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Resumo Objetivo Apresentar um dispositivo inovador que aplique o método de centrifugacao
dupla para obter plasma rico em plaquetas (PRP), avaliando se houve um aumento
efetivo na concentracao de plaquetas.

Método Dez voluntdrios foram submetidos a coleta de sangue. As amostras foram
separadas em seringas de 20 mL, seladas e submetidas ao protocolo de centrifugacao
duplaa 1.100 revolucdes por minuto (rpm) por 15 minutos, resultando na separacdo de
hemacias, plasma com plaquetas e leucocitos. Em sequida, foram adicionadas seringas
de 10 mL para remover 9 mL, tendo como parametro a "buffy coat’, coletando 8 mL
acima e 1 mL abaixo para a segunda centrifugacao e transferindo novamente para a
seringa de 20 mL. O plasma foi novamente centrifugado a 1.550 rpm por 10 minutos;
como resultado, foi dividido em duas partes: na parte superior, consistindo em plasma
pobre em plaquetas (PPP), e na parte inferior, pelo botao plaquetario. Parte do PPP foi
descartada, restando apenas 3 mL com o botdo de plaquetas. As células foram entao
contadas.

Resultados Este dispositivo inovador foi capaz de aumentar a concentra¢do de
plaquetas em quase 3 vezes relacio a linha de base. Além disso, o tempo de preparo

Palavras-chave do PRP foi adequado, com duracao de apenas 35 a 40 minutos.

= dispositivo Conclusdes O PRP foi obtido com sucesso pelo protocolo de centrifugacdo dupla,

= plaquetas permitindo seu uso clinico. Além disso, a obtencdo através do dispositivo apresentado

» plasma rico em promove maior aplicabilidade no preparo do PRP em centros especificos, além de ser,
plaquetas uma forma rapida e econdmica de obter PRP.

Trabalho desenvolvido na Universidade Tiradentes, Murilo Dantas,
Aracaju, SE, Brasil.
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Objective To present an innovative device that applies the double centrifugation
method to obtain platelet-rich plasma (PRP), assessing whether there was an effective

Method Ten volunteers underwent blood collection. The samples were separated in
20 ml syringes, sealed and subjected to the double centrifugation protocol at 1,100
revolutions per minute (rpm) for 15 minutes, resulting in the separation of red blood
cells, plasma with platelets, and leukocytes. Then, 10 ml syringes were added to
remove 9 ml, respecting the “buffy coat” parameter, collecting 8 ml above and 1 ml
below for the second centrifugation and transferring again to the 20 ml syringe. The
plasma was again centrifuged at 1,550 rpm for 10 minutes; as a result, it was divided
into two parts: at the top, consisting of low platelet plasma (LPP), and at the bottom, by
the platelet button. Part of the LPP was discarded, leaving only 3 ml with the platelet

This innovative device was able to increase the concentration of platelets by
almost three times compared with the baseline. In addition, the preparation time for

Platelet-rich plasma was successfully obtained by the double centrifuge
protocol, allowing its clinical use. In addition, obtaining through the presented device

Abstract
increase in the concentration of platelets.
button. The cells were then counted.
Results
the PRP was adequate, lasting only 35 to 40 minutes.
Keywords Conclusions
= device
= platelet

= platelet-rich plasma

promotes greater applicability in the preparation of PRP in specific centers, further-
more, being a quick and economical way to obtain PRP.

Introducao

O plasma rico em plaquetas (PRP), devido a sua capacidade
regenerativa em diferentes tecidos, é considerado uma tecno-
logia com grande potencial. A acdo local de fatores de cresci-
mento, os resultados na diferenciacdo e proliferacdo celular,
bem como a modulagdo na resposta inflamatéria, sdo algumas
das razdes biolégicas para seu uso clinico.' O PRP é definido
como um volume de plasma com mais plaquetas do que o
encontrado no sangue periférico.” A literatura mais recente opta
por uma definicdo mais quantitativa, e acredita-se que uma
concentracdo de plaquetas entre 200 x 10° e 1000 x 10%/uL é
considerada terapeuticamente eficaz, enquanto concentragdes
mais elevadas seriam biologicamente desfavoraveis.>~ Estudos
desenvolvidos no campo da ortopedia apontam para o uso
promissor do PRP. Sanchez et al.® demonstraram que, apés 6
meses de tratamento da osteoartrite do quadril com PRP, houve
diminuicdo da intensidade da dor em 40% dos pacientes. Mishra
et al.” avaliaram o efeito do PRP no tratamento da tendinose
cronica do cotovelo, observando uma redugao da dor, além de
uma alternativa terapéutica antes da intervencdo cirtrgica.
Sanchez et al.® trataram pacientes com ruptura do tendio de
Aquiles com PRP. Em seu estudo, os atletas tratados apenas com
cirurgia foram comparados aos tratados com PRP e cirurgia.
Observou-se que os tratados com cirurgia e PRP apresentaram
melhora da cicatrizagdo e recuperagao funcional. O PRP tam-
bém tem sido utilizado em cirurgias ortopédicas, como sub-
stituicdo total da articulagio e correcio de defeitos
osteocondrais por artroscopia. .10

