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PINHEIRO, R.R. Uso do plasma rico em plaquetas no reparo tecidual — revisdo de
literatura. 2016. 62f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Clinicas Veterinarias) —
Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2016.

RESUMO

O plasma rico em plaquetas (PRP) autdlogo € utilizado por cirurgiées em diversos paises.
Os métodos de obtencdo sdo simples e poucos equipamentos S&0 necessarios para sua
preparacdo, 0 que o torna uma técnica acessivel. A grande quantidade de fatores de
crescimento contidos nos granulos plaquetarios, a capacidade de sintetizar novas
proteinas, assim como a atividade antimicrobiana e moduladora da inflamacéo,
favorecem a proliferagdo celular e a sintese de matriz extracelular, promovendo a
reparacao de feridas e outras lesdes tissulares, funcbes estas que sugerem a aplicacao
clinica do PRP para estimular o processo de regeneracdo de diversos tecidos. Poucos
efeitos colaterais estdo relacionados ao uso do PRP, apresentando-se geralmente como
uma leve reacdo inflamatdria local. Entretanto, em animais de laboratério foi observado
potencial carcinogénico. Recentemente foram descritos resultados in vitro e in vivo
mostrando que o PRP apresenta potencial antimicrobiano, sugerindo 0 Sseu uso
concomitante aos antimicrobianos convencionais na profilaxia das infec¢bes pos-
operatérias. Este trabalho objetiva revisar a literatura disponivel sobre o emprego do PRP
em humanos e animais.

Palavras chave: biomaterial, cicatrizacdo, fatores de crescimento, regeneracao,
reparacao.



PINHEIRO, Rafael Rovaris. Use of platelet-rich plasma in tissue repair — review of
the literature. 2016. 62f. Dissertation (Professional master’s in veterinary clinics) —
Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2016.

ABSTRACT

Autologous platelet-rich plasma (PRP) is used by surgeons in several countries. The
methods of production are simple and few equipments are needed for their preparation,
what makes an accessible technique. The large amount of growth factors contained in
platelet granules, the ability to synthesize new proteins, as well as their antimicrobial
activity and modulating the inflammation, promote cellular proliferation and extracellular
matrix synthesis, promoting repair of wounds and other tissue lesions, these functions
indicate the clinical application of PRP to stimulate the regeneration of various tissues.
Few side effects are related to the use of PRP, usually as a mild local inflammatory
reaction. However, in laboratory animals was observed carcinogenic potential. Recently
were described in vitro and in vivo results showing that the PRP features antimicrobial
potential, suggesting your concomitant use with the conventional antimicrobial in
prophylaxis of postoperative infections. This paper aims to review the available literature
about the use of PRP in humans and animals.

Keywords: biomaterial, healing, growth factor, regeneration, repair.
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1 INTRODUCAO

Técnicas cirdrgicas reconstrutivas sdo essenciais para reabilitacdo
funcional e estética dos tecidos envolvidos em lesfes traumaticas. Visando estimular e
acelerar a reparacdo de tecidos moles e dsseo, o plasma rico em plaquetas (PRP) vem
sendo utilizado por cirurgides em diversos paises.

Produto da centrifugacdo de pequeno volume sanguineo, o PRP deve
apresentar pelo menos quatro vezes a concentragdo basal de plaquetas por microlitro (uL)
(MARX, 2004). Ao serem ativadas, as plaquetas sofrem degranulacédo e liberam local e
continuamente diversos fatores de crescimento (FC), nanoparticulas de polipeptideos que
regulam uma série de eventos celulares como a quimiotaxia, mitogénese, diferenciacédo
celular e a sintese de matriz extracelular.

Neste contexto, 0 PRP vem sendo tema constante de pesquisas na
odontologia, na medicina humana e mais recentemente na veterinaria. Importantes
resultados tém sido obtidos principalmente na odontologia e na ortopedia, onde 0s
protocolos utilizados tém reduzido consideravelmente o periodo de convalescenga.

Os métodos de obtencdo sdo extremamente simples e poucos

equipamentos SA0 necessarios para sua prepara¢do, o que o torna uma técnica acessivel.
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2 REVISAODE LITERATURA

2.1. SANGUE TOTAL, SORO E PLASMA

O sangue é um tecido liquido que constitui-se no fluido bioldgico de
maior relevancia como sistema de transporte do corpo (BACILA, 2003). E formado por
uma fracdo liquida ou meio intercelular, denominada plasma e por trés tipos celulares: os
glébulos vermelhos (também conhecidos como hemaécias ou eritrocitos), os globulos
brancos (ou leucdcitos) e as plaquetas (ou trombdcitos). Estas ultimas, na verdade, sdo
fragmentos de citoplasma dos megacariécitos (LOPES et al., 2007). Ao contrério dos
mamiferos, onde s6 os leucocitos possuem nucleo, nas aves, répteis, anfibios e peixes,
todas as células sdo nucleadas, sendo as plaquetas portanto denominadas de trombdcitos
(LOPES et al., 2007).

O plasma é composto por agua (85%) e solidos (15%) divididos em
organicos: proteinas (albumina, globulinas e fibrinogénio), fatores de coagulacéo,
substancias nitrogenadas, gorduras neutras, colesterol, fosfolipidios, glicose, enzimas e
hormdnios — e inorganicos: os minerais sodio (Na), potassio (K), manganés (Mg), cobre
(Cu), e os bicarbonatos (HCO3) (FELDMAN, 2000).

De acordo com Lopes et al. (2007) a principal funcdo do sangue é a de
transporte, quer de substancias essenciais para a vida das células, tais como oxigénio,
dioxido de carbono, nutrientes e horménios, quer de produtos oriundos do metabolismo,
indesejaveis ao organismo, 0s quais sdo levados aos 6rgdos de excrecdo. Bacila (2003)
cita ainda funcdes importantes como a distribui¢do de hormdnios, a manutenc¢édo do pH,
o controle da temperatura, a defesa contra infecgdes, o controle das hemorragias, dentre
outras.

O volume sanguineo nas espécies domésticas varia em torno de 6 a 10%
do peso corpodreo, e segundo Lopes et al. (2007), ha grande variedade intra e interespécies
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Volume sanguineo nas diversas espécies animais segundo 0 peso corporeo

ESPECIES VOLUME SANGUINEO
mL/Kg %
Vacas leiteiras jovens, equinos puro sangue 88-110 10-11
Caes 77-78 8-9
Vacas lactantes, bovinos em crescimento 66-77 7-8
Vacas ndo-lactantes, equinos 62-66 6-7
Ovelhas, cabras 62-66 6-7
Gatos 62-66 6-7
Animais de laboratério - 6-7
Suinos adultos 55 5-6

Adaptado de: LOPES et al., 2007

Sangue total fresco € sangue colhido ha no maximo oito horas e que
contém hemaécias, leucocitos, plaquetas, todos os fatores de coagulacdo e proteinas
plasmaticas. Segundo Lopes et al. (2007) ele pode ser utilizado diretamente para
transfusdes ou a partir dele podem ser separados todos 0s componentes sanguineos.

Soro sanguineo é a denominacédo que se da a fracdo liquida do sangue
obtida por sedimentacdo espontdnea ou centrifugacdo, quando colhido sem
anticoagulante, havendo consumo do fibrinogénio e fatores de coagulacdo, mas
preservando as outras substancias presentes no plasma. Para que a fracdo liquida do
sangue permaneca sendo considerada plasma, o sangue deve ser colhido com um
anticoagulante (STEPHENSON, 2004).

2.2. PLAQUETAS

Derivadas do citoplasma dos megacariocitos encontrados na medula
Ossea, as plaquetas sdo fragmentos celulares que embora anucleados, tem intensa
atividade bioguimica (D’AMICO; VILLACA, 2006). Sua fun¢éo mais conhecida esta no
processo de hemostasia por ser indispensavel para a formacdo do trombo primario,
entretanto, também apresenta papel importante na inflamagdo (OMBRELLO, 2010 apud
CARRILLO-MORA et al., 2013).

As plaquetas apresentam forma de disco biconvexo medindo entre dois
e trés micrometros (um) de didmetro, segundo Lopes et al. (2007), tem vida média entre
7 e 10 dias e a sua concentragdo normal no sangue periférico varia conforme a espécie,

num intervalo entre 200 a 800.000 plaquetas por pL de sangue (Tabela 2).
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Tabela 2 - Valores de referéncia do nimero de plaquetas por UL de sangue nas espécies
animais domeésticas

ESPECIES Plaquetas por pL de sangue
Caninos 200-500.000
Felinos 200-500.000
Bovinos 200-800.000
Equinos 100-600.000

Fonte: Lopes et al., 2007

Diversas organelas presentes nas plaquetas sdo comuns a muitas
células, como as mitocondrias e os lisossomos (Figura 1). Elas possuem acido
ribonucleico (RNA) e, além disso, apresentam em seu citoplasma diversos granulos, que
séo divididos em trés grupos: granulos a (alfa) — que contém fibrinogénio, fator de VVon
Willebrand, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
transformador B (TGFp), fator de crescimento epidérmico ou epitelial (EGF), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento similar a insulina tipo |
(IGF-1) entre outros fatores, imunoglobulinas (IgA, IgE, IgM e 1gG), fatores de
coagulacdo V e VIII, além de algumas quimiocinas, citocinas e proteinas adesivas.
Granulos A (delta ou densos): cont¢tm ADP, ATP e serotonina, potente ativador
plaquetario. E por fim, granulos A (lambda): contém lisossomos que ajudam a dissolver o
coagulo apos ter cumprido sua fungio (ANITUA, 2004; GONZALES-VILLALVA, 2010
apud CARRILLO-MORA et al., 2013).

