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RESUMO
Obtido através de procedimentos relativamente simples, o plasma rico em plaqueta (PRP) é usado
em diversas especialidades médicas, principalmente odontologia e ortopedia, além da dermatologia,
medicina estética e cirurgia plastica, tendo seus beneficios relatados através de diversos estudos,
principalmente devido ao fato de que as plaquetas liberam mediadores quimicos denominados
citocinas ou fatores de crescimento plaquetarios, que estimulam a produgdo de colageno e outros
produtos, aumentando assim a capacidade de regeneracédo tecidual e cicatrizagdo cuténea. Por ser
autologo, o gel de PRP minimiza a chance de haver reacgdes alérgicas, aumenta o tempo de efeito do
preenchimento e diminui as chances de haver rejei¢cdo, mas, apesar de tantos provaveis beneficios e
grande potencial, ainda é pouco utilizado como tratamento real. Através da comparagdo de
protocolos para extragado, foi possivel refletir sobre 0 método mais adequado a obtencdo de PRP
autdlogo a baixo custo, destinado a utilizagdo no tratamento de ulceragdo dérmicas cronicas. A
adocdo deste tipo de procedimento pode acelerar exponencialmente a reparagédo tecidual,
minimizando principalmente o risco de infec¢des e o custo do tratamento além de grande importancia
sobre impacto psiquico, social e econémico do paciente.
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ABSTRACT
Obtained through relatively simple procedures, the platelet-rich plasma (PRP) is used in various
medical specialties, especially orthopedics and dentistry, and dermatology, aesthetic medicine and
plastic surgery, with its benefits reported by several studies, mainly due to the fact that the platelets
release chemical mediators known as cytokines or platelet derived growth factor which stimulates
production of collagen and other products, thus increasing the capacity of tissue regeneration and skin
healing. Because is autologous PRP gel minimizes the chance of allergic reactions, increases the
effect of filling time and reduces the chances of rejection, but, although many likely benefits and
potential, is still underutilized as a royal treatment. Through the comparison of protocols for the
extraction, it was possible to reflect on the most appropriate method of obtaining autologous PRP at
low cost for use in the treatment of chronic dermal ulcers. The adoption of such a procedure can
dramatically accelerate tissue repair, especially minimizing the risk of infections and the cost of
treatment beyond major impact on the psychological, social and economic development of the patient.

Keywords: Platelet-rich plasma, growth factors, autologous, tissue repair.

INTRODUGCAO
Conforme Pontual e Magini (2003), o uso de Plasma Rico em Plaquetas
(PRP) esta relacionado aos seus importantes fatores de crescimento que quando

captados por outras células, possuem a capacidade de aumentar a divisdo celular



equacional e a sintese de colageno, além de angariar outras células para o local da
injuria induzindo a diferenciagao celular. Os fatores conhecidos de reconstrugao
natural das plaquetas em lugares lesionados levam a crer que um maior
concentrado deste material teria a capacidade de reduzir o tempo de recuperagao ou
cicatrizagao.

No entanto, apesar da eficacia do PRP em estimular a diferenciagdo de
células mesenquimais indiferenciadas in vitro, alguns estudos que avaliaram sua
utilizagcdo isolada ou em combinagdo com outros métodos in vivo tém resultados
controversos, sendo atribuido em grande parte, a técnicas inadequadas de obtengao
de PRP. (LIMA, 2006).

De acordo com Vendramin et al. (2006), outro fator que inibia a utilizagdo do
PRP era o alto custo para sua obteng&o, mas isso vem se tornando financeiramente
viavel através da criacao de novos protocolos para se obter pequenas quantidades
de PRP e trombina autdlogos, utilizando-se centrifugas comuns e reduzindo muito
os custos na preparacao do produto.

Por outro lado, segundo Pagliosa e Alves (2007), a utilizagdo de PRP
homodlogo, ndo constitui uma vantagem em determinados tratamentos, ja que nao
melhora os indices de regeneracédo tissular, sendo, por isso, contra-indicado por
alguns autores. Portanto, torna-se fundamental o conhecimento da obteng&o e dos
preparos corretos do PRP e em qual finalidade pretende-se utiliza-lo, para avaliar
sua eficacia como tratamento.

