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RESUMO

Pesquisa que utiliza um coagulémetro para mensurar o tempo de coagulacao
do plasma rico em plaguetas (PRP) obtido com o uso do cloreto de célcio a
10%. Objetiva analisar se é possivel registrar com um coagulémetro a
formacdo de uma rede de fibrina do PRP usando-se para a sua ativacao
apenas uma solucdo estéril de cloreto de célcio a 10% e verificar se a
temperatura constante de 37°C pode fornecer a técnica uma maior
previsibilidade quanto ao tempo necessario para a coagulacdo. Oito amostras
de plasma rico em plaquetas foram obtidas a partir da coleta e centrifugacao
do sangue de voluntarios saudaveis conforme protocolo padronizado do Banco
de Sangue do Hospital de Clinicas da cidade de Curitiba. Uma amostra de 1ml
de plasma rico em plaquetas foi pipetado de um tubo de ensaio e levado para
aguecimento prévio em banho-maria a 37°C por 5 min. Apés o aquecimento, a
amostra foi misturada por inversao a 40[iil de cloreto de calcio a 10%, também
previamente aquecido a 37°C. Esta mistura permaneceu em tubo de ensaio em
incubacdo a 37°C por mais 4 min, quando entdo foi novamente pipetado para
gue 200]Jil da mistura fossem colocados em cada uma das quatro cuvetes de
um coaguldémetro. Este aparelho é dotado de um sistema de banho-maria seco
a 37°C e, através de um sistema eletromagnético, detecta o inicio da formacéo
da rede de fibrina pela inibicdo da movimentacdo da bilha metélica colocada no
interior das cuvetes. Em apenas um dos oito plasmas saudaveis avaliados o
tempo de incubacdo ap6s a mistura foi de apenas 2 min, visto que a
coagulacdo desta amostra foi obtida com um tempo médio de 130 s. Os
resultados mostraram que o tempo necessario para se promover a formacéo do
coagulo variou aproximadamente de 2 a 10 min nos pacientes estudados ap0s
a mistura do plasma rico em plaquetas ao cloreto de célcio a 10%, quanto se
utiliza um aquecimento em banho-maria a 37°C. Concluiu-se que apesar de se
obter um tempo maior para a formacdo da rede de fibrina com a mistura do
cloreto de calcio em relacdo a trombina, este tempo pode ser administrado pelo
cirurgido, sem contudo incorporar a técnica os riscos inerentes ao uso de um
material alégeno ou xendgeno. Novas pesquisas sdo necessarias no intuito de
avaliar com maior precisdo as reacfes que ocorrem durante a formacdo do
coagulo e se este aquecimento prévio a 37°C alteram as propriedades
desejaveis dos fatores de crescimento necessarias para a promocao do reparo
tecidual.

Palavras-chave: plasma, cloreto de calcio, plaquetas, implante dentario.
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ABSTRACT

Research that measures coagulation time of plasma rich in platelets (FRF)
obtained with the use of 10% calcium chloride through a coagulation
measurement device. Its objective is to analyze the possibility of registering,
through a coagulation measurement device, the formation of a FRF fibrin net;
using only a sterile solution calcium chloride activation and verify if the constant
37 degrees Celsius temperature can provide the technique with a higher level of
previewing the necessary time for coagulation. 8 samples of plasma rich in
platelet were obtained through the collecting and centrifugation of healthy
voluntary blood according to the Hospital de Clinicas of Curitiba Blood Bank
standard protocol. One sample of 1 ml of plasma rich in platelets was pipetted
from a test tube and taken to pre-heating at 37 degrees Celsius for 5 minutes.
After the heating, the sample was mixed by inversion with 40-ml calcium
chloride 10%, which had previously been pre-heated at 37 degrees Celsius.
This mixture remained in a test tube for incubation at 37 degrees Celsius for 4
more minutes, when then again pipetted so that 200 |jl of this mixture were put
in each one of the 4 cuvetes of a coagulation measurement device. This device
has a system of dry heating at 37 degrees Celsius and, through an
electromagnetic system, detects the beginning of the fibrin net formation by
hindering the moving of the metal bilha put inside the cuvetes. Injust one of the
8 healthy plasmas evaluated the time of incubation after the mixture was of only
2 minutes, once the coagulation of this sample was obtained with an average
time of 130 seconds. The results revealed that the necessary time to promote
the coagulation formation varied approximately from 2 to 10 minutes in patients
studied after the mixture of plasma rich in platelets with 10% calcium chloride,
when using heating at 37 degrees Celsius. It can be concluded that although
the fibrin net formation compared to thrombin, this time can be administered by
the surgeon without transmitting the to the technique the risks concerning
allogenous or bovine origin material. New researches are necessary in order to
evaluate the reactions occurring during the coagulation formation more
precisely and if the pre-heating at 37 degrees Celsius alters in any way the
desirable characteristics of growing factors, which are necessary to promote
tissue repair.