Figura 1 — Estrutura celular plaquetaria. GA: granulos a. GD: granulos densos. Gli:
glicogénio. GP: glicoproteinas. Lis: lisossomo. M: mitocondria. ME: membrana externa.
MT: microtibulos. MF: microfilamentos. Per: peroxissoma. STA: sistema tubular aberto.
STD: sistema tubular denso.

Adaptado de: FERNANDES-DELGADO et al., 2012.
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O endotélio é uma interface metabolicamente ativa entre o sangue e 0s
tecidos extra vasculares, produzindo e secretando substéncias que realizam o controle da
agregacdo plaquetéria, da coagulacao e fibrindlise (D’AMICO; VILLACA, 2006). Em
caso de lesédo e exposi¢do do subendotélio, as plaquetas sdo ativadas e se aderem ao sitio
da lesdo por meio da interacdo mediada pelo fator de VVon Willebrand (proveniente do
endotélio exposto) entre a glicoproteina presente na membrana plaquetéria e os receptores
de col&geno no vaso sanguineo lesado. A partir de entdo, de acordo com ANITUA (2004),
substancias sdo liberadas pelo endotélio lesado ou pelas proprias plaquetas ativadas
atraindo outras plaquetas ao local da lesdao, formando um “tampao” ou trombo, o qual
sera posteriormente estabilizado pela acdo da trombina. A acdo de reparacgdo tecidual das
plaquetas é realizada por seus fatores mitogénicos que estdo armazenados nos granulos
o.

Além das funcBes ja descritas, recentemente se ha notado, segundo
Spinelli et al. (2010) que apesar de as plaquetas ndo possuirem acido desoxirribonucleico
(DNA), elas contam com um sistema para realizar sintese proteica, possuem cépias de
acido ribonucleico mensageiro (RNAm) para quase um terco das proteinas conhecidas no
genoma humano e traduzem eficazmente diversas proteinas. Esta descoberta tem mudado
a forma de ver as plaguetas, ja que as mesmas tém capacidade de sintetizar proteinas
como resposta a mudangas em seu ambiente (OMBRELLO, 2010 apud CARRILLO-
MORA et al., 2013).

A grande quantidade de fatores de crescimento contidos nos granulos
plaquetérios, a capacidade de sintetizar novas proteinas, assim como sua atividade
microbicida e moduladora da inflamacéo, favorecem a proliferacdo celular e a sintese de
matriz extracelular, promovendo o reparo de feridas e outras lesdes tissulares, funcdes
estas que sugerem a aplicagdo clinica do PRP aut6logo para estimular a reparacéo e
regeneracgéo de diversos tecidos (NURDEN, 2011).

2.3. PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

Segundo Bonfa et al. (2012), o plasma rico em plaquetas (PRP) é uma
concentracdo de plaquetas reunidas em um pequeno volume de plasma, e 0 mesmo,
conforme Pagliosa e Alves (2007) é fabricado por um processo que consiste na

centrifugacgdo do sangue, objetivando concentrar maior quantidade de plaguetas no menor
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volume de plasma. Sanchez et al. (2003) destacam que a importancia em aumentar a
quantidade de plaguetas esta no fato de que quando as plaquetas séo ativadas, os granulos-
a localizados no seu interior sintetizam e liberam fatores de crescimento (FC), que sdo
moléculas bioativas fundamentais para o processo de reparacao tecidual, pois sdo capazes
de estimular a mitogénese, angiogénese, quimiotaxia e diferenciacéo celular.

O plasma rico em plaguetas tem sido considerado uma grande
ferramenta na aceleragdo do reparo 6sseo e de tecidos moles. E uma biotécnica
relativamente nova e faz parte do crescente interesse em engenharia tecidual e celular nas
terapias de hoje. Por ser desenvolvido a partir do sangue autélogo, o PRP é seguro por
ndo transmitir doengas infectocontagiosas e ndo desencadear rejeicbes por parte do
organismo receptor (MARTINEZ-GONZALES et al., 2002).

2.4. FATORES DE CRESCIMENTO

Encontrados no plasma e em alguns tecidos, os fatores de crescimento
(FC) sdo polipeptidios especificos que regulam a diferenciacdo e a proliferacdo celular,
atuando portanto, na regeneracéo tissular (WILTFANG et al., 2004).

Nos ultimos 20 anos, diversos estudos vém mostrando resultados
satisfatorios em diferentes especialidades com o emprego do PRP, o que da suporte as
hipbteses de que ha beneficios a regeneracdo tecidual por meio do emprego dos FC e de
outros fatores derivados das plaquetas (WHITMAN et al., 1997; WEISER et al., 1999;
OUYANG,; QIAO, 2006; EPPLEY et al., 2006; BARBOSA et al., 2008; BALBO et al.,
2010; GONZALEZ-SANCHEZ; JIMENEZ-BARRAGAN, 2011; BONFA et al., 2012,
SILVA etal., 2012; REGHINI, 2013).

Apos estimulacdo e ativacdo plaquetaria, os granulos se alargam e
sofrem mudancas estruturais que proporcionam a liberacdo dos seus contetdos para o
exterior. Os granulos o contém vérias e importantes moléculas bioativas (proteinas
adesivas, fatores de coagulacdo, proteases e antiproteases, citocinas, quimiocinas, fatores
antimicrobianos, glicoproteinas de membrana, condroitina, albumina, imunoglobulinas e

outras proteinas) que Ihes conferem diferentes atividades biologicas (Tabela 3).
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Tabela 3 — Principais fatores de crescimento liberados pelos granulos a das plaquetas e

suas atividades bioldgicas

MOLECULA BIOATIVA

ATIVIDADES BIOLOGICAS

Fator de crescimento derivado das
plaquetas (FCDP)

- Potente mitégeno para fibroblastos, células musculares lisas
arteriais, condrécitos, células epiteliais e endoteliais

- Efeito quimiotatico potente para células hematopoiéticas,
mesenquimais, musculares e fibroblastos

- Estimula quimiotaxia e ativacdo dos macrofagos

- Ativa o fator transformador de crescimento [ para estimular
macréfagos e neutrofilos

- Sintese de coléageno tipo |

- Angiogénese (por via indireta)

Fator de crescimento
transformador § (FCT)

- Estimula quimiotaxia fibroblastica, proliferagdo e sintese de
colageno

- Inibe a formag&o de osteoclastos e a reabsor¢éo 6ssea

- Diminuic&o de cicatriz dérmica

- Inibidor do crescimento dos fibroblastos, células epiteliais,
endoteliais, neuronais, alguns tipos de células hematopoiéticas e
queratinécitos

- Antagonista da atividade biol6gica do FCE, do FCDP e do FCFa
- Favorece angiogénese

Fator de crescimento similar a
insulina tipos I e Il (FCI-1 e FCI-

1)

- Crescimento de fibroblastos

- Mitogénese e diferenciacdo de células mesenquimais e de
revestimento

- Mitogénico in vitro para algumas células mesodérmicas

- Promove sintese de colageno e prostaglandina E2 nos fibroblastos
- Estimula coldgeno e sintese da matriz por células 0sseas
regulando o metabolismo da cartilagem articular.

Fator de crescimento fibroblastico
acido e basico (FCFa e FCFhb)

FCFa:

- Participa da proliferacdo e diferenciagdo de osteoblastos e
inibicdo de osteoclastos

- Favorece angiogénese e migracdo celular

- Mitbégeno para queratindcitos derivados da pele, fibroblastos
dérmicos e células endoteliais vasculares

FCFb:

- Estimula o crescimento de fibroblastos, mioblastos, osteoblastos,
células neuronais, endoteliais, queratindcitos e condrécitos

- Aumenta producéo de fibronectina

- Estimula angiogénese, proliferacdo de células endoteliais e
sintese de colageno

- Sintese de matriz. Epitelizacdo e producdo de FC de
queratindcitos e retracdo de feridas

Fator de crescimento endotelial
vascular (FCEV)

- Estimula proliferagdo das células do endotélio macrovascular

- Potente angiogénico

- Induz sintese de metaloproteinas que degradam o colageno
intersticial

Fator de crescimento epidérmico
(FCE)

- Funcdo mitogénica (proliferagdo, diferenciacdo e migracdo de
células epidérmicas, epiteliais, fibroblastos, células embrionarias.
Além de células nasais, gliares a partir de células mesenquimais

- Quimiotaxia de fibroblastos e células epiteliais

- Estimula reepitelizacéo

- Incrementa angiogénese

- Influi na sintese e renovacao da matriz extracelular

- Proapoptdésico

Fonte: FERNANDEZ-DELGADO et al., 2012

A liberacdo dos FC derivados das plaquetas € desencadeada pela

ativagcdo das mesmas, o que se pode obter por meio da utilizagdo de substancias como
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trombina, cloreto de célcio e colageno. Em contato com estas substancias, ocorre a
formacdo de um coéagulo ou gel de plaguetas que se da fundamentalmente pela ativacéo
do fibrinogénio e formacdo de fibrina. Para o seu emprego, as substancias ativadoras
devem ser adicionadas ao PRP momentos antes de sua aplicacdo (MONTON-
ECHEVERRIA et al., 2007).