O PRP é obtido do sangue do paciente por meio de um
processo que utiliza separacdo celular por centrifugacdo, que
pode ser classificada como centrifugacdo tnica ou dupla.
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Embora ndo haja consenso sobre qual delas seria a mais
vantajosa para obter PRP, Macedo'' demonstrou que a centri-
fugacdo dupla tem maior capacidade de concentracdo de pla-
quetas. Em seu estudo, ao analisar dois protocolos, observou que
a contagem de plaquetas aumentou 143% com a centrifugacao
(inica, ao passo que com a centrifugacdo dupla apresentou um
aumento de 327%. A obtencado de PRP pelos diversos protocolos
existentes na literatura é objeto de interesse, pois pode resultar
em compostos de diferentes concentragdes de plaquetas.12

Um estudo de Perez et al.,'3 que usou 3,5 mL de sangue e
for¢a centrifuga de 100 G durante 10 minutos em uma pri-
meira centrifugacdo, e de 400 G durante 10 minutos na
segunda centrifugacdo, resultou em uma concentracdo 5 vezes
maior de plaquetas. Kececi et al.'* utilizaram, como protocolo
para a primeira centrifugacdo, parametros de 250 a 270 G
durante 10 minutos; na segunda centrifugacao, a for¢a variou
para 300 G, 500 G, 750 G, 1000 G, 1500 G e 2000 G durante
10 minutos. A concentracdo de plaquetas acompanhou o
aumento da forca durante a segunda centrifugacdo, aumen-
tando 1,92 vezes, 2,16 vezes, 2,80 vezes, 3,48 vezes, 3,67 vezes
e 3,76 vezes, respectivamente. Assim, concluiu-se que a obten-
¢do de uma certa concentracdo de plaquetas pode ser possi-
velmente ajustada, individualmente, de acordo com a for¢a de
centrifugacdo utilizada. Como visto, as diferentes concentra-
¢Oes de plaquetas obtidas dependem do protocolo utilizado,
dificultando a avaliagao de qual o melhor para obter o PRP.

O presente estudo teve como objetivo apresentar um
dispositivo inovador para a preparacdo de PRP, composto
por um conjunto de pecas adaptaveis as seringas de uso
comum, que por sua vez sao adaptaveis a centrifuga, acele-
rando o tempo de preparo e reduzindo a chance de ativagdo
de plaquetas. Esta é uma alternativa de baixo custo. Além
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disso, testamos sua eficacia através de um protocolo de
centrifugacdo dupla para producdo de PRP, avaliando o
aumento efetivo da concentracdo de plaquetas.

Material e Métodos

Selecao de pacientes

O processo de preparac¢do do PRP foi realizado no UnitLab da
Universidade Tiradentes (Unit), Campus Farolandia, Aracaju,
SE. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa sob o parecer nimero 3.801.134. Dez voluntarios,
entre 18 e 70 anos, participaram do estudo apds passarem
por consulta médica em ambulatério de ortopedia. Nenhum
dos participantes usou anticoagulantes orais, nem apresen-
tou sintomas gripais nos dltimos 30 dias de coleta. Além
disso, foram incluidos no presente estudo apenas aqueles que
possuiam plaquetas sanguineas totais > 50.000/pL e que ndo
manifestaram nenhum tipo de discrasia sanguinea.