Key words: plasma, calcium chloride, platelet, dental implantation.
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1 INTRODUCAO

O plasma rico em plaquetas juntamente com o concentrado de hemécias e
plasma criocipitado sdo os hemocomponentes mais utilizados na hemoterapia
contemporanea (CATHERINE, 1996).

Na Odontologia, o plasma rico em plaquetas tem recebido uma atencao
especial devido aos trabalhos apresentados utilizando-se este material com o
objetivo de melhorar as respostas dos tecidos que sofreram uma injaria, quer

seja de maneira acidental, por patologia ou cirurgia planejada.

Segundo Marx et al.(1998) o estudo dos tecidos tem mostrado grandes
avancos no que diz respeito ao conhecimento do mecanismo de acao dos
polipeptidios envolvidos no processo de reparacéo tecidual e, ao que parece,
as respostas desejaveis ocorrem as expensas dos fatores de crescimento
contido nas plaquetas sanguineas, principalmente o Fator de crescimento
derivado de plaquetas (FDGF), o Fator de crescimento de transformacéo-p

(TGF-p) e o Fator de crescimento semelhante a insulina I e Il (IGF-1 e II).

Através do uso racional dos fatores de crescimento, por intermédio do
plasma rico em plaquetas, é possivel acelerar o processo de reparacao tecidual
bem como aumentar a previsibilidade das respostas teciduais de reparagao
apos intervencdes cirdrgicas que visam a reabilitacdo com implantes. Estas
afirmagdes podem ser confirmadas através dos trabalhos de Marx e Garg
(2002) que mostram que, quando se utilizam fatores de crescimento com
finalidade reabilitadora €é possivel reduzir o tempo de espera entre a
intervencdo cirdrgica e a colocacdo de uma prétese odontologica pela metade,

ou segundo Becker et al. (1992) esta reducdo pode ser de até um terco.

Com as descricbes de Matras (1985) a cirurgia oral e maxilofacial
comecaram a conhecer as propriedades advindas do plasma sanguineo.

Utilizando a fibrina adesiva ele demonstrou que este hemocomponente tem a
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capacidade de promover a anastomose microneural e microvascular, bem
como possui acdo hemostéatica em tecidos moles deficientes; também mostrou
a possibilidade de substituir o material de sutura, na linha de descontinuidade
pele/enxerto/pele, no procedimento de enxerto e, a reaproximacéo de pedacos
de ossos fragmentados em fraturas complicadas e de dificil conclusdo. Porém,
de acordo com Anitua (1999) esta técnica jamais conquistou a aprovacao
unanime da comunidade cientifica mundial devido ao risco reportado da
transmissdo de doencas associadas com o0 seu uso, inclusive do virus da
imunodeficiéncia. Por esta razdo, numerosas técnicas autbélogas para a
preparacdo e uso da fibrina adesiva estdo sendo testadas. A utilizacdo da
fibrina autdloga, usada com sucesso por Tayapongsak et al. (1994) em
reconstrugdo maxilar exime a cola de fibrina e a fibrina adesiva dos riscos
potenciais inerentes ao uso de um material homogeno. Entretanto, o complexo
método de obtencdo da fibrina motiva a procura do real mecanismo de acao
deste material, objetivando a simplificacdo de sua técnica de obtencéo
(WHITMAN; BERRY; GREEN; 1997).