2.5. REPARO TECIDUAL

O reparo tissular ocorre mediante um complexo de eventos ao nivel
celular e molecular, regulados por proteinas sinalizadoras, em um processo bioldgico até
hoje ndo completamente caracterizado. Neste contexto, as plaquetas tém um papel
importante, ja que a ativacdo plaquetaria em resposta a lesdes tissulares e vasculares
provoca a formacdo de um tampdo plaquetério e um coédgulo cujas fungdes sdo a
hemostasia e a secrecdo de fatores de crescimento e proteinas envolvidas no processo de
reparacao tecidual (ANITUA, 2004).

A regeneracdo promove a reconstituicdo anatdmica e funcional do
tecido lesado e ocorre em tecidos onde existam células labeis ou estaveis, que se
multiplicam e organizam um tecido idéntico ao anterior. Porém, ela s6 ocorre se existir
suporte que garanta oxigenacao e nutri¢do local (RUBIN, 2006; KUMAR et al., 2008).

Quando a destruicdo tissular € extensa ou células permanentes sdo
lesadas, o reparo tecidual sera através da proliferacdo e substituicdo por células menos
diferenciadas, como as do tecido conjuntivo. Ou seja, quando tecidos com células
permanentes sdo lesados ou ndo ha estruturas de suporte, haverd deposicdo de tecido
conjuntivo fibroso, caracterizado como cicatriz (KUMAR et al., 2008).

As células labeis multiplicam-se durante todo a vida, sendo capazes de
se regenerar constantemente, sdo exemplos os epitélios escamosos que revestem a pele e
as mucosas, 0s epitélios cubicos dos ductos glandulares, os epitélios colunares do trato
gastrintestinal e uterino, o epitélio de transi¢cdo do trato urinario e também as células
hematopoieticas da medula dssea (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). As células
estaveis geralmente ndo se dividem, permanecendo no estagio de quiescéncia celular
(G0), porém, quando lesadas, podem se proliferar mediante estimulos. Compreendem as
células parenquimatosas dos 6rgdos solidos, as células endoteliais, os fibroblastos, as

células musculares lisas e as células osteogénicas (RUBIN, 2006; JUNQUEIRA;
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CARNEIRO, 2013). Ja as células permanentes perdem a capacidade de proliferacdo apds
0 nascimento do animal. Os neur6nios e as células musculares cardiacas fazem parte deste
grupo, apresentando portanto, capacidade muito pequena de regeneracdo, sendo
substituidas predominantemente por tecido cicatricial (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

Trés etapas distintas, entretanto sobrepostas, ocorrem durante o
processo de reparo, sdo elas: a fase inflamatoria, a fase proliferativa e a fase de
remodelamento. A fase inflamatoria € a resposta inicial a uma leséo tissular, e objetiva
proporcionar rapida hemostasia e iniciar a cascata de eventos que levam a regeneracao ou
cicatrizagdao do tecido lesado. Os fatores de crescimento e as citocinas liberadas pelas
células lesadas e principalmente pelas plaquetas estimulam o processo de migracao,
proliferacdo e diferenciacdo celular, além da sintese de matriz extracelular (BHANOT;
ALEX, 2002).

A segunda fase, ou fase de proliferacdo é o momento do reparo
propriamente dito, onde, conforme Bhanot e Alex (2002), o tecido necrotico é eliminado
e substituido por tecido novo, especifico da regido lesada (osso, cartilagem, tecido
fibroso). As células tronco mesenquimais diferenciam-se em fibroblastos, osteoblastos,
condroblastos ou outras células requeridas, conforme o tecido a regenerar. Os fatores
locais como os FC, as citocinas, alguns hormonios, o pH, a presenca de nutrientes, a
pressdo parcial de oxigénio dentre outros, condicionam uma diferenciacdo celular
adequada.

A fase final ou de remodelamento se caracteriza pela reorganizacéao e
adaptacdo do tecido novo formado, buscando parecer-se 0 mais proximo do tecido
original. As mudancas promovidas incluem diminui¢do da densidade e vascularizacdo
celular, eliminacdo do excesso de matriz reparada e reorientacdo das fibras de colageno,
podendo levar anos para completar-se (BHANOT; ALEX, 2002).

Anitua et al. (2006) destacam o uso terapéutico do PRP na estimulagéo
e aceleracdo do reparo tecidual, sendo os FC liberados localmente e de forma continua, a
base da eficacia deste biomaterial, que mimetiza o processo fisioldgico de reparo (Figura
2).
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Figura 2 - Diagrama esquematico do processo de reparo tecidual em condi¢fes normais
e sua aceleracdo quando se aplica o PRP
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2.6. BIOMATERIAIS

Quando ocorrem lesbes ou danos aos tecidos e Orgdos,
espontaneamente ocorre a reconstrucdo tecidual visando restabelecer a integridade
funcional e mecanica (CANCEDDA et al., 2003). Entretanto, condigdes como amplo
suprimento sanguineo, estabilidade mecéanica, presenca de um arcabouco tridimensional
(SALGADO, 2002; GONDIM, 2007) e tamanho do sitio lesionado sdo determinantes
para a consolidacdo do reparo, pois, em regides em que a morfologia e dimensdo do
defeito sdo extensas e criticas, 0 mecanismo regenerativo torna-se limitado (KIM et al.,
2006).

Biomaterial é toda e qualquer substancia natural ou sintética que pode
ser usada como um todo ou parte de um sistema, que trata, aumenta ou substitui algum
tecido, o6rgdo ou funcdo do corpo. Segundo Roush (2007), desde os ancestrais, implantes
vem sendo utilizados em medicina, entretanto, no final do seculo XIX com o surgimento
da anestesia e das técnicas assépticas, surgiu grande demanda por implantes que
atendessem novas necessidades, como retengdo prolongada ou a absorg¢éo nos organismos
Vivos.

Os biomateriais frequentemente sdo empregados para o preenchimento

de lesdes (CANCEDDA et al., 2003), podendo atuar como um arcabouco, assim,
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estimulando a migracéo e proliferacéo celular (SCHEPERS et al., 1998; PIATTELLI et
al., 2000).

Roush (2007) destaca algumas caracteristicas desejaveis em um
implante, como:

e Ser completamente inerte em termos bioldgicos, ndo desencadeando resposta
inflamatoria;

e Ter forca suficiente para manter-se até completar o reparo tecidual;

e Ser resistente a manipulagdo, ndo se danificando nem impossibilitando seu
manuseio;

e Ter possibilidade de ser submetido a processos de esterilizacao;

e Nao ser alérgico, corrosivo ou toxico;

e Na&o possuir potencial carcinogénico ou teratogénico;

e Ter baixo custo.

As respostas teciduais aos implantes podem ocorrer localmente nas
adjacéncias do implante ou sistemicamente devido aos efeitos dos produtos de
degradacdo do implante em tecidos distantes (Roush, 2007).

Os fios cirdrgicos, amplamente utilizados no mundo todo sdo os
biomateriais mais conhecidos. Roush (2007) os classifica conforme suas origens em
organicos absorviveis (categute) e inabsorviveis (algoddo, linho e seda), polimeros
sintéticos absorviveis (&cido poliglicélico, poliglactina 910, polidioxanona e
poliglecaprona 25) e materiais sintéticos ndo absorviveis (poliamida — nailon, poliéster e
polipropileno). H& ainda os implantes sintéticos ndo absorviveis usados em cirurgia como
o polimetil metacrilato, usado como cimento 6sseo em ortopedia; a borracha de silicone,
utilizada em sondas urinérias e canulas.

Os metais sdo normalmente utilizados combinados em ligas metélicas,
0 que lhes confere resisténcia, principalmente a corrosdo. Segundo Ratner et al. (2004),
apesar de rigidos, os metais sdo deformaveis e excelentes condutores de eletricidade e
calor, podendo ser tolerados pelo corpo humano em pequenas quantidades (ferro, cromo,
niquel, titanio, cobalto...). Os mais utilizados sdo os agos inoxidaveis, as ligas a base de
cobalto, o titanio, o ouro e a platina. Encontram muitas aplicacfes em ortopedia,
especialmente como materiais estruturais, em dispositivos para fixacdo de fraturas e na
substituicdo total ou parcial de articulacbes, mas também podem ser utilizados na

fabricacdo de instrumental cirdrgico (Martin, 2004).
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As cerdmicas estdo sendo utilizadas também como biomateriais
devido a suas caracteristicas para utilizacdo em substituicdo ao tecido 6sseo, dentre as
quais destacam-se: sdo estruturalmente semelhantes ao componente inorganico do 0sso;
sdo biocompativeis, osteocondutivas e, principalmente, ndo possuem proteinas em sua
composicdo, 0 que proporciona auséncia de resposta imunolégica (ABUKAWA et al.,
2006). Estdo amplamente indicadas na ortopedia e odontologia no reparo de defeitos
6sseos, manutencdo do rebordo alveolar e como implantes ortopédicos e dentarios
(LEGEROS, 2002). As principais ceramicas disponiveis comercialmente e utilizadas para
reparacao e substituicao do tecido 6sseo sdo a hidroxiapatita e o biovidro (ROUSH, 2007).