A exemplo de outros trabalhos publicados referentes a PRP e seus fatores
plaquetarios, sobretudo nas &reas da traumatologia (D'Elia, 2009), odontologia
(Pontual e Magini, 2003), maxilofacial (Garcia et al., 2005), na cirurgia plastica
(Vendramin et al., 2006) estética (Uebel, 2006) e até mesmo na medicina veterinaria
(Maia, 2008), acreditou-se na possivel viabilidade de sua utilizagdo para a futura
criacdo de um protocolo como uma nova contribuigdo para o tratamento de feridas

epidérmicas cronicas, principalmente em idosos.

MATERIAIS E METODOS
Através de pesquisa realizada em bancos de dados eletrénico, na literatura e
em artigos de diversos autores publicados no meio cientifico, realizou-se uma breve
releitura sobre o funcionamento das plaquetas dentro da cascata de coagulagao,

além das diversas utilizagcbes medicinais do plasma rico em plaqueta para
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tratamentos variados, onde tendo esta base sera possivel a elaboragcdo de uma
breve explanacdo de cada um destes tratamentos abordados, visando a
extrapolacao destes dados para uma possivel pesquisa empirica sobre a viabilidade
da utilizagdo de PRP autdlogo em feridas dermatologicas cronicas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Apos a releitura de estudos em diversas linhas de pesquisa e diferentes
formas de utilizaggo do PRP, podem-se evidenciar algumas caracteristicas
fundamentais para o funcionamento efetivo como forma de tratamento de feridas

ulcerativas, conforme sera discorrido a seguir.

1 - Plaquetas e suas principais caracteristicas e fungoes

De acordo com Castro et al. (2006), as plaquetas possuem uma estrutura
discéide complexa, sendo divididas em zona periférica onde se apresenta a regiao
das membranas interna e externa, rica em glicoproteinas que servem como alvos de
adesdo ou com receptores que desencadeiam a agregacdo plaquetaria. Nesta
regido encontra-se em conexdo com a superficie o sistema canicular aberto, neste
sistema ocorre a liberacdo de diversas moléculas apds a ativacdo das plaquetas.
Localiza-se também os fosfolipidios de membrana, que sao importantes para a
coagulagao, visto que proporcionam a superficie sobre a qual agem ser ativados
alguns de seus fatores. Esses fosfolipidios servem também como substrato para
producdo de acido araquidbnico e consequentemente de tromboxano A2 (TXA2),
potente agonista da agregacao plaquetaria e da vasoconstri¢do.

Em Pontual e Magini (2003), descreve-se que a Zona sol-gel encontra-se
abaixo da zona periférica e é composta citoesqueleto, que sustenta para a discoide
da plaqueta; o sistema contratil, que, sob ativagdo, permite a mudanca da forma
discdide, o prolongamento de pseuddpodos, a contragao interna e a liberagdo dos
constituintes granulares (figura 1). Os granulos plaquetarios contém entre 30% e
50% do conteudo de proteina total da plaqueta.

Segundo Sampson et al. (2006), a zona de organelas consiste basicamente
de: granulos alfa, que contém proteinas adesivas, fator de von Willebrand (FvW),
trombospondina, fator de crescimento derivado de plaquetas, fator IV plaquetario,
fatores da coagulacédo e inibidor do ativador plasminogénio; granulos densos, que
contém trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de adenosina (ADP), serotonina,



calcio; e componentes celulares, tais como lisossomos e mitocondria, que além de
conter ATP e ADP também participam dos processos metabdlicos da plaqueta e
armazenam enzimas e outras moléculas criticas para a fungao plaquetaria. O
Sistema membranar inclui o sistema tubular denso, onde se encontra concentrado o
calcio, importante para desencadear os eventos contrateis, e os sistemas
enzimaticos envolvidos na produgao de sintese de prostaglandinas.
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Figura 1. Microscopia eletrbnica de uma agregacdo de plaquetas, onde pode ser visualizada a
formacgao de seus pseuddpodos. Fonte: Santos, 2007.