Seguindo-se este pensamento investigative Marx et al. (1998),
Antonaides e Willians (1983) e Robert e Spron (1993) expbfem em suas
publicagcbes que, quando se marca os polipeptidios presentes no plasma
utilizado para se obter a fibrina autéloga com anticorpo monoclonal, é possivel
registrar a presenca abundante de fator de crescimento derivado de plaquetas

(PDGF) e fatores de crescimento de transformacéao alfa e beta (TGF-a e TGF-p).

A literatura cientifica tem nos mostrado que, durante o estagio de
coagulacédo, os fatores de crescimento atuam na organizacdo dos fendmenos
de cura e regeneracdo 0ssea. Portanto, parece evidente que a fibrina autologa
tem sua efetividade embasada ndo somente pela osseocondutividade, como
suporte, mas também pela propriedade de estimular a atividade das células
Osseas, através da acao dos polipeptidios presentes no plasma. Por esta
razdo, parece légica a busca por uma modificagdo no processo de obtencédo

deste plasma com o intuito de viabilizar um aumento na oferta dos fatores de
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crescimento no material a ser utilizado, para que através da acao dos fatores
de crescimento, seja possivel a tdo desejada otimizagcdo da capacidade

reparadora do tecido injuriado.

Conforme a definicdo de Anitua (1999) o plasma centrifugado contendo
grande quantidade de plaquetas chama-se plasma rico em plaquetas (PRP) ou
plasma enriquecido com plaquetas (PEP). Quando este plasma rico em
plaquetas € ativado, forma-se um coagulo, e entdo ele assume um aspecto de
gel. Esta consisténcia possibilita a sua permanéncia no local, bem como
facilita o manuseio e introducdo na ferida cirargica. Este hemocomponente
portanto, tem provado ser préspero e livre de complica¢cées quando é utilizado
com a finalidade de reparar tecidos bucais. Segundo Whitman; Berry; Green
(1997) a grande quantidade de plaquetas presentes neste gel traz citocinas e
fatores de crescimento para o local da cirurgia que nao iriam ocorrer com a cola

de fibrina ou estariam em quantidade reduzidas em uma cicatrizagdo normal.

No entanto, para que ocorra a coagulacdo do plasma rico em plaquetas
e consequentemente, a formacao de gel, tém se utilizado uma associacdo de
cloreto de célcio e trombina bovina (MARX, 1998), assim como outras
substancias coagulantes como a Botropase® (VERCELLOTTI; RUSSO;
GIANOTTI, 2002) e a formulacdo ITA® (LANDESBERG; ROY; GLICKMAN,
2000) . A adicdo de componentes organicos alégenos ou xendgenos como
estes, parece contraria a filosofia da técnica, que surgiu justamente com o
intuito de diminuir os riscos de transmissdo de doencas ou induzir possiveis
reacOes imunologicas. Desta maneira este trabalho foi realizado com o intuito
de testar através de um aparelho chamado coagulémetro, se € possivel
conseguir uma adequada coagulacdo do plasma rico em plaquetas utilizando-
se apenas um componente inorganico, o cloreto de céalcio a 10% para
neutralizar a acdo do anticoagulante a base de citrato, possibilitando o inicio
das reacfes em cascatas inerentes aos fatores intrinsecos da coagulacdo
presentes no plasma e, desta forma poder contribuir para o estabelecimento