Os materiais adesivos, grupo ao qual se incluem a cola de fibrina e os
cianoacrilatos, sdo uma alternativa as suturas tradicionais, apresentando uma série de
vantagens como a facilidade técnica e o baixo tempo para as sinteses, e tém sido objeto
de diversas investigacdes cientificas (ROUSH, 2007). A cola de fibrina tem sido usada
para eliminar o espagco morto e aumentar a probabilidade de enxertos serem
revascularizados, além de diminuir o nimero de suturas em cirurgias cosméticas e
reconstrutivas (SILVER et al., 1995).

Os cianoacrilatos sdo adesivos que em contato com o tecido sdo
convertidos do estado liquido para o estado solido por polimerizacdo, catalisados pela
baixa umidade. Estes adesivos possuem acdo hemostatica e sua degradacdo pelo
organismo ocorre entre trés e seis meses (LAMBORN et al., 1970). Estudos revelam
ainda que os cianoacrilatos possuem acdes antibacterianas (MATTHEWS, 1993).

As proteinas 6sseas morfogenéticas, também comhecidas como BMPs
formam um grupo Unico de proteinas dentro da superfamilia do TGF-, participando da
regulacdo da inducdo, manutencdo e reparacdo 6ssea em diversas situacdes clinicas
((MENDONCA et al., 2007; SCHMIDT, 2006). As BMPs atuam, principalmente, como
agentes quimiotaticos, mitogénicos além de induzir a diferenciacdo de células
mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos e, em algumas situacdes, em
condroblastos (SIMON; WATSON, 2002; UEDA et al., 2007).

Até o momento, cerda de 20 tipos de BMP ja foram identificadas todas
com diferentes graus de atividade celular, incluindo propriedades de indugéo
cartilaginosa ou 6ssea (BLOCK; ACHONG, 2006; SCHMIDT, 2006). As BMPs estéo
presentes na matriz 0ssea e podem ser obtidas e purificadas desde tecidos aldgenos ou

xendgenos, apresentando funcdo semelhante uma vez que apresentam homologia
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estrutural e funcional independente da espécie animal das quais foram extraidas
(SANTOS et al., 2005; SCHMIDT, 2006).

Mais recente na medicina regenerativa, 0 PRP é um biomaterial que
induz a regeneracdo e substitui os adesivos de fibrina, fato que vem levando a diversos
estudos nos ultimos anos, considerando-o uma evolucdo das tecnologias de adesivos de
fibrina utilizadas ha muitos anos (BIELECKI; EHRENFEST, 2012).

2.7. TECNICAS DE OBTENCAO DO PRP

Pontual e Magini (2004) afirmam que o PRP é um produto derivado do
processamento laboratorial do sangue autégeno, coletado no periodo pré-operatorio, rico
em fatores de crescimento. Afirmam, ainda, que o mesmo deve ser misturado a trombina
bovina e cloreto de calcio a 10% para que adquira consisténcia adesiva e gelatinosa,
facilitando o seu uso nos procedimentos cirdrgicos.

Diversos protocolos e técnicas para a obtencdo de PRP ja foram
descritos (Tabela 4). Existem protocolos propostos que utilizam Kkits comerciais
desenvolvidos para o preparo do PRP, entretanto, a estes estdo agregados altos custos
(WEIBRICH et al., 2005; MAZZUCO, 2008). Porém, existem também protocolos
simples e rapidos, com custos muito inferiores (SONNLEITNER et al., 2000;
GONSHOR, 2002).

Tabela 4 — Principais técnicas de obtencdo de PRP em humanos e animais propostas nas
ultimas duas décadas (Continua...)

ANO 1°AUTOR PROTOCOLOS PROPOSTOS ESPECIES

1999 ANITUA, E. Centrifugagdo Unica: Humana
160g por 6 min

2004 FERES JUNIOR, F. Centrifugagdo Unica: Humana
1400rpm por 10 min

2006 CARMONA, J.U. Duas centrifugacdes: Equinos

12 —120g por 5 min
22 — 2409 por 5 min
2007 FERRAZ,V.C.M. Duas centrifugacdes: Cées
12 - 800rpm por 10 min
22 - 1600rpm por 10 min
2008 MAIA, L. Duas centrifugacdes: Equinos
12 —120g por 5 min
22— 473g por 5 min
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Tabela 4 — Principais técnicas de obtengdo de PRP em humanos e animais propostas nas

ultimas duas décadas (Continua...)

ANO 1°AUTOR

PROTOCOLOS PROPOSTOS

ESPECIES

2008 OLIVEIRA-FILHO, M.A.

Duas centrifugacdes:
12 - 200g por 20 min
22 - 400g por 10 min

Coelhos

2009

DEROSSI, R.

Duas centrifugacdes:
12— 300g por 10 min
2% — 6409 por 10 min

Equinos

2009

MESSORA, M.R.

Duas centrifugacdes:
12 - 760rpm por 20 min
22 - 1200rpm por 15 min

Coelhos

2009

VENDRAMIN, F.S.

Duas centrifugacoes:
12— 400g por 10 min
22 — 800g por 10 min

Humana

2011

ALEIXO, G.AS.

Duas centrifugacdes:
12 - 1200rpm por 10min
22 - 1600rpm por 10min

Caées

2011

KLEIN, C.P.

Trés protocolos com duas
centrifugacdes:

13- 1226rpm por 10min
22 -1939rpm por 10min
ou

12 - 1226rpm por 20min
22 -1939rpm por 15min
ou

12 - 1426rpm por 20min
22 2817rpm por 15min

Humana

2012 VENDRUSCOLO, C.P.

Seis protocolos com duas
centrifugacdes:

12— 900rpm por 10 min
22 - 1300rpm por 10 min
ou

12 1300rpm por 10 min
22 - 2500rpm por 10 min
ou

12— 400rpm por 10 min
22 - 1300rpm por 10 min
ou

12— 1800rpm por 10 min
22 - 3000rpm por 10 min
ou

12— 2500rpm por 10 min
22 - 3500rpm por 10 min
ou

12— 900rpm por 10 min
22 - 1800rpm por 10 min

Equinos
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Tabela 4 — Principais técnicas de obtengdo de PRP em humanos e animais propostas nas
ultimas duas décadas (Conclusao)
ANO 1°AUTOR PROTOCOLOS PROPOSTOS ESPECIES
2012 FERREIRA, V.B.C. Duas centrifugacdes: Cées

12 - 300g por 10min
2% - 640g por 10min
2012 VANAT, N. Duas centrifugacdes: Cées
12 - 1500rpm por 10min
22 - 1500rpm por 10min

O tipo e modelo da centrifuga, as velocidades empregadas, 0s
anticoagulantes utilizados na colheita de sangue, a concentracao de plaquetas existente e
os tipos de fatores de crescimento encontrados, determinam a qualidade e a agéo bioldgica
satisfatoria do PRP (EFEOGLU et al., 2004).

A centrifugacédo é o procedimento basico para se obter o PRP e, tanto
os protocolos envolvendo uma unica centrifugacdo (ANITUA, 1999; FERES JUNIOR,
2004) quanto os que envolvem duas centrifugacoes (CARMONA, 2006, FERRAZ, 2007;
MAIA, 2008; OLIVEIRA-FILHO, 2008; MESSORA, 2009; DEROSSI, 2009;
VENDRAMIN, 2009; ALEIXO 2011; KLEIN, 2011; VENDRUSCOLO 2012; VANAT,
2012; FERREIRA, 2012) caracterizam-se por colheita de sangue venoso em tubo
contendo anticoagulante, preferencialmente citrato fosfato dextrose adenina (CPDA) ou
citrato de sodio e posterior centrifugacdo do sangue total conforme protocolos sugeridos
na tabela 4. Entdo, obtém-se uma quantidade de plasma que se divide em duas fracdes: a
superior e maior, contendo fibrinogénio e pouca quantidade de plaquetas (plasma pobre
em plaquetas ou PPP) e a fracdo inferior, menor, que é o PRP (Figura 3), cujo rendimento
é em média de 10% do sangue processado (GONZALEZ LAGUNAS, 2006).

Figura 3 - Protocolo de obtengéo de PRP com duas centrifugacGes
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Ha que se atentar para o cuidado de nédo lesar as plaquetas durante o seu
processamento, ja que poderd ocorrer ativacdo precoce e perda da atividade desejada.
Portanto, centrifugacdes em velocidades mais lentas sdo as mais efetivas (MARX, 2001).

2.8. CONSERVACAO DO PRP

Quando o protocolo de tratamento envolve vérias aplicacdes para obter
o efeito desejado, o PRP deve ser preparado a cada aplicacdo, o que demanda tempo e
equipamentos disponiveis. A preservacdo do PRP é uma necessidade que vem sendo
estudada ha anos, entretanto os resultados sdo conflitantes quanto a viabilidade das
técnicas. Em humanos, concentrados de plaquetas sdo estocados em bancos de sangue em
temperatura ambiente com agitacdo continua por até cinco dias, haja vista a baixa
viabilidade das plaquetas e ao risco de contaminac¢do (SCHOENFELD et al., 2006).

A criopreservacdo seria uma alternativa, entretanto, o armazenamento
em baixas temperaturas produz alteracGes nas plaquetas fazendo com que as mesmas
emitam pseudopodes e secretem seus granulos o, densos e lisossomais, mimetizando a
ativacdo plaquetaria, o que reduz seu efeito clinico (TABLIN et al., 2001).