De acordo com Pagliosa e Alves (2007), no processo inflamatério as
plaguetas chegam rapidamente no local da ferida e liberam multiplos FGs e
citocinas, incluindo: fator de crescimento transformador B (TGF/B1 e (B2), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento celular endotelial
derivado das plaquetas (PDEGF), interleucina-1 (IL-1), e fator ativador de plaquetas-
4 (PAF-4). O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma fonte autégena de fatores de
crescimento que favorecem a reparagdo celular e a vascularizagdo local,
caracteristica vital para o sucesso do tratamento, pois além de plaquetas, contém
também fibrina, cininas e prostaglandinas. As plaquetas liberam o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), que é quimiotaxico para macréfagos e
fibroblastos que, ao chegarem ao foco da lesdo, liberam mais PDGF, além de fator
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de crescimento transformador beta (TGFB) e fator do crescimento fibroblastico
(FGF).

Adicionalmente, os macréfagos fagocitam fragmentos celulares. Os FCs
estocados — IGF-Il, BMPs TGFB — s&o liberados, iniciando-se a fase de reparo. Na
fase de reparo, ocorrem angiogénese e liberagado dos FCs pelas células endoteliais.
Células mesenquimais indiferenciadas (CMIs), fibroblastos e macrofagos iniciam a
formacédo do tecido. A proliferagdo, diferenciagdo, modulacdo e coordenacido de
células ocorrem através da interagao de varios fatores de crescimento, coordenando
a mitose celular e a sintese proteica. A mitose celular ocorre por inducédo de células
mesenquimais indiferenciadas, presentes na medula éssea e na circulagcéo
sangiinea. (MONTEIRO et al., 2010).

1.1) Fatores de crescimento plaquetarios (FCP ou FC)

Em Silva et al. (2006), é descrito que os fatores de crescimento, também
denominados citocinas, s&o membros de um grande grupo de polipeptidios
secretados por varias moléculas reguladoras do nosso organismo. Atuam como
mediadores na maturagcdo celular e como responsaveis pelos processos de
reparagao de danos teciduais. Tém uma acdo importante de angiogénese,
aumentando o processo microcirculatorio local e ativando varios grupos celulares na
integracdo e vitalidade dos tecidos. S&o inumeros os FCPs contidos no plasma
sanguineo, mas trés sdo os que atuam basicamente na reparagéo celular: o Platelet-
Derived Growth Factor (PDGF), o Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF beta-1) e
o Vascular Endotelial Growth Factor (VEGF).

Pontual e Magini (2003) reforcam tal afirmagdo, onde estas moléculas
protéicas em contato com seus respectivos receptores nucleares, estimulam a
angiogénese e a reorganizagao nos tecidos e, como antiinflamatorios, induzem a
cicatrizagdo e o crescimento de novas estruturas organicas. Estes trés fatores seréo
comentados a seguir:

* Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) : peptidio plaquetario que tem
como agdo mitogénica sobre as células do tecido conjuntivo e dos fibroblastos. E um
importante regulador na proliferagdo e quimiotaxia de células mesenquimais.
Proteina composta por dois genes distintos em duas correntes 28 e 31 KDA e
liberado apdés a agregacdo plaquetaria, estimula de imediato a migragcdo de
fibroblastos para a reparagao de feridas e perdas de substancia tecidual. Também é
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secretado por macrofagos e estimula a sintese de colageno. No FC é um dos fatores
de crescimento mais ativos. Dentre outras agdes, estimula a reepitelizacdo da pele
quando na presenca de lesdes e perdas de substéncia tecidual. (PONTUAL e
MAGINI, 2003).