de um protocolo de trabalho confiavel e previsivel.
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Para possibilitar que as informacdes contidas na literatura sejam de facil
leitura, assim como para que haja uma completa compreensdo do experimento
realizado, esta dissertacdo esta dividida da seguinte maneira: revisdo de
literatura: nesta secao é possivel encontrar a base fisiolégica e técnica para a
compreensdo da pesquisa; proposicdo: explica os objetivos que se pretende
alcancar ao se executar a pesquisa; material e método: nesta secdo estdo
listados todo o material de consumo, os equipamentos utilizados e a descricdo
da metodologia empregada para a realizacdo do experimento; resultados:
através de tabelas os resultados do experimento estdo disponibilizados de
maneira muito objetiva; discussdo: nesta secdo sao levantados os pontos
relevantes em relacdo a pesquisa conforme sdo encontrados na literatura e
uma analise critica dos resultados esta evidenciada; conclusdes: nesta secao
estdo as conclusfes primérias deste trabalho; referéncias bibliograficas: estéo
listados todos os autores e sites eletrdbnicos consultados; anexos:
complementando o trabalho encontram-se nos anexos uma cépia do Termo de
Consentimento Informado, bem como as fichas de anamnese que foram
utilizadas para a triagem dos voluntarios da pesquisa. Evidenciando uma
tendéncia de mercado, encontram-se também nos anexos alguns modelos de
centrifugas de pequeno porte que estao sendo comercializadas para uso em

consultérios odontoldgicos.
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2 REVISAO DE LITERATURAN

A elaboracdo desta revisdo de literatura através da compilacdo dos
resultados encontrados por outros pesquisadores fornece o referencial tedrico
fundamental para a compreensdo do experimento, bem como permite

esclarecer a relevancia clinica que a pesquisa oferece.

Desta maneira, por questbes didaticas, a fundamentacdo tedrica esta
descrita em seqiéncia logica, sem levar em consideracdo a ordem cronoldgica

de suas descobertas.

2.1 Caracteristicas morfofisioldgicas do tecido 6sseo

A razao primaria que nos leva a estudar a coagulacdo do plasma rico em
plaquetas encontra-se na possibilidade da sua utilizacdo clinica incrementando
a sintese Ossea. Por esta razdo este capitulo foi incluido nesta revisédo
possibilitando a compreensdo dos eventos celulares em resposta a acao
bioguimica de substancias que alteram a atividade das principais células

relacionadas ao esqueleto.

2.1.1 Aspectos fisioldgicos e histolégicos do tecido 6sseo

O osso é um tecido metabolicamente ativo composto de fase mineral e
orgéanica que é refinadamente desenhado para dar suporte e sustentacdo as
estruturas do corpo. Para realizar esta tarefa, ele é formado por uma
combinacédo de osso compacto denso (cortical) e osso esponjoso (trabecular),
gue € reforcado nos pontos de estresse. A fase mineral do esqueleto
corresponde aproximadamente a dois tercos do seu peso, e 0 tergo
remanescente pela matriz organica, que consiste primariamente de colageno, e

glicoproteinas em menor quantidade como proteoglicanos, lipideos e proteinas

*Baseada na NBR 10520:2002 da ABNT



24

nao coladgenas como osteopontin, osteonectina, osteocalcina (gla-proteina

0ssea) e matriz gla-proteica (SCHWARTZ et al., 1998).

Guyton e Hall (1997) relataram de maneira bastante interessante seu
conceito de tecido 0sseo, afirmando se tratar de um tecido composto por uma

matriz organica dura que é muito fortalecida por depdsitos de sais de calcio,

dando uma visao de unidade.

Varias células estdo relacionadas ao tecido 60sseo, mas 0 osteoblasto e o
osteoclasto merecem uma especial atencdo (FIG. 1). O osteoblasto tem a
funcdo de sintetizar os componentes da matriz organica e a prepara para a
mineralizacdo. A atividade de um osteoblasto varia de 1 a 10 semanas e, uma
vez que ele estda envolvido pela matriz mineralizada passa a se chamar
ostedcito. (HOLLINGER; BUCK; BRUDER, 1999).