Para evitar estas alteracdes, Stoll e Wolkers (2011) sugerem a adi¢éo de
agentes crioprotetores como o dimetilsulfoxido (DMSO) e o glicerol aos concentrados de
plaquetas ou ao PRP, 0s quais atuam sobre a permeabilidade da membrana plasmatica das
plaquetas, diminuindo sua energia de ativacdo, necessaria para o0 transporte de agua
durante o processo de congelamento. Desta forma, evitam a formacao de cristais de gelo
no seu interior e vitrificacdo.

Estudos in vitro e in vivo com crioprotetores tém sido realizados em
humanos e animais visando a criopreservacdo das plaquetas. Lee e Blajchman (2007)
afirmam que a adicdo do DMSO a 5 ou 6% é considerada técnica satisfatoria para o
armazenamento de plaquetas em humanos. Daly et al. (1979) afirmam ser possivel
preservar as plaquetas congeladas com DMSO a 5% em vapor de nitrogénio liquido
(-150°C) por mais de trés anos sem perda da funcdo hemostatica. Roffi et al. (2014)
analisaram o efeito do congelamento e descongelamento na liberacdo dos FC e seus
efeitos sobre o metabolismo de condrdcitos e sinovidcitos in vitro, observando menor
liberacdo de FC dos grénulos a, entretanto, preservando suficientemente a qualidade do

PRP e sua atividade biologica.
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Em animais, Kwirant (2013) relata éxito em armazenar o PRP equino,
sem perda significativa de sua viabilidade por meio do congelamento em nitrogénio
liquido contendo 6% de DMSO como crioprotetor, resultado semelhante ao de Appleman
et al. (2009) observado em cées.

O descongelamento é realizado pela simples imersdao em banho-maria
a 37°C e lavagens devem ser realizadas para remoc¢ao do DMSO (STOLL; WOLKERS,
2011), que pode causar efeitos colaterais leves como nausea, vomitos, febre, dor
abdominal, ou graves como dispneia, hipotensdo ou hipertensdo, lesGes renais,
cardiovasculares e neurologicas em humanos (RODRIGUEZ et al. 2005). J& em cdes, se
pequenos volumes forem infundidos, ndo h& necessidade da lavagem (APPLEMAN et
al., 2009).

2.9. COMPLICACOES ASSOCIADAS AO USO DO PRP

Devido a sua natureza aut6loga, ha poucos efeitos colaterais
relacionados ao uso do PRP, apresentando-se geralmente como uma leve reacdo
inflamatoria local. H& ainda evidéncias de que o PRP possui acdo antimicrobiana
(BIELECKI et al., 2007), o que explica os raros casos de infec¢do relacionados a sua
aplicacdo. Porém, a maioria das afirmac6es positivas baseiam-se em evidencias clinicas
préprias, e ndo em estudos de seguranca e ensaios clinicos. Portanto, a natureza autéloga
do PRP Ihe confere tolerancia bioldgica.

Martinez-Gonzalez et al. (2002) sugerem que o PRP pode atuar, ndo sé
como iniciador, mas como promotor da carcinogénese, favorecendo a divisdo e
proliferacdo de células previamente mutadas. Entretanto, este fendmeno estaria
submetido as exigéncias dependentes do tempo de evolucgéo e das alteragdes prévias para
desenvolver uma neoplasia. Estes resultados, segundo os mesmos autores, Sd0 apenas
hipbteses e indicios que correlacionam o uso do PRP com a carcinogénese, levando em
consideracao eventos bioquimicos semelhantes, observados nos estudos ja publicados.

Consideram-se necessarios mais estudos experimentais e clinicos para
descartar a existéncia de alteragdes genéticas e/ou cromossdmicas nos tecidos onde foram
aplicadas doses terapéuticas de PRP, pois usualmente, as aplica¢fes sdo Unicas e 0s FC
se degradam entre 7 e 10 dias, 0 que ndo seria suficiente para estimular a carcinogénese
(MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Considerando que ainda existem muitas duvidas na medicina veterinaria quanto a
obtencdo do PRP, seu uso terapéutico e o seu papel na regeneracao tecidual, o objetivo
do presente trabalho foi o de avaliar o conjunto das evidéncias sobre a eficacia do PRP
em humanos e animais para 0 emprego na medicina veterinaria por meio de uma revisdo

sistematica da literatura.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar os protocolos de obtencdo do PRP publicados nas ultimas duas décadas;

Descrever as evidéncias positivas e negativas do uso do PRP na regeneragao
tecidual;

Discutir as complicacgdes relacionadas ao uso do PRP em animais;

Descrever os resultados que sugerem a eficacia e viabilidade técnica para o

emprego do PRP na ortopedia veterinaria.
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4 ARTIGO PARA PUBLICACAO

REVISTA CIENCIA RURAL

Evidéncias do uso clinico e experimental do plasma rico em plaquetas (PRP) na
ortopedia humana e veterinaria — revisdo de literatura
Evidence of clinical and experimental use of platelet-rich plasma (PRP) in human and
veterinary orthopedics — literature review
Rafael Rovaris Pinheiro'™ Mara Regina Stipp Balarin"

-REVISAO BIBLIOGRAFICA-

RESUMO

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um biomaterial que vem sendo empregado ndo somente
na medicina humana, mas também na odontologia e na medicina veterinaria. E um produto
resultante da centrifugacdo do sangue aut6logo, onde concentra¢fes acima de 1.000.000 de
plaquetas por pL sdo desejadas. O avanco desta técnica na ortopedia deve-se pelas suas
propriedades osteoindutoras, osteogénicas e osteocondutoras, sua facil obtencdo e
disponibilidade ilimitada, biocompatibilidade e capacidade de reabsorcdo, além de ser
imunologicamente inerte e ter um custo acessivel. Varios estudos vém sendo realizados para
elaborar, testar e aplicar protocolos que sejam eficazes. Os resultados foram satisfatorios na
maioria dos procedimentos, embora nem sempre o PRP acelerou o processo regenerativo,
principalmente quando ndo se concentrou adequadamente as plaquetas. Propriedades
antimicrobianas do PRP in vitro e in vivo observadas recentemente sugerem que o uso do PRP
associado aos implantes ortopédicos pode contribuir também na profilaxia antimicrobiana pos-
operatoria. Este trabalho objetiva descrever as evidéncias positivas e negativas descritas na

literatura acerca do uso clinico e experimental do PRP na ortopedia humana e veterinaria.
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Palavras-chave: biomaterial, fatores de crescimento, osteoinducéo, regeneracéo, reparagao.

ABSTRACT

The platelet-rich plasma (PRP) is a biomaterial which employee not only in human
medicine, but also in dentistry and veterinary medicine. It is a product resulting from the
centrifugation of autologous blood, where concentrations above 1.000.000 platelets for uL are
desired. The advance of this technique in orthopaedics is due by its properties regarding
osteoconductive and osteoinductive properties, osteogenic, it is easy to get and unlimited
availability, biocompatibility and resorption capacity, in addition to be immunologically intert
and have an affordable cost. Several studies have been conducted to develop, test and
implement protocols that are effective. The results were satisfactory in most procedures, though
not always the PRP has accelerated the regenerative process, especially when not properly
concentrated platelets. Antimicrobial properties of PRP in vitro and in vivo observed recently
suggest that the use of PRP associated with orthopedic implants can also help in postoperative
antimicrobial prophylaxis. This work aims to describe the positive and negative evidence
described in the literature about clinical and experimental use of PRP on human and veterinary

orthopedics.

Key words: biomaterial, growth factors, osteoinduction, regeneration, repair.

INTRODUCAO

Durante as Ultimas décadas, diversos estudos sobre o reparo 6sseo foram publicados. O
0ss0 é um dos poucos tecidos que pode se reconstituir sem que haja a formacéo de uma cicatriz
fibrosa, sendo considerado, portanto, um tecido com capacidade de regeneracdo (MARSHELL,;

EINHORN, 2010). Este processo envolve uma complexa interacdo entre células, fatores de
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crescimento e matriz extracelular, o que para JACOBSEN et al. (2008), envolve etapas
sequenciais iniciadas em resposta a uma lesao primaria, resultando eventualmente no reparo e
restauracao da funcéo.

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um derivado do sangue total que pode ser obtido
por meio de centrifugacdo, concentrando no minimo quatro vezes o nimero de plaquetas em
relacdo ao valor basal (MARX, 2004).

Diversos autores vém observando que o uso terapéutico do PRP aut6logo tem grande
potencial de estimulacdo e aceleracdo do reparo dos tecidos moles e 6sseos (ANITUA et al.,
2007a). Portanto, o objetivo deste trabalho é reunir informacgdes sobre o uso clinico e
experimental do PRP no reparo ésseo, cartilaginoso e tendinoso em animais e humanos.
PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

Por ser rico em fatores de crescimento (FC) envolvidos em diversos eventos bioldgicos,
0 PRP participa ativamente nos processos de reparacdo tecidual. Os granulos alfa e granulos
densos plaquetarios tornam o PRP uma atraente alternativa terapéutica. Conforme ANITUA et
al. (2007a) alguns dos fatores importantes encontrados dentro dos granulos alfa incluem o fator
de crescimento derivado de plaguetas (PDGF), fator de crescimento transformador-beta (TGF-
B), fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e fator de crescimento epidérmico (EGF). Ja os granulos densos contém
neuromoduladores e moduladores inflamatorios como a histamina e serotonina.