» Vascular Endotelial Growth Factor (VEGF): Tem agédo na permeabilidade
vascular aumentando a angiogénese e, com isto, incrementando o aporte sanguineo
necessario para o processo de reparagcado tecidual. Atrai os fibroblastos para o
sistema de produgcdo de tecido conjuntivo e participa também na cascata da
producdo de fibrinogénio em fibrina cuja malha suporta o crescimento de células
endoteliais e fibroblastos (figura 2 e figura 3). (UEBEL, 2006).

» Transforming Growth Factor Beta (TGF beta): Este fator & liberado por
macrofagos e fibroblastos, mas € nas plaquetas plasmaticas que se encontra sua
maior concentragao. Exerce acao reparadora e antiinflamatéria de lesbes e tecidos.
Pertence a uma grande familia, existindo nas trés formas de isbmeros: beta 1, beta 2
e beta 3. O TGF-beta 1 é o mais importante, sendo responsavel pela maturagcao
celular, migracéo fibroblastica e sintese de matriz extra-celular. Todos os trés
isdmeros induzem a formacdo de tecido colageno e estdo presentes em grande
quantidade em cicatrizes hipertroficas e queloideanas. Em doencas fibrocisticas,
como escleroderma e doenga pulmonar fibrocistica, encontra-se o TGF-beta 1 em
niveis mais elevados. No FC, o TGF-beta atua diferentemente — estimula o
crescimento de células mesenquimais encontradas na papila dérmica, mas inibe a
proliferacdo de células epiteliais e endoteliais quando em niveis elevados. Existe um
leve antagonismos entre o TGF-beta e o PDGF: em certas concentragdes, a agao
inibitéria de TGF-beta € maior do que a agao proliferativa do PDGF. (VILELLA,
2007).

2 - Plasma rico em plaquetas (PRP)

Em Skare et al. (2006), fica claro que o concentrado de plaquetas € uma das
mais ricas fontes de fatores de crescimento essenciais, causando redugdo do
sangramento, da inflamagédo, da escarificagdo, do tempo de cicatrizagdo, assim
acelerando o fechamento das ulceras.

A concentragdo de plaquetas no PRP para fins terapéuticos deve ser
significativamente maior que a plasmatica para proporcionar a liberagdo adequada
de FCs no local do enxerto. A concentracao ideal de plaquetas no PRP deve ser em



média de 1.000.000ul-1, em uma aliquota padrao de 6ml (tabela 1). Adicionalmente,
o PRP pode ser obtido e aplicado ao foco de tratamento por técnicas relativamente
simples e pouco onerosas (PAGLIOSA e ALVES, 2007).

Ja em Uebel (2006), fica salientado também sua utilizagdo em processos de
cicatrizagdo de Uulceras de compressdo e de grandes areas descoladas, na
reparacdo e hemostasia de tecidos, nas osteossinteses e na recomposicido de
enxertos Osseos utilizados em traumatologia e odontologia, na cirurgia plastica
estética, em areas descoladas da face e cruentas do contorno corporal, na area da

cirurgia maxilofacial e traumatologia.

Parede Vascular Rompida

Eritrécito Parede vascular

Plaqueta

Figura 2. Les&o vascular, com extravasamento de eritrécitos e plaquetas para o tecido, liberando
fatores que desencadearédo a cascata de coagulacéo. Fonte: Pontual e Magini, 2003.

Formacao do Coagulo

Plaqueta ativada

Figura 3. Repressentacdo de coagulo através da formacédo de malha de fibrina para reparagao da
parede vascular mediante uma injuria do epitélio. Fonte: Pontual e Magini, 2003.




O PRP é fonte autdéloga de fatores de crescimento. E possui entre 1.000.000
e 1.500.000 plaquetas por microlitros. Os fatores de crescimento estimulam
principalmente a reepitelizacdo, a angiogénese, a mitose celular, a sintese de
colageno, a quimiotaxia dos neutréfilos, macrofagos e fibroblastos, que por sua vez
proporcionam um aumento na sintese de colagenos e a produgédo de linfécitos com a
producgéo de interleucina. (ALMEIDA et al., 2008).

Tabela 1: Analise e quantificagdo dos FCPs utilizando testes de ELISA com limite de detecgao de 7,8
pg/ml, através de PRP obtido com anticoagulante EDTA-KS.