Os osteocitos se comunicam uns com 0S outros e com as células de
revestimento do osso através de seus prolongamentos citoplasmaticos. Os
osteocitos tém a funcdo de manter a matriz mineralizada e respondem
rapidamente aos hormonios calciotrépicos, movendo calcio (Ca) e fosfato
inorganico (Pi) dentro e fora do o0sso mineralizado. As células da linha
osteoblastica também estdo envolvidas na producdo de fatores paracrine e
autécrine (citocinas e fatores de crescimento) que tem grande influéncia tanto
na reabsorcdo 0ssea quanto na formacao 6ssea. Os osteobiastos e ostedcitos
estdo envolvidos diretamente na degradacdo e remodelacdo da matriz
extracelular resultando em sua maturacdo e mineralizacdo. A vida de um
ostedcito € de muitos anos, as vezes até décadas. Como nédo se reproduzem
dependem da diferenciacdo dos osteobiastos para sua substituicdo

(HOLLINGER; BUCK; BRUDER, 1999).
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célula
mesenquimal

FIGURA 1- Células do tecido 6sseo.
Fonte - Marx e Garg (2002)

Os osteoclastos tém a funcdo de reabsorver a fase mineral e organica do
0sso0. Em conjunto, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos em um processo
conhecido como remodelagcdo, reorganizam e mantém o esqueleto durante
toda a vida do organismo. Os osteoclastos sdo derivados dos monécitos ou

células semelhantes formados na medula 6ssea (GUYTON; HALL, 1997).

Macroscopicamente o 0sso consiste em dois tipos diferentes de tecido:
cortical e esponjoso, ambos achados na maxila e mandibula. O osso cortical é
mais proeminente na mandibula; ambos s&o encontrados no osso alveolar

(SCHWARTZ et al., 1998).

O osso cortical corresponde a 80% do esqueleto e o esponjoso a 20%,
porém, 0 0SSO esponjoso € metabolicamente mais ativo (HOLLINGER; BUCK;
BRUDER, 1999).

Cada um destes tecidos € rigorosamente regulado e responde
diferentemente aos hormoénios, fatores de crescimento e a varias modalidades
de tratamento. Alteracdes deste equilibrio, local ou sistemicamente resultam
em doencas caracterizadas por perda (periodontite e osteoporose) ou aumento

da massa Ossea (doenca de Paget). Quando examinamos 0 0SSO sob luz
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polarizada, um padrédo lamelar bem definido é visivel em cortical e esponjoso.

7

Porém, se a renovacdo Ossea é muito rapida ou anormal, ou durante a

cicatrizacdo, o modelo lamelar desaparece e osso primario € formado
(GUYTON; HALL, 1997).

O osso cortical é constituido pelo sistema haversiano (osteon cortical) que
se encontra circundando vasos sanglineos centrais e que podem se ramificar
dentro da cortex Ossea. Espacialmente as células do sistema haversiano
ocupam uma area relativamente pequena. Em contraste, as células do 0sso
medular ocupam uma grande por¢cdo da superficie, Esta observacdo pode
explicar porque o osso cortical exibe menos atividade metabdlica que o osso
medular. O osso cortical é revestido pelo peribsteo em uma superficie e
enddsteo em outra. A superficie endosteal do osso cortical exibe pronunciada
atividade osteoblastica e osteoclastica. O peridosteo é importante durante o
crescimento, a remodelacdo Ossea, a regeneracdo de defeitos periodontais e
cicatrizacdo ao redor de implantes. A remodelacao éssea é o processo usado
pelo osso para dar a forma a ele mesmo, criando um organismo com maxima

resisténcia a compressao, que € associado com a formacao e crescimento em
criancas e adolescentes (SCHWARTZ et al., 1998).

O osso medular (esponjoso) consiste em trabéculas com espessura
variando de 50 a 400jam. As trabéculas sdo intercomunicaveis numa forma de
favo de mel tipico, maximizando as propriedades mecéanicas do tecido ésseo.
Na remodelacdo éssea, 0 0SSO €& constantemente reabsorvido em uma
superficie seguido por uma fase de formacdo Ossea. Nos adultos normais
existe um equilibrio entre a quantidade de osso reabsorvido pelos osteoclastos
e a quantidade de osso formado pelos osteoblastos (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1974).