Ap0s as plaquetas serem ativadas, cerca de 10 minutos apés a formacéo do coagulo, os
granulos a se fundem & membrana plasmatica das plaquetas e sofrem degranulacéo, liberando
os FC que irdo se unir a distintos receptores de membrana de células como as células tronco
mesenquimais, os osteoblastos e os fibroblastos, promovendo diferenciacdo e proliferacéo
celular em distintos tecidos. Cerca de 95% deste processo ocorre na primeira hora apés a

aplicacdo do PRP (MARX, 2004).
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A preparacdo do PRP consiste em concentrar plaguetas autdlogas em um pequeno
volume de plasma por meio de centrifugacdo, sem danifica-las (MARX, 2004). Valores abaixo
de 308.000 plaquetas/pL de PRP podem ter um efeito sub clinico, ja concentracbes acima de
1.800.000 plaquetas/pL podem apresentar efeito paradoxal, inibindo a regeneracéo dos tecidos
(WEIBRICH et al., 2004). A concentracdo plaquetaria osteoindutora deve ser superior a
1.000.000 plaquetas/pL de PRP (HAYNESWORTH et al., 2002).

Diversas pesquisas e estudos clinicos envolvendo reparo tecidual buscam o que o PRP
parece oferecer: propriedades osteoindutoras, osteogénicas e osteocondutoras, facil obtencéo e
disponibilidade ilimitada, biocompatibilidade e capacidade de reabsorcdo, ser
imunologicamente inerte, economicamente acessivel e favorecer a neoformacao de tecido 6sseo
a despeito da presenca de alteracdes teciduais locais e de doencas sistémicas (DELGADO et
al., 2009).

Por ser autdélogo, sua principal vantagem é ser atdxico e incapaz de desenvolver
imunorreacdo (GARCIA, 2005). Seu uso vem sendo amplamente discutido na medicina
humana (ANITUA et al., 2006; KAZAKOS et al. 2009; PALLUA et al., 2010; CARRILLO-
MORA et al., 2012; WANG et al., 2012; NGUYEN et al., 2012; ZHU, 2013), na odontologia
(LOPEZ et al., 2005; FLORES et al., 2012; SA, 2013) e mais recentemente na medicina
veterinaria (YUAN et al., 2008; SILVEIRA, 2009; VENDRUSCOLO, 2012; PENHA et al.,

2014).

USO CLINICO E EXPERIENTAL DO PRP
Uso do PRP nas fraturas e enxertos 0sseos

Devido a prevaléncia alta de fraturas na rotina das clinicas e hospitais escola de medicina
veterinaria, a maioria dos trabalhos experimentais e clinicos ja publicados relacionados ao uso

do PRP, em animais, envolve o tratamento das fraturas.
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Em um estudo realizado por SILVA et al. (2007) com oito cdes sem raca definida (SRD)
submetidos a ostectomia do radio direito e esquerdo, retirou-se um fragmento 0sseo para
implantacéo de enxerto de hidroxiapatita no radio esquerdo e hidroxiapatita associada ao PRP
no radio direito e estabilizou-se as fraturas com placas e parafusos. Os animais foram avaliados
nos dias 0, 15, 30, 45 e 60. N&o foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos e 0s
autores concluiram que nédo houve aceleragdo do processo de consolidacdo 0ssea.

Resultado oposto foi descrito por SOUZA et al. (2011), que observaram diferenca
significativa na avaliacdo radiografica de 11 cdes submetidos a osteotomia e osteossintese do
radio direito com fixador esquelético externo. Segundo os autores, 80% dos caes tratados com
PRP (n=6) apresentaram unido clinica com maior radiopacidade.

Apesar de ambos estudos utilizarem cées com caracteristicas semelhantes e metodologia
envolvendo duas centrifugaces, Silva et al. (2007) e Souza et al. (2011) utilizaram protocolos
diferentes: 90g e 200g (por 10 minutos cada) e 160g e 400g (por 20 e 15 minutos)
respectivamente. Os resultados obtidos, contraditorios, podem ser explicados pelo fato de que
Souza et al. (2011) obtiveram PRP com concentrac@es plaquetarias superiores a 1.000.000 de
plaquetas por pL em quatro dos cinco animais utilizados, fato que ndo ocorreu no experimento
de Silva et al. (2007) onde apenas um animal teve contagem plaquetaria superior a 1.000.000
por UL, preconizada por Haynesworth et al. (2002). Esta baixa concentracdo parece ter sido
responsavel pelo efeito insignificante frente ao grupo controle. Ademais, Silva et al. (2007)
utilizaram placas 0sseas na osteossintese e bandagem de Robert Jones no pds-operatorio por
sete dias, 0 que provavelmente levou ao apoio tardio do membro se comparado com 0s animais
que receberam a implantacéo de fixador esquelético externo no estudo de Souza et al. (2011).

GUMIERQO et al. (2010) em um estudo experimental com 60 ratos Winstar submetidos

a radioterapia e posterior confeccdo de defeito 6sseo, observaram uma tendéncia dos animais
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tratados com PRP apresentarem um aumento significativo de neoformacao 6ssea entre os dias
18 a 84.

O reparo de defeitos 0sseos criticos e ndo-criticos foi testado na calvaria de coelhos
(OLIVEIRA-FILHO et al., 2010) e camundongos (MONTEIRO et al., 2012), obtendo-se
resultados distintos.

OLIVEIRA-FILHO et al. (2010) utilizaram 21 coelhos onde foram confeccionados
quatro defeitos ndo-criticos em cada animal e aplicados 0sso autégeno particulado (grupo 1),
0sso autdgeno particulado associado ao PRP (grupo 2), apenas PRP (grupo 4) e coagulo
sanguineo (grupo controle). O uso do PRP isolado ou associado ao 0sso autdgeno particulado
(grupos 2 e 3) foi inferior estatisticamente ao uso do 0sso autdgeno particulado no reparo 6sseo.

MONTEIRO et al. (2012) avaliaram a associacdo do PRP com células tronco na
reparacao de defeitos criticos confeccionados em calvaria de 24 camundongos adultos,
observando processo de angiogénese e reparacdo 0ssea significativamente superior no grupo
experimental.

Provavelmente, o uso de PRP com alta concentracdo plaquetaria no experimento
conduzido por OLIVEIRA-FILHO et al. (2010) produziu o resultado paradoxal. A média de
plaquetas por pL de plasma foi de 2.414.720 (+ 105.632), concentragdo que segundo
WEIBRICH et al (2004), produz efeitos inibitorios e citotdxicos indesejaveis devido a alta
concentracdo do TGF-p e osteocalcina, reduzindo a osteoprotegerina que ¢ um fator inibitdrio
da osteoclastogénese.

WATANABE et al. (2015) realizaram osteossintese do terceiro 0sso metatarsico em
uma potra com trés meses de idade por meio da aplicacdo de pinos transcorticais, injecdo de
PRP no foco de fratura e atadura gessada. Dois anos ap6s o procedimento, foi observada

reparagdo Ossea completa com espessamento das corticais, e 0 animal pode disputar seu
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primeiro pareo. Os autores concluiram que o método adotado foi favoravel, pois o animal
recuperou a funcao locomotora.
Uso do PRP na osteoartrose (OA)

A osteoartrose ou doenca articular degenerativa ainda € um desafio da ciéncia. Na
medicina veterinaria é frequente sua incidéncia principalmente em cdes (CLARK, 1998). Tem
carater progressivo, € minimamente inflamatdria e promove alteracdes neoproliferativas nao
neoplasicas, o que proporciona disfuncéo consideravel na articulacdo com sua posterior faléncia
(NELSON; COUTO, 2006). Por envolver todas as estruturas articulares, interfere
principalmente na interacdo entre a cartilagem hialina, 0 0sso subcondral e a membrana sinovial
(PENHA et al., 2007).

Os beneficios do uso do PRP foram descritos por PENHA et al. (2014) ao relatarem o
caso de um cdo da raca Cocker de 18Kg, com osteoartrose naturalmente adquirida nos quatro
membros. Este animal apresentava claudicacdo progressiva e historico de tratamentos
frequentes com anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES). Os autores propuseram quatro
infiltracdes com 1mL de PRP nas articulacdes femorotibiopatelares com intervalo de uma
semana. ApOs meses de acompanhamento, o cdo apresentou melhora significativa nas
articulaces tratadas.

Uso do PRP na ruptura do ligamento cruzado cranial (RLCCr)

As lesdes ligamentares envolvendo o joelho séo causas frequentes de consultas em
humanos e animais, e, devido a sua grande incidéncia em ambas espécies, as rupturas do
ligamento cruzado cranial (RLCCr) constituem grande desafio terapéutico (VASSEUR, 2003;
FIGUEROA et al., 2013).

A instabilidade causada pela RLCCr pode predispor a lesdes em outras estruturas
articulares como outros ligamentos, cartilagens e meniscos levando ao desenvolvimento de OA

(LOHMANDER et al., 2007; FIESTAD et al., 2009).
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No Chile, RADICE et al. (2010) observaram uma reducdo de 48% no tempo de
maturacao de enxertos de ligamento cruzado cranial (LCCr) mediante avaliagdo por ressonancia
magnética em um estudo com 50 pacientes humanos submetidos a cirurgia de reconstrucao do
ligamento cruzado cranial (LCCr) com ou sem associacdo com PRP.