Método de Obtencao de PRP

Primeiro, com uma seringa de 20 mL, aspiramos 1 mL do frasco
contendo o anticoagulante citrato acido dextrose (ACD). Em
seguida, apds a antissepsia da regido antecubital com algoddo
encharcado de élcool, foi realizada pungdo venosa de 14 mL de
sangue de cada voluntario com a seringa de 20 mL, agitando
suavemente para unir o anticoagulante ao sangue (~Fig. 1A).
Uma amostra de 3 mL foi separada em um tubo estéril para
determinar a contagem inicial de plaquetas. A seringa de 20 mL
foi utilizada no processo de centrifugacdo dupla para obter o
PRP em uma centrifuga de laboratério com um molde que
permitiu sua facil adaptagdo (=Fig. 1B). As seringas de 20 mL
foram levadas para uma centrifuga e, com a tampa fechada,
submetidas a 1,100 revolu¢des por minuto (224 G) por
15 minutos, dando origem a 3 colunas devido a diferengas na
densidade dos componentes sanguineos: a inferior, vermelha,

Fig. 1

Imagens da preparagao do plasma rico em plaquetas (PRP).
(A) Posicionamento da venipuntura. (B) Centrifuga adaptada utilizada
para obter o PRP. (C) Amostra de sangue ap6s primeira centrifugacao.
(D) Amostra de sangue ap6s segunda centrifugacdo.
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com hemadcias; e a superior, amarela, com plasma e plaquetas.
Entre essas duas colunas estd uma faixa estreita esbranquicada,
conhecida como "buffy coat", que tem gl6bulos brancos e
plaquetas concentradas (=Fig. 1C). Dos 15mL contidos na
seringa de 20 mL, 8 mL foram removidos acima da zona de
neblina e 1 mL abaixo dela, totalizando 9 mL. Estes 9 mL foram
submetidos a uma nova centrifuga¢do de 1.550 revolugées por
minuto (rpm) (444 G) por 10 minutos, dando origem a duas
colunas: a superior, formada por plasma pobre em plaquetas
(PPP); e a inferior, pelo botdo eritrécito-plaquetario (~Fig. 1D).
0 volume de 6 mL que corresponderia ao PPP foi aspirado com
uma seringa de 10 mL, descartando-a, deixando 3 mL ao lado do
botdo eritrécito-plaquetario. Este material foi lentamente agi-
tado para permitir a ressuspensdo plaquetaria, resultando em
PRP. Apés este método para obtenc¢do de PRP, os 3 mL foram
transferidos para um tubo estéril e a contagem de plaquetas foi
realizada em um dispositivo automatico.

Analise Estatistica

A andlise dos dados foi realizada utilizando-se o teste t de
Student para variaveis dicotdmicas e o coeficiente de corre-
lagdo de Pearson para categorias, com nivel de significancia
de 5% (p < 0,05). O software utilizado foi o IBM SPSS Statistics
for Windows, versdo 25.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EUA).

Resultados

O perfil sociodemografico dos voluntarios é mostrado a
seguir (=Tabela 1).

Contagem de plaquetas apos aplicacao do protocolo
Nas amostras de sangue dos 10 voluntdrios, a quantidade inicial
de plaquetas estava dentro dos parametros normais (200.000-
385.000 plaquetas/pL). Apés a centrifugacdo duplados 14 mLde
amostras de sangue, obtivemos um valor médio de 694.200
plaquetas/uL (desvio padrdo [DP]=57.019 plaquetas/uL). A
contagem de plaquetas obtida inicialmente e posteriormente
a aplicacdo do protocolo de concentragdo de plaquetas usando
este novo dispositivo se encontra na =Tabela 2.

Este protocolo de centrifuga¢do dupla levou a um aumento
na contagem de plaquetas de pelo menos 2 vezes emrelacdo ao
valor inicial de plaquetas na amostra de sangue. Os valores
médios das plaquetas antes e depois da aplicacdo do nosso
protocolo para obtencdo de PRP sdo mostrados na =Figura 2.