Plaquetas n® PDGF g/ml VEGF pg/ml TGF pg/ml

Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma
N*  Normal PRP Normal PRP Normal PRP Normal PRP
1 233.000 1.109.000 5.770.3 8.040,5 2237 516,1 1.803 1.967
2 198.000 1.393.000 6.9054 14.603 4 596,8 17778 1.180 2574
3 246.000 1174000 6.4324 15.448,3 5186,1 2642 1.623 2754
4 178.000 1.340.000 8.0405 16.775,9 5645 27654 1.409 2.295
5 216.000 1.246.000 13.2759 218448 32099 5679 1.443 2.885
6 182.000 1.154.000 6.1486 11.3448 1.137,3 28889 1.606 2.115
7 260.000 1.231.000 7.662.1 16.413,8 811,3 3.308,6 1.525 2.311

FCP — Fatores de crescimento plaquetarios; PDGF — platelet-derived growth factor; VEGF — vascular
endotelial growth factor, TGF — transforming growth factor, PRP — plasma rico em plaquetas; EDTA-
K3 - etilenodiaminotetracético — tripotassico; pa/ml — picograma/mililitro.

Fonte: Pagliosa e Alves, 2007.

3 - Metodologia de obtencao e utilizagao do plasma rico em plaquetas

O plasma rico em plaquetas é obtido através de centrifugagdo do sangue. O
resultado € uma concentragdo acentuada de plaquetas em um reduzido volume
plasmatico (figura 4). O PRP contém sete FCs e trés proteinas — fibrina, fibronectina
e vitronectina — que atuam como moléculas de ades&o celular nos processos de
migracgéao epitelial e de formagé&o do tecido conjuntivo (OLIVA, 2008).

A obtencdo do gel de PRP e fatores de crescimento pode ser feita de forma
mais econdmica e em locais sem muitos recursos tecnoloégicos, mas que disponham
de uma centrifuga e materiais usualmente presentes em ambientes hospitalares
como seringas, agulhas e tubos de coleta de sangue. O treinamento de pessoal é a
condicdo especifica para ser possivel a aplicagao rotineira do método e, passado
este momento inicial de aprendizado e ajuste, a expectativa € de melhoria nos
resultados obtidos e, possivelmente, aplicabilidade em outras situagdes.
(VENDRAMIN et al. 2006).



Segundo Tostes et al. (2006), o PRP deve ser sempre autologo devido ao
risco de rejeicdo ou a impossibilidade de secregao de fatores de crescimento ativo.
O sangue a ser utilizado deve ser colhido de maneira asséptica em tubos contendo,
preferencialmente, citrato como anticoagulante. A manipulagdo do sangue durante a
centrifugacédo deve ser realizada de forma cuidadosa e em rotagdo adequada para
assegurar a separagao das células plaquetarias de outras e para evitar ruptura ou

danos a sua membrana.

—

Sangue “"pobre"”

em plaquetas Sangue Limpo

Concentrado de
plaquetas ou PRP

Figura 4: Representacao de amostras de sangue pré e pds-centrifugacdo. Fonte: Tostes et al., 2008.

A centrifugacao repetida em duas etapas pode ser utilizada com resultados
igualmente positivos. O sangue colhido € centrifugado a 160ga por 20 minutos, e o
plasma sobrenadante resultante, juntamente com 6mm da fragdo vermelha, é
centrifugado a 400g por 15 minutos. Apos a segunda centrifugacéo, o sobrenadante
de coloragdo amarela é descartado, e o material resultante € utilizado para o enxerto
(PAGLIOSA e ALVES, 2007)