Uma revisdo de literatura publicada recentemente pela Universidade de Harvard
concluiu que ha evidéncias de efeito benéfico na maturacdo de enxertos de ligamento cruzado
cranial durante as reconstrucfes ligamentares em humanos em cerca de 20 a 30% quando se
associa 0 PRP (VAVKEN et al., 2011).

SILVA etal. (2012) relataram o uso do PRP intra-articular no pds-operatorio de cirurgia
de nivelamento do platé tibial (TPLO) para correcdo de RLCCr. Os autores observaram melhora
gradual da locomocéo do paciente ja aos 15 dias e auséncia de claudicacéo aos 30 e aos 90 dias,
tanto na avaliacdo clinica como na cinética do grau de claudicacdo, apesar da literatura
descrever possibilidade de claudicacdo por até 6 semanas apds a cirurgia.

Independente da técnica cirdrgica empregada, a maior complicacdo das reconstrucoes
do LCCr é a progressdo da osteoartrite (AO) (HURLEY et al., 2007). Estudos in vitro indicam
gue o PRP aumenta a producao de acido hialurénico em sinoviécitos de humanos (ANITUA et
al., 2007b). Ha ainda relatos de que o TGF-B presente nos granulos-a possui efeitos anti-
inflamatdrios e estimula a diferenciacao de células tronco mesenquimais em cartilagem (PEI et
al., 2009). Portanto, o PRP se mostra como uma alternativa viavel para o uso no pos-operatorio
de animais com RLCCr visando acelerar a maturacdo dos enxertos biolégicos e inibir a
progressao da OA.

Uso do PRP nas artrodeses vertebrais

Diversas estratégias vém sendo empregadas para reduzir as taxas de ndo unido em

artrodeses vertebrais como os parafusos 6sseos, a fusdo dos corpos vertebrais, 0 uso de proteina

0ssea morfogenética (BMP) e a limitacdo dos fatores de risco (CARREON et al., 2005). A
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literatura até entdo é muito controversa quanto aos beneficios do PRP como uma alternativa
para estes procedimentos.

CARREON et al. (2005) observaram ndo unido em 25% dos pacientes humanos
submetidos a fusdo lombar lateral com enxerto 0sseo autdlogo de crista tibial associado ao PRP,
enquanto 17% dos pacientes do grupo controle apresentaram nao unido, desaconselhando o uso
do PRP nestes procedimentos. Resultados semelhantes foram observados por WEINER e
WALKER (2003) em um estudo prospectivo com 59 pacientes humanos. A taxa de fusdo 6ssea
do grupo que foi submetido a fusdo lombar intertransversa com enxerto esponjoso da crista
iliaca associado ao PRP, foi de 62%, inferior a taxa do grupo controle (apenas fusao lombar
intertransversa com enxerto esponjoso da crista iliaca) com éxito em 91% dos casos.

Porém, resultados positivos foram obtidos em um estudo visando analisar o efeito
osteoindutor dos FC contidos no PRP quando associados a ceramicas no processo de fusdo na
coluna vertebral de ratos. DELGADO et al. (2009) observaram maior atividade osteoblastica e
osteoclastica e completa reabsorcao da ceramica em relacdo a enxertia da mesma, isoladamente.

Os trabalhos descritos em humanos até entdo (WEINER; WALKER, 2003; CARREON
et al., 2005) sdo estudos de caso e ndo sao randomizados. Acredita-se que a quantidade e a
qualidade dos enxertos e do PRP utilizados ndo foram uniformes, o que aliado a variabilidade
individual, gerou os resultados desfavoraveis, ja que um mesmo FC pode apresentar efeito
indutor ou inibidor, dependendo da forma com que é liberado e das condi¢cdes ambientais em
que se encontra.

Uso do PRP na osteomielite

A osteomielite € um processo infeccioso 0sseo grave com significativa morbidade e
altas taxas de recorréncia. A infeccdo é causada por diversos microorganismos, sendo o
Staphylococcus aureus o mais encontrado em humanos (BIELECKI et al., 2007; GOGIA et al.,

2009). Pode surgir devido a traumas, infec¢bes nosocomiais ou apos cirurgias envolvendo
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implantes, e, apesar dos avangos na medicina, ainda se constitui um desafio, pois ha crescente
resisténcia antibidtica (YUAN, et al., 2008). O mesmo autor recomenda a associacdo de
técnicas como desbridamento dos tecidos infectados, antibioticoterapia sistémica por quatro a
seis semanas e recobrimento com tecidos moles visando sinergismo terapéutico.

YUAN et al. (2008) aplicaram PRP para tratar um paciente humano de 53 anos de idade
com osteomielite cronica bilateral nos fémures apos os tratamentos convencionais serem
ineficazes por cerca de quatro anos. Os autores aplicaram PRP através do sinus remanescente
nas pernas do paciente e obtiveram bons resultados, observando fechamento dos mesmaos.

Uso do PRP nas condropatias

A cartilagem articular apresenta reduzida capacidade de regeneracdo. Recentemente
estabeleceu-se que a morte celular ocorre principalmente por apoptose e pode ser desencadeada
em resposta a estimulos mecanicos, agente quimicos, citocinas e agentes virais e bacterianos
(TEW, 2000).

A capacidade do PRP em reduzir a taxa de apoptose da cartilagem articular foi
demonstrada no joelho de coelhos em um estudo experimental realizado por REZENDE et al.
(2011). Os autores observaram que a injecdo intra-articular de PRP foi associada com um
numero significativamente menor de morte de condrécitos.

Os FC contidos no PRP podem contribuir para a regeneracdo da cartilagem. Conforme
KON et al. (2011), o PDGF potencializa a proliferacdo de condrécitos e a sintese de
proteoglicanos, o IGF estimula a sintese de proteoglicanos e atrasa 0 seu catabolismo.
Paralelamente, 0 TGF-B aumenta a expressdo fenotipica dos condrocitos, estimula a
diferenciacdo condrogénica das células tronco mesenquimais e a deposicdo de matriz
extracelular, além de diminuir os efeitos supressivos da interleucina-1 na sintese de

proteoglicanos na cartilagem.
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Ap0s a administracdo de PRP em equinos com osteoartrite induzida experimentalmente
na articulacdo do carpo, foram descritas diminuicao da fibrose na cartilagem, da hiperplasia na
membrana sinovial e da hemorragia, resultando em menor grau de claudicacdo (FRISBIE et al.
2007).

SANCHEZ et al. (2003) relataram o uso do PRP para tratar avulsdo de cartilagem
articular em um jogador de futebol, observando diminuic¢éo do tempo de recuperacdo, completa
restauracao da cartilagem articular e retorno precoce a atividade atlética.

MOROZ et al. (2009) testaram a viabilidade do PRP ser utilizado na ortopedia como
uma scaffold 3D, para utilizacdo em culturas celulares. Suas conclusdes sugerem que o PRP
pode ser empregado como uma scaffold 3D para o crescimento de culturas de condrdcitos
autologos, que formardo tecido a ser transplantado para uma area de lesdo articular.

Uso do PRP nas tendinites

Uma das principais causas de claudicacdo e reducdo de desempenho em equinos atletas
sdo as lesdes envolvendo os tenddes ou tendinites. Segundo AVELLA et al. (2009), os tenddes
tém limitado potencial de regeneracdo por serem pouco vascularizados e relativamente
acelulares, portanto, seu reparo € prolongado e ha formacao de cicatriz, o que reduz as suas
propriedades biomecanicas e predispde a novas lesdes.

Uma lesdo no tenddo geralmente requer de seis meses a um ano de repouso e
fisioterapia para permitir um reparo adequado. Os tratamentos convencionais para tendinite
dispendem grandes custos, e raramente 0s animais voltam a ter desempenho fisico semelhante
ao anterior a lesdo (MARFE et al., 2012).

CARVALHO et al. (2013) demonstraram potencial terapéutico do PRP associado a
celulas tronco mesenquimais aplicado em les@es induzidas no tenddo flexor digital superficial
de oito equinos mesticos. AvaliagGes ultrassonograficas demonstraram a ndo progressdo da

lesdo e no exame histopatoldgico foi observada melhor organizacdo e menor inflamagéo
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tecidual. Trabalho muito semelhante empregando a mesma metodologia foi realizado por
MAIA et al. (2009) com seis equinos mesticos. Apos a inducdo das lesdes nos membros
torécicos, foi aplicado PRP no membro direito e solucdo de NaCl 0,9% (fisiologica) no
esquerdo. Os resultados mostraram que o emprego do PRP promoveu maior reducao da area da
lesdo de tendinite avaliada por meio de exame ultrassonografico.

Em coelhos, foi avaliado o efeito da aplicacao topica do PRP na reparacao do tendéo do
musculo gastrocnémio, experimentalmente seccionado e suturado em padrdo de Kessler
modificado com fio de nylon. EURIDES et al. (2015) utilizaram 12 coelhos divididos em dois
grupos (seis animais no grupo controle e seis animais no grupo tratamento) e ap0s o
procedimento acompanharam por meio de exame histopatologico o reparo tecidual aos 45 e 90
dias. Os autores concluiram que o PRP estimula e organiza o processo de reparacéo tecidual,
ocasionando producéo precoce de fibras colagenas.