Portanto, de acordo com Guyton e Hall (1997) o atual conceito de
remodelacdo 0sseo € baseado na hipdtese de que precursores de osteoclastos

sao ativados e se diferenciam em osteoclastos e iniciam o0 processo de
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reabsorcdo. Esta fase é seguida por uma fase de formacado 6ssea. O niumero
de focos de formacéo 6ssea € chamado de frequiéncia de ativacao junto com a
média individual dos dois processos, determina o indice de renovacdo Ossea.
Enquanto a reabsorcédo interna e aposi¢cdo externa podem variar entre 10% a
20% do normal em diferentes doencas, a frequéncia de ativagcdo pode variar
acima de 50% a 100%.

Em muitas doencas, a frequéncia de ativacdo € o mais importante regulador
da renovacado e variagcdes da massa 6ssea. O fim da reabsorgcdo e inicio da
formacao da lacuna de reabsorcédo ocorre através de um mecanismo casado. O
processo casado assegura que a quantidade de osso reabsorvido é
equivalente a quantidade de o0sso reposto na subsequente fase de formacédo. A
natureza da ativagcdo e mecanismo casado é até agora desconhecido, embora
alguns fatores de crescimento, tais como varias linfocinas, fator de crescimento
fibroblastico, fator de crescimento de transformacdo beta e prostaglandinas,
tem sido proposto. Se a ativacdo de osteobiastos inicia simultaneamente com
recrutamento osteoclastico, ou mais tarde durante o desenvolvimento lacunar,
é até agora incerto. E sabido que proteinas secretadas pelos osteobiastos ou
presente no soro que protege o0s cristais minerais, cria sitios de adeséo para
osteoclastos. Durante a reabsorcdo, os osteoclastos liberam no local os fatores
de crescimento do osso. Esses fatores tém dois efeitos, inibicdo da funcao
osteoclastica e estimulacdo da atividade osteoblastica. Além disso os
osteoclastos produzem e liberam fatores que tém efeitos reguladores negativos
sob eles mesmos e aumentam a fungcdo osteoclastica. Finalmente, quando os
osteoclastos terminam seu processo de reabsorcdo, eles secretam proteinas
gue mais tarde servem como um substrato para adesdo osteoblastica. Os
osteobiastos ativos também produzem fatores locais, regulando a autdcrine.
(SCHWARTZ et al., 1998).

Com o envelhecimento, 0 0sso passa por mudancas nas estruturas
tridimensionais com profundo impacto nas caracteristicas fisicas. Este

processo inicia-se aproximadamente entre 25 e 30 anos de idade no pico da
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formacdo éssea. A partir dai, comeca um declinio da massa 0ssea para
homens e mulheres. A diminuicdo da massa 0ssea leva a um afinamento
cortical devido a tunelizacdo ou trabeculacdo do envelope cortical do enddsteo
com aumento do volume dos espacos medulares acompanhado por algum
ganho no diametro 6sseo (GUYTON; HALL, 1997).

Esta modificacdo do metabolismo 6sseo de idosos talvez possa explicar as
razbes pelas quais o PRP mostra-se especialmente mais osteogénico, em
modelos experimentais, quando utilizado em modelos idosos em comparagao

com modelos jovens.

2.1.2 Fisiologia do tecido 6sseo apés a Injuria

A intensa busca por compreender o processo da cicatrizagao da ferida abre
a possibilidade de se intervir de maneira exdgena visando uma maior

previsibilidade, bem como a maximiza¢éo deste processo (HOSGOOD, 1993).

Classicamente a cicatrizacdo da ferida pode ser resumida da seguinte
maneira: depois da resposta inflamatéria transitéria (1~ dia), células
mesenguimais indiferenciadas migram por quimiotaxia dentro da area do
reparo e proliferam (3" dia); a proliferacdo de células é precedida pela
diferenciacdo em condrécitos (5" ao 7" dia) e ostedcitos (9" ao 12" dia) e

finalmente a medula hematopoiética (12" dia) (HOWES et al., 1988).