Contagem de outras células apés a aplicacao do
protocolo

Ao analisar os valores de hemoglobina (HB), hematécrito
(HCT), leucécitos (LEUCO) e neutréfilos (NEUTRO), observou-
se uma reducdo de 25,12% no valor do HB e de 24,1% no valor

Tabela 1 Dados dos voluntarios

Feminino | Masculino
Sexo 8 2
Idade média 29,30
indice de massa corporal médio | 25,7783
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Tabela 2 Resultados da contagem inicial de plaquetas e ap6s aplicagdo do protocolo de obten¢do do PRP

Voluntario Contagem inicial de Contagem de plaquetas no Aumento na contagem de
plaquetas (x10> plaquetas/uL) PRP (x10° plaquetas/ L) plaquetas (x103 plaquetas| pL)

1 291 595 304

2 224 623 399

3 291 849 558

4 222 549 327

5 266 760 494

6 200 507 307

7 318 673 355

8 385 829 444

9 339 717 378

10 283 840 557

Média 281,9 694,2 412,3

Abreviagdo: PRP, plasma rico em plaquetas.

Plaquetas p/L (x103)

Linha de base média valor médio no PRP

750
600
450
300

150

Fig. 2 Resultado ap6s aplicacdo do protocolo de obtencdo de plasma
rico em plaquetas (PRP), promovendo um aumento na contagem
média de plaquetas de pelo menos o dobro do valor inicial.

de HCT. Em relagdo ao LEUCO e NEUTRO, houve aumento de
104,98% e de 72,58%, respectivamente.

Algumas correlacoes

Houve correlacdo entre a quantidade final de plaquetas e a
quantidade de hemoglobina basal (p = 0,023). Além disso, o
aumento percentual das plaquetas tem maior média entre os
homens (169,5%), e ndo houve correlacdo significativa em
relacdo a idade, peso ou indice de massa corporal (IMC).

Preservacao de plaquetas e tempo para obtencao de PRP
O volume de ACD usado na conservagdo de plaquetas foi de
1 mL. A obtengdo do PRP, desde a fase inicial com aspiragao
anticoagulante a obtencdo de PRP, durou de 35 a 40 minutos.

Discussao

Na literatura, as aplicagbes clinicas do PRP sdo diversas;
envolvem lesGes cutaneas, 6sseas, dentarias, oftalmolégicas,
lesOes nervosas, queimaduras, cirurgias vasculares e estéticas,
além de lesdes tendinosas, musculares e de cartilagens. Os