Uso do PRP nas artroplastias

As artroplastias objetivam aliviar a dor e melhorar a qualidade de vida dos pacientes,
por meio da promocéo do retorno da funcgéo articular pela da implantacao de préteses (DIOGO
et al., 2014). Os implantes ortopédicos substituem parcial ou totalmente fungdes de parte do
corpo (GIORDANI et al, 2007).

GUERREIRO et al. (2015) compararam a eficacia quanto a reparacao, dor e hemostasia
promovida pela aplicacdo PRP intra-articular durante artroplastia total de joelho em 40
pacientes humanos (20 individuos no grupo tratados e 20 individuos no grupo controle).
Entretanto, neste estudo o PRP né&o se mostrou mais efetivo em relacdo ao grupo controle quanto
ao reparo tecidual e hemostasia, mas houve vantagem na escala verbal quanto a dor.

Resultados semelhantes foram encontrados por HORSTMANN et al. (2011) quando

compararam a capacidade do PRP em melhorar o reparo tissular, reduzir a dor e promover
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hemostasia em um estudo prospectivo com 40 pacientes humanos portadores de AO, que foram
submetidos a artroplastia total do joelho.

Ambos estudos mostraram diferencas favoraveis ao PRP de forma subjetiva, porém,
sem significancia estatistica. E possivel que o reduzido ndmero de pacientes pode ter
influenciado nos resultados estatisticos. HORSTMANN et al. (2011) utilizaram o PRP na forma
de gel e utilizaram drenos intra-articulares, que apesar de terem minimizado a formacéo de
hematomas, pode ter reduzido a populacdo plaquetaria. No trabalho de GUERREIRO et al.
(2015) apenas 4 das 20 amostras de PRP foram quantificadas as plaquetas, sendo que duas
estavam abaixo de 1.000.000 de plaquetas por pL (777.000 e 950.000). Néo estdo claros os
métodos de avaliacdo quanto a cicatrizacao propostos, pois os parametros avaliados e discutidos
referem-se exclusivamente a hemostasia, dor e funcédo (amplitude de movimento).
Propriedades antimicrobianas do PRP

Pouco se sabe sobre o potencial antimicrobiano do PRP. Trowbridge et al. (2005) e
Englert el al. (2005) demonstraram além de melhor reparo tecidual, menores taxas de infec¢do
apos cirurgias cardiacas quando o PRP foi empregado no fechamento do esterno. Yuan et al.
(2008) relataram sucesso no tratamento da osteomielite crénica femoral com o uso topico do
PRP.

Vérias estirpes bacterianas comumente encontradas em infec¢des ortopédicas foram
testadas quanto a sensibilidade as propriedades antimicrobianas do PRP in vitro por Li e Li
(2013). Fortes evidéncias de propriedade antimicrobiana frente a bactérias Staphylococcus
aureus meticilina resistentes (MRSA) Staphylococcus aureus meticilina sensiveis (MSSA),
Streptococcus do grupo A e Neisseria gonorrhoeae foram observadas. Porém, ndo foi
observada atividade contra Escherichia coli e Pseudomonas.

Le et al. (2013), testaram pela primeira vez in vivo a atividade antimicrobiana do PRP

autologo para o tratamento de infec¢des associadas a implantes na coluna vertebral. Os autores
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observaram boa atividade antimicrobiana do PRP na primeira semana ap0s 0 Seu uso, porém
apos este periodo, o PRP sozinho ndo controlou a infeccdo, o que indica necessidade de
repeticdo das aplicacbes ou mesmo que o PRP sozinho ndo é capaz de controlar infecgdes
associadas a implantes. Ao mesmo tempo entretanto, foi observada melhor regeneracéo 6ssea
nos animais que receberam o PRP mesmo na presenca de infeccao.

Apesar dos resultados animadores, 0 PRP nédo foi capaz de eliminar totalmente as
bactérias nas condi¢Bes experimentais. Portanto, Li e Li (2013) sugerem aumentar a quantidade
de PRP ou mesmo associa-lo aos antibioticos locais ou sistémicos convencionais para prevenir
a infeccéo.

Complicacgbes associadas ao uso do PRP

A natureza autéloga do PRP permite afirmar que ele oferece tolerancia bioldgica, até
hoje ndo existem relatos de infeccdo apds o seu uso, fato que pode estar relacionado as suas
propriedades antimicrobianas ja descritas por Bielecki et al. (2007) e Lee et al. (2013).

Ainda que a reparacao tecidual seja a principal acdo dos FC, o fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento fibroblastico (FGF), o fator de crescimento
dos hepatécitos (HGF) e o fator de crescimento insulinico (IGF) tem papel relevante no
crescimento de certos tumores devido ao seu alto potencial angiogénico e, em alguns casos, até
mesmo oncogeénico, capaz de promover a multiplicacdo de células mutadas ou iniciadas ou
inibir a sua apoptose (KATOH et al, 1995; DIGIOVANNI et al., 2000).

Ha descricao também de que os FC podem ativar progenitores osteogénicos circulantes
(células indiferenciadas), que estdo relacionados a neoformacdo Ossea extraesquelética,
conhecidas por ossificagfes heterotdpicas e também as calcificacbes de valvulas cardiacas
(PIGNOLO; KASSEM, 2011).

Estas propriedades negativas dos FC estdo restritas a animais de laboratorio, néo

havendo até entdo descricdo de tais efeitos em humanos (CREANEY; HAMILTON, 2008) e
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animais de companhia. Usualmente, as aplicacdes sdo unicas e a degradacdo dos FC ocorre
entre 7 e 10 dias, tempo que de acordo com MARTINEZ-GONZALEZ et al. (2002) é
insuficiente para estimular a carcinogénese.

CONSIDERACOES FINAIS

O PRP é um biomaterial versatil que vem demonstrando capacidade de estimular o
processo de regeneracdo 6ssea, cartilaginosa e tendinosa devido a liberacdo dos seus FC em
humanos e animais. Por ser autélogo, oferece tolerancia bioldgica e é de facil e réapida
preparacdo, porém, a padronizacdo dos procedimentos de preparo é necessaria para maior
aceitacdo e emprego terapéutico pelos médicos veterinarios no Brasil.

Ha que se respeitar a concentragdo osteoindutora minima de 1.000.000 de plaquetas por
puL de plasma, pois valores inferiores ndo apresentaram resultados satisfatorios. Portanto,
independente do protocolo empregado, € fundamental duas centrifugacdes e a contagem antes
e apds a preparacdo do PRP.

Diferentes formas de aplicacdo sdo efetivas, porém a ativacdo prévia e a associa¢do com
outros biomateriais que garantam suporte (scaffolds) para que as plaquetas permanecam no
local até cumprirem sua funcéo € desejavel. A adicdo de ativadores com o gluconato de célcio
a 10% para que ocorra a gelificacdo do PRP é bastante simples e efetiva.

Haja vista o seu potencial antibacteriano, e principalmente por ndo produzir resisténcia,
0 PRP pode ser uma alternativa avancada aos tratamentos convencionais com antibioticos,
devido ao seu efeito sinérgico na prevencédo de infecgdes associadas a implantes. Mas ha que
se atentar para a sua producdo em ambiente controlado com material totalmente esterilizado
para ndo veicular microorganismos infeciosos.

Os potenciais beneficios do PRP demonstrados suportam o seu uso terapéutico de forma

segura, barata e eficaz nas diversas enfermidades ortopédicas atendidas na medicina veterinaria.
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5 CONSIDERACOES GERAIS

Apesar das dificuldades em comprovar sua eficacia, 0 PRP € um biomaterial
versatil que demonstra capacidade de estimular o processo de reparo tecidual,
favorecendo a regeneracdo de diversos tecidos devido a liberacdo dos seus FC em
humanos e animais. Tem baixo custo, € de facil e rapida preparacao e por ser autologo,
oferece tolerancia biologica, porém, ainda é pouco utilizado como método terapéutico no
Brasil.

O PRP pode ser aplicado inativado, na forma liquida (através de injecGes) e
ativado como gel ou mesmo como uma scaffold. A maioria dos protocolos envolvem duas
centrifugacBes e resultados satisfatorios sdo observados quando se concentra entre
1.000.000 a 1.800.000 de plaquetas por pL de plasma. A associacdo com outros
biomateriais também tem sido frequente, promovendo efeitos sinérgicos.

A analise histologica predomina nos estudos como método de avaliacdo
quantitativa e qualitativa do efeito do PRP nos tecidos. Entretanto, o exame radiografico,
a densitometria 0ssea e 0 exame ultrassonografico também sdo empregados nestas
avaliacdes.

Haja vista o seu potencial antibacteriano, e principalmente por ndo produzir
resisténcia, o PRP pode ser uma alternativa avancada aos tratamentos convencionais com
antibioticos, devido ao seu efeito sinérgico na prevencdo de infecgdes associadas a
implantes. Mas ha que se atentar para a sua produgdo em ambiente controlado com
material totalmente esterilizado para ndo veicular microorganismos infeciosos.

Os potenciais beneficios do PRP demonstrados suportam o seu uso terapéutico de
forma segura, barata e eficaz nas diversas situacoes onde deseja-se favorecer ou acelerar

0 reparo tecidual em animais e humanos.