Vérios fatores de crescimento envolvidos na cicatrizagdo da ferida tém sido
identificados, incluindo o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento de transformacédo-3 (TGF-B), fator de crescimento
epidermal (EGF), fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) (HOLLINGER; BUCK; BRUDER,
1999).
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Parece estar bem aceito, entretanto, o conceito que sugere que 0 processo
de cicatrizacdo € iniciado pelas plaquetas e ampliado ou sustentado por

macrofagos, células endoteliais e fibroblastos (HOSGOOD, 1993).

2.1.2.1 Resposta tecidual frente a liberacdo dos fatores de crescimento

O organismo reage de modo semelhante durante o processo de reparo
0sseo e em alguns caminhos para o reparo da ferida nos tecidos moles

(HOWES et al., 1988).

Em geral o processo inicia-se com uma inflamagao, seguida de uma
etapa de proliferacdo de células e, terminando com a maturacdo ou

reestruturacéo do tecido.

2.1.2.1.1 Inflamacgao

A resposta inflamatoria é essencial para reparacdo e restauracdo da
estrutura e funcdo do tecido lesionado. As plaguetas sdo o0s primeiros
elementos presentes no local da leséo, praticamente junto com a hemorragia. A
perda da integridade endotelial dos vasos durante o trauma no tecido resulta na
exposicdo de colageno subepitelial tipo IV e V. Estas proteinas estruturais
promovem entdo a agregacao e ligacao das plaquetas que resulta na ativacao
das mesmas (FIG. 2 e 3). A ativacdo das plaguetas suporta uma série de
transformacdes estruturais e funcionais da coagulacdo. Em adicdo, as
plaguetas segregam uma série de fatores incluindo serotonina, fibronectina,
adenosina difosfato, tromboxane Aa, fator plaquetério 4 (PF4), fator ativador de
plaquetas (PAF) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
(HOLLINGER; BUCK; BRUDER, 1999)
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Figura: 2 Plaquetas integras. Figura 3: Plaquetas ativadas
Fonte: The Platelet Gel Network (2002)

0 local de liberacdo dos fatores de quimiotaxia ordena a migracdo de
neutrofilos e inicia-se o processo de diapedese (migracdo) entre as células
endoteliais. Este fenbmeno é realcado pelo aumento da permeabilidade capilar
depois da liberacdo de vérias substancias vasodilatadoras na ferida, incluindo:
serotonina, histamina, bradiquinina e metabdlitos do acido araquiddnico. O fator
plaquetario 4 (uma proteina dos granulos alfa-plaquetéarios) é liberado pelas
plaquetas dentro de segundos. O fator plaquetario 4 (PF4) é altamente
guimiotdtico para as células inflamatdrias e para os fibroblastos. O fator
ativador de plaquetas (PAF) é um glicerofosfolipideo grande liberado da
membrana celular das plaquetas, neutrofilos, eosinéfilos, macrofagos,
mastocitos e células inflamatérias. Ele € um potente mediador para a
inflamacao, quimiotatico para neutréfilos e mondcitos e ativador de macrofagos.
Porém, diferentemente de outros fatores de crescimento, ele ndo € mitogénico

(HOSGOOD, 1993).

A ativacao, fagocitose ou lise dos neutrofilos libera o conteddo dos seus
granulos dentro do espaco extracelular. Este conteddo inclui enzimas tal como
elase e colagenase que podem degradar o tecido conjuntivo do local da ferida.
Embora ele possa auxiliar na remocao de tecidos lesionados, ele também pode
causar injurias. Subseqlientemente ao acumulo de neutréfilos na ferida,
mondcitos tornam-se evidentes em resposta aos produtos quimioatraentes tal
como os bacterianos, complementares e o mais potente de todos o TGF-i3. Os

mondécitos permanecem no local da injdria por 1 semana, durante este tempo
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eles participam do debridamento, eventos microbicidas e orquestracdo dos
eventos do reparo tecidual. Estes processos sdo levados para fora através de
liberacdo de moléculas que influem em outras inflamacdes e células

mesenquimais regulando suas fun¢cdes (GUYTON; HALL, 1997).

2.1.2.1.2 Proliferacdo