Rev Bras Ortop

resultados encontrados foram otimistas e promissores na
maioria dos estudos. No entanto, é dificil escolher o método
a ser utilizado devido a inameras alternativas de protocolos
para obtencdo de PRP e a padronizagdo ausente entre eles, o
que pode justificar a falta de eficacia observada por alguns
autores.'® Os métodos descritos paraa obtencio de PRP podem
ser divididos em dois grupos: centrifugacdo e aférese. Um
estudo de Malavolta et al.'® analisou o uso de PRP obtido
através de aférese no reparo artroscopico de rompimento
completo do manguito rotador, mostrando que esta associado
a uma melhora funcional significativa e sem rompimento
completo. Por este método, ~ 400 mL de sangue foram drena-
dos em um dispositivo de separag¢do sob centrifugacao conti-
nua a 5.800rpm por 15minutos, através de um acesso
periférico. Ap6s a separacdo dos elementos sanguineos por
densidade, um analisador 6tico determinou a camada plaque-
taria pela caracteristica de suarefracdo e a separou em um saco
de coleta estéril, obtendo cerca de 30 mL de PRP; os outros
componentes sanguineos foram devolvidos através do mesmo
acesso venoso. A aférese, embora possa gerar maiores concen-
tragdes de plaquetas em comparagdo com a centrifugacdo, ndo
é um método pratico e menos caro como a centrifugacgdo.
Assim, utilizando a centrifugacdo, o presente estudo apresenta
um método menos oneroso e altamente pratico para a prepa-
racdo do PRP, juntamente com um protocolo que visa garantir
uma eficacia minima do produto final. O sangue puncionado
para formulagdo do PRP foi adicionado a seringa contendo o
ACD, que tem maior capacidade de concentragdo de plaquetas
quando comparado a outros anticoagulantes, como citrato de
s6dio (SC). ' 0 uso de anticoagulantes é importante pois, ao se
ligarem ao clcio, impedem o inicio da cascata de coagulagdo,
impossibilitando a transformacdo de protrombina em trom-
bina. E importante ressaltar que o uso de um anticoagulante
ndo é de fato obrigatério na criacdo do PRP; no entanto, em sua
auséncia, a cascata de coagulacdo comecara em torno de 30
segundos a varios minutos.> A escolha do ACD no presente
estudo visa preservar plaquetas, evitando mudangas em sua
estrutura e funcionalidade.
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A contagem inicial de plaquetas foi pelo menos 2 vezes
menor do que a presente ap6s a preparacdo do PRP. As
conclusdes do presente trabalho estdo em consonancia com
as apresentadas por Nagata et al.,'® nas quais a quantidade final
de plaquetas no PRP foi substancialmente maior do que a
contagem de plaquetas da amostra de sangue inicial. Além
disso, Franco'® também obteve valores semelhantes ao avaliar
a eficacia do PRP apés artroplastia total do joelho. Um volume
de 20 mL de sangue periférico foi coletado e centrifugado a
1.200rpm durante 10 minutos. O plasma (a camada mais
superficial) foi transferido para outro tubo estéril de 10 mL e
centrifugado na mesma rota¢do durante 5 minutos. Ao final,
metade da camada de plasma superior obtida foi descartada,
deixando um concentrado de plaquetas com duas a quatro
vezes o valor do plasma. O estudo apontou que, embora o PRP
ndo tenha sido eficaz na reducdo do sangramento ou na
melhora da fun¢do do joelho ap6s a artroplastia, houve uma
melhor resposta na avaliacdo da dor apds 24 e 48 horas, 1 e 3
semanas e 2 meses apos a operacao (p < 0,05). Em rela¢do ao
método de centrifugacdo, pode ser centrifugacdo Gnica ou
dupla. O presente estudo optou pelo protocolo de centrifugacdo
dupla, recomendado por Landesberg et al.?’ e Garcez et al.?!
tendo se mostrado eficaz, com aumento de ao menos 100% no
ntamero de plaquetas. Também houve aumento na quantidade
de plaquetas préximo a 200%, possibilitando a obtenc¢do de
resultados ainda mais favoraveis. Além disso, a centrifugacdo
dupla mostrou-se superior em estudo comparando ambos 0s
métodos. Um volume de 8,5mL de sangue foi submetido a
1.300 rpm por 10 minutos e, para uma segunda centrifugacao,
2.000 rpm por 10 minutos. Na centrifugacdo tinica, o volume foi
de 3,5mL, com parametros de 1.500 rpm por 7 minutos. Ao
final, houve um aumento de 336% no nimero de plaquetas com
a centrifugacdo dupla e de 227% com a tnica.?> O PRP é mais
dificil e caro quando obtido por métodos automatizados que
requerem Kits exclusivos, os quais necessitam de quantidades
maiores de sangue, a fim de obter uma concentra¢do de
plaquetas adequada e grandes volumes de PRP. 2324

Apds inimeros estudos em busca do método de coleta mais
adequado vinculado ao de menor custo, como os de Weibrich
etal.?® e de Vendramin et al.>3, que originaram protocolos para
o preparo de PRP usando centrifugas de laboratorio, o presente
estudo foi realizado para desenvolver um novo dispositivo para
a obtencdo de PRP, cujo método é simples, rapido e de baixo
custo. Embora um protocolo de centrifugacdo ainda ndo tenha
sido produzido, alguns estudos sugerem uma centrifugacao
Ginica, enquanto outros indicam centrifugacio dupla.?0->6-28
Como ndo ha consenso quanto ao niimero de centrifugacdes
(Gnica ou dupla) e a velocidade de rotagdo e tempo estabele-
cido, este protocolo padronizou a centrifugacdo dupla para
obter PRP, garantindo o dobro da contagem inicial de plaquetas
no sangue periférico. Uma velocidade de 1.100 rpm foi usada
durante 15 minutos na primeira centrifugacdo, e 1.550 rpm
durante 10 minutos na segunda. A escolha da centrifugacao
dupla deveu-se a sua aplicabilidade em estudos com resulta-
dos promissores, como o uso de PRP adjuvante para o trata-
mento da pseudoartrose tibial. Por meio de punc¢do de acesso
periférico, 55 mL de sangue foram coletados e passaram por
uma primeira centrifugacdo de 3.650 rpm por 12 minutos,
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descartando a camada de eritrocitos, sendo o restante sub-
metido a uma segunda centrifugac¢do de 3.000 rpm, onde dois
tercos superiores do PPP foram descartados e o resto foi
misturado com concentrado trombético, produzindo PRP.
Neste estudo, o uso de PRP levou a um menor tempo de
consolidacdo (7 meses) em comparacdo aos 13 meses em
pacientes que ndo o utilizaram (p > 0,01).2° Um estudo reali-
zado por Denieli*? também reforca a escolha pela centrifuga-
¢do dupla, no qual foi avaliado o efeito da aplicacdo cirdrgica de
PRP em lesdes condrais do joelho. Um total de 20 mL de sangue
foi puncionado em veia periféricae centrifugado a 1.200 rpm
por 10 minutos. A camada mais superficial (plasma) foi utili-
zada, descartando a “buffy coat” e as hemaAcias, na segunda
centrifugacdo por 5minutos na mesma velocidade. Apés a
segunda centrifugacdo, a metade inferior (PRP) foi utilizada
para aplica¢do, observando resultados melhores e mais rapi-
dos da funcionalidade em comparacdo com aqueles que nao
utilizaram o PRP. Esses resultados ja aparecem 3 meses ap6s a
cirurgia e duram até 12 meses.