Ja em Vendramin et al. (2006), a metodologia proposta para analise e
quantificacdo de PRP por amostra pode gerar significativa reducdo de custos.
Através da centrifugagcdo de amostras de sangue, variando-se a forga (g) e o tempo
(T) de centrifugacdo, o produto final € submetido @ dosagem de plaquetas. Em
determinados valores de g e T, os resultados podem apresentar maiores
concentracbes de plaquetas, obtendo-se aumento de até 400% em relagdo ao
sangue testado. Em cada coleta utiliza-se dois tubos Falcon, cada um com 10ml de
sangue, que foram submetidos a primeira centrifugagdo, promovendo a separagao
dos eritrocitos que, por terem um peso especifico maior, depositam-se na parte
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inferior do tubo. Na parte superior fica o plasma com as plaquetas e, entre estas
duas camadas, existe uma outra fina e esbranquicada, denominada de zona de
névoa, que contém as células brancas, principalmente leucdcitos, e as plaquetas
maiores.

Com uma pipeta milimetrada, é colhido 50 microlitros da por¢ao superior do
plasma de cada um dos tubos, totalizando 1,0 ml, colocando este em outro tubo
Falcon (Tubo A), para obtengcdo da trombina autdloga. Neste 1ml de plasma é
adicionado 0,3ml de gluconato de calcio a 10% e o tubo colocado em banho—maria
por 15 minutos. Durante este tempo, € pipetado o restante do plasma e a zona de
névoa que foram acondicionados em outro tubo Falcon (Tubo B). Os tubos A (apds o
banho-maria) e B sdo submetidos a nova centrifugagdo, que resulta na separagao
de um liquido rico em trombina no tubo A e na sedimentagcdo das plaquetas (e
alguns eritrocitos) no fundo do tubo B. Apds a retirada da porgéo superior do plasma
no tubo B, que era o plasma pobre em plaquetas (PPP), até a redugédo de 50% do
volume total do plasma neste tubo. O tubo B é agitado para dispersar as plaquetas
no plasma restante, obtendo-se assim o PRP. A qualidade do PRP obtido pode ser
realizada por contagem de plaquetas através de microscopio. (VENDRAMIN et al.
2006).

Anteriormente a incorporagao do PRP na area de implante, € necessaria a
adicdo de um fator coagulante. O gel de PRP é obtido através da adicdo de
trombina autéloga e gluconato de calcio ao PRP. Estes ativam o sistema de
coagulagao, resultando na gelagdo do PRP, o que facilita sua aplicagdo em diversas
cirurgias e também ativam as plaquetas. Inicialmente o PRP era obtido através de
maquinas de plasmaferese e utilizava-se a trombina bovina para sua ativagao, o que
aumentava consideravelmente a obtencao do PRP.(VENDRAMIN et AL. 2006).

4 - Aplicagcao médica do Plasma Rico em Plaquetas

Em Almeida et al. (2008) foi observado um caso clinico as vantagens da
utilizacdo de fatores de crescimento em ritidoplastia com descolamento de retalho
proporcionou resultados pos operatérios satisfatorios, com bom retorno as atividades
diarias, menos edema, poucas equimoses e livre de intercorréncias importantes.

D’élia (2009), relata sucesso na utilizagdo de PRP para consolidagdo das
osteotomias de enxerto autdlogo, assim como a diminuigdo para a ocorréncia da

fixagao.
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Garcia (2005) ressalva que apesar dos o6timos resultados obtidos com a
utilizacdo de PRP, ainda faz-se necessario mais estudos cientificos de possiveis
desencadeamentos quimicos realizados pelas citocinas aplicada em grande
quantidade, além do acompanhamento a longo prazo de casos clinicos diversos.

Para Maia (2008), no tratamento da tendinite induzida no tenddo do musculo
flexor digital superficial (TFDS) em estudos com equinos ficou comprovado que
houve significativa melhora com a aplicagdo de PRP vista por ultrassonografia.

CONCLUSAO
Considerando as leituras realizadas, levando em consideracdo as diversas
utilizagdes do PRP, suas formas de obtencdo e principalmente as formas de
obtengdo do PRP autélogo, pode-se considerar a realizagdo de um estudo mais
aprofundado, juntamente com uma equipe multidisciplinar, para a obten¢gdo do PRP

autologo e a utilizag&do sobre feridas crénicas.
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