamento de plaquetas. 

Foram observadas melhora nos processos de cicatrização óssea e de tecidos moles com o 

uso de L-PRP (YUAN et al., 2012). O PRP com concentração leucocitária alta associado à fratura 

experimental em tíbia de cães, resultou em uma reparação mais rápida e eficiente quando 

comparada ao grupo controle (sem o PRP) (BARBOSA et al., 2008), sendo assim, no caso de 

fraturas o mais adequado seria o uso do PRP obtido pelo protocolo A. Trabalhos citam o efeito 

protetor contra infecções no PRP devido aos leucócitos (MARX; GARG, 1999; BIELECKI et al., 

2007), mas em determinada concentração (não estabelecida em consenso) podem ter efeitos 

prejudiciais à reparação tecidual, como descrito principalmente em tendões e lesões articulares 

(McCARREL et al., 2012; SCHNABEL et al., 2007; CARMONA et al., 2007), no entanto, foi 
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descrito resultado promissor da ação osteogênica do PRP com concentrações de 3,8 a 5,9 vezes 

mais leucócitos em relação ao sangue total (BARBOSA et al., 2008), no presente estudo ambos os 

protocolos obtiveram concentrações leucocitárias inferiores ao do sangue total, reduzindo desta 

forma possíveis efeitos deletérios de tais tipos celulares sobre a reparação tecidual. 

Na ortopedia veterinária, comumente ocorrem fraturas ou lesões articulares. O processo de 

consolidação de uma fratura é formado por um conjunto de eventos celulares e moleculares 

sequenciados, onde ocorrerá a o restabelecimento do estado inicial a fim de suportar cargas 

mecânicas (HULSE; HYMAN, 2007; ROSELLÓ et al., 2013).  

O PRP obtido por centrifugação se mostra uma ferramenta de baixo custo e com 

precocidade na osteogênese em relação ao grupo controle (sem PRP), havendo uniformidade de 

trabeculado ósseo e incorporação do enxerto no grupo com associação do PRP ao enxerto ósseo 

autólogo (BARBOSA et al., 2008), no entanto, o uso de PRP associado à hidroxiapatita não 

acelerou formação de calo óssea em relação ao uso somente da hidroxiapatita (SILVA et al., 2007). 

Em modelo experimental com minipigs, o uso do PRP não aumentou o formação de calo 

ósseo quando combinado a enxerto xenogênico, no entanto, quando utilizado de forma única 

definiu maior produção de osso novo, assim como correlação direta entre maior quantidade de 

plaquetas e maior formação de osso novo (WILTFANG et al., 2004). 

A aplicação de PRP em defeitos ósseos ao redor de implantes dentários caninos, não revelou 

benefício na formação óssea (CASATI et al., 2007), no entanto, tal resultado pode ser devido a 

concentração de plaquetas não ter alcançado níveis superiores à 1 milhão/μL, como demonstrado 

aumento de formação óssea acima deste limite em estudos (MARX et al., 1998; JENSEN et al., 

2004). 

Os FCs auxiliam também a cura de feridas atraindo células não diferenciadas na matriz 

recém-formada e desencadeando a divisão celular mas em determinado momento, o PRP pode 

suprimir a liberação de citocinas e limitar a inflamação, interagindo com macrófagos para melhorar 

a cicatrização e regeneração do tecido promover novo crescimento capilar e acelerar a epitelização 

em feridas crônicas. Tipos específicos de leucócitos também fazem quimiotaxia para o foco da 

lesão e se presentes no PRP podem acelerar a regeneração tecidual ou interferir negativamente na 

recuperação de determinados tecidos (LACCI; DARDIK, 2010). Quanto à leucometria específica, 

os valores encontrados estão na tabela 6. 
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Tabela 6: Valores médios da leucometria específica absoluta em dois protocolos para obtenção de 

plasma rico em plaquetas de 20 cães. 

 

LEUCOMETRIA ESPECÍFICA (células/µL) 

 Protocolo A Protocolo B 

 

 
Basófilo 

Média ± DP 8,15 ± 15,04a 0 ± 0b 

Mínimo 0 0 

Máximo 45 0 

Valor de p 0,02 

 

 
Eosinófilo 

Média ± DP 19,12 ± 42,74a 18,65 ± 42,66a 

Mínimo 0 0 

Máximo 176 168 

Valor de p 0,97 

 

 
Bastão 

Média ± DP 79,45 ± 38,79a 64,15 ± 69,15a 

Mínimo 42 5,5 

Máximo 178 300 

Valor de p 0,39 

 

 
Segmentados 

Média ± DP 410,25 ± 143,44a 244,25 ± 162,83b 

Mínimo 196 83 

Máximo 780 713 

Valor de p 0,001 

 

 
Linfócito 

Média ± DP 2214,72 ± 922,92a 1340,2 ± 949,58b 

Mínimo 988 451 

Máximo 4074 3785 

Valor de p 0,005 

 

 
Monócito 

Média ± DP 2,22 ± 9,95a 0 ± 0a 

Mínimo 0 0 
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Máximo 45 0 

Valor de p 0,32 

Dados na mesma linha seguidos por letras diferentes indicam diferença estatística a 95% de confiança. 

 

 

A função primária dos basófilos é liberar histamina em resposta aos alérgenos. Histamina 

aumenta o fluxo sanguíneo resultando em aumento da inflamação. Histamina também estimula os 

neutrófilos e eosinófilos a deixarem a corrente sanguínea para destruir antígenos sendo os 

neutrófilos os primeiros a iniciarem a defesa celular. Sob sinalização dos basófilos, os neutrófilos 

respondem imediatamente liberando enzimas que destroem as bactérias e antígenos variados e 

liberam também citocinas e FC que auxiliam na regeneração. Sem a presença de basófilos, os 

neutrófilos respondem a sinais de tecidos lesionados ou as proteínas de bactérias invasoras 

(WEISS; WARDROP, 2010). PRP com alta concentração de basófilos, como o oriundo do 

protocolo A devem ser evitados em tecidos em que se deseja uma resposta inflamatória reduzida. 

Os neutrófilos quando em grande número no PRP liberam MPM que podem levar a um 

aumento dos danos musculares após a lesão. A concentração de neutrófilos no PRP tem se mostrado 

positivamente correlacionada com a expressão de MPM-3 e MPM-13 catabólicas em explantes de 

tendões equinos, apoiando a correlação entre o aumento da concentração não só de plaquetas mas 

também de leucócitos à níveis elevados de algumas citocinas inflamatórias, o que sugere prejuízo 

e um possível efeito negativo dos glóbulos brancos sobre a cicatrização de determinados tecidos 

(SCHNABEL et al., 2007). Os PRP ricos em neutrófilos devem ser evitados em lesões tendíneas e 

em infiltrações osteoarticulares, levando em consideração o efeito catabólico das MPM, mas 

apresentam grande funcionalidade na presença de lesões ósseas devido as propriedade 

antimicrobianas e osteoregenerativas (BARBOSA et al., 2008). 

Estudo anterior demonstrou presença de glóbulos brancos particularmente concentrados em 

PRP, predominantemente linfócitos (UBEZIO et al., 2014), como neste estudo, e demonstrou que 

o conteúdo total de biomoduladores (como os FC) no plasma autólogo rico em plaquetas não é 

influenciado pelo status dos linfócitos (UBEZIO et al., 2014). Foi sugerido que períodos de tempo 

mais longos na centrifugação aumentaram ligeiramente a recuperação plaquetária e diminuíram as 

concentrações de leucócitos na camada superior. Portanto, o tempo pode ser um parâmetro de 

controle quando se necessita de níveis baixos de glóbulos brancos, tais como linfócitos, na amostra 
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de PRP (PEREZ et al., 2014). 

A presença de leucócitos no PRP de humanos é benéfica contribuindo como resistência 

natural a processos infecciosos e/ou alérgicos. Em feridas a aplicabilidade do PRP rico em 

leucócitos se apresenta como boa alternativa (MARX; GARG, 1999). A cicatrização do tecido 

conjuntivo começa com uma cascata inflamatória, seguida de fases de proliferação, regeneração e 

remodelação. O efeito do PRP provavelmente depende um pouco da cascata de cicatrização 

inflamatória que pode ser inibida por drogas anti-inflamatórias não esteroides (AINEs) (SHEN et 

al., 2005), sendo a recomendação atual para evitar o uso de AINEs por uma semana antes e duas 

semanas após a injeção de PRP, embora esta recomendação seja algo arbitrária e seja necessário 

um estudo mais aprofundado. 

A razão para a utilização de PRP em feridas consiste no fornecimento de uma vasta gama 

de moléculas bioativas derivadas de plaquetas e leucócitos, que promovem a cicatrização, além das 

propriedades anti-inflamatórias e antimicrobianas de PRP demonstradas contra Staphylococcus 

aureus (BIELECKI et al., 2007; MOOJEN et al., 2008; MARIANI et al., 2014; INTRAVIA et al., 

2014, DRAGO et al., 2014) e Escherichia coli (BIELECKI et al., 2007) em ensaios clínicos 

(YUAN et al., 2012) e in vitro (BIELECKI et al., 2007; MOOJEN et al., 2008). 

Apesar de algumas evidências sugerirem que fragmentos de plaquetas contêm moléculas 

com efeito microbicida o mecanismo do efeito antibacteriano do PRP não é totalmente 

compreendido. Uma hipótese sugerida é que as plaquetas são capazes de se ligar, agregar e 

internalizar microrganismos e tem funções citotóxicas liberando uma variedade de peptídeos com 

efeito antimicrobiano direto (TANG et al., 2002; TRIER et al., 2008), desta forma tanto as 

plaquetas quanto os leucócitos apresentam moléculas bioativas e/ou atividade capazes de combater 

infecções melhorando o processo de cicatrização tecidual, sendo assim, os protocolos A e B 

apresentam potencial para aplicação em feridas. 

Há um entendimento que o PRP quando enriquecido em leucócitos como o protocolo A, se 

destina a aplicações em cirurgia de trauma com contaminação, incluindo cicatrização óssea, 

cicatrização aguda de feridas de tecidos moles e reparação de lesões agudas de músculos, tendões, 

ligamentos e cartilagens causadas por trauma (YUAN et al., 2012). 
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5 CONCLUSÕES 

 

Ambos os protocolos concentraram plaquetas de forma eficiente e sem diferença entre a 

ativação das plaquetas, no entanto, apenas o protocolo A atingiu média de concentração superior a 

1 milhão de plaquetas/ μL. 

O protocolo A levou a formação de PRP com concentração de leucócitos mais alta que o 

protocolo B, sendo que ambos os protocolos concentraram majoritariamente mais linfócitos em 

relação aos outros tipos leucocitários. O PRP obtido pelo PA obteve uma concentração maior de 

basófilos, neutrófilos e linfócitos em relação ao do PB. 

Não houve diferença na concentração de eritrócitos entre ambos os protocolos. 
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