O presente trabalho obteve um aumento na contagem
inicial de plaquetas entre 104,47% e 196,82% por meio do
protocolo de centrifugacdo dupla e da aplica¢do das veloci-
dades mencionadas. Embora alguns autores afirmem que o
nimero de plaquetas contidas no PRP deve ser > 1.000.000
plaquetas/pL, outros afirmam que é possivel obter um efeito
terapéutico com um valor minimo de 300.000 plaquetas/uL.3’
No presente trabalho, foi alcancada uma contagem final
de plaquetas no PRP entre 507.000 e 849.000 plaquetas/jL,
semelhante i literatura.32 0 tempo de preparagdo para o PRP
no presente estudo, desde a coleta do anticoagulante antes
da venipuntura até a obtencdo, foi de 35 a 40 minutos. O
tempo é um fator crucial quando se considera o uso de PRP
em procedimentos cirtrgicos. Quanto a dura¢do para obten-
¢do do PRP, o presente estudo mostrou semelhangas com os
de Garcez et al.>3 e Morato et al.** que observaram uma
variagdo de 30 a 50 minutos neste tempo.

Varios dispositivos para preparacdo de PRP estdo dispo-
niveis comercialmente, os quais operam a partir de um
pequeno volume sanguineo coletado (20-60 mL) e usam o
protocolo de centrifugacdo tnica ou dupla. Variando o
método e o tempo de centrifugacdo para a preparacdo do
PRP, esses sistemas diferem em relacdo ao seu potencial de
concentracdo de plaquetas. Como efeito, ha variacdo na
quantidade de plaquetas presentes no PRP. Assim, torna-se
complexo avaliar qual kit seria o melhor para a obtengdo do
PRP.3° PRGF (BTI Biotechnology Institute, Porto, Portugal),
Harvest SmartPReP (Harvest Technologies Corporation,
Viena, Austria), Vivostat (Vivostat A/S, Copenhague, Dina-
marca) e Regen (Regenlab, Lausanne, Suica) sdo alguns dos
sistemas automatizados comercializados para preparacao de
PRP; no entanto, sdo caros e dificeis de manusear, o que pode
levar a esterilidade comprometida por um operador inexpe-
riente ou a uma qualidade inconstante.

Conclusoes

As conclusoes apresentadas no presente estudo indicam que
a obtencdo do PRP pelo dispositivo apresentado, seguindo o
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protocolo de centrifugacdo, é de excelente aplicabilidade em
centros especificos que atuam na producdo de PRP, além de
ser uma forma facil e econdmica de prepara-lo. Usando o
método de centrifugacdo dupla, obtivemos um aumento
significativo na contagem de plaquetas no PRP em compa-
racdo a quantidade inicial de plaquetas no sangue periférico.
Além disso, a obten¢do do PRP leva aproximadamente 35 a
40 minutos, o que pode ser considerado um tempo aceitavel e
rapido.

Suporte Financeiro
Nao houve suporte financeiro de fontes pablicas, comer-
ciais, ou sem fins lucrativos.

Conflito de Interesses
Os autores ndo tém conflito de interesses a declarar.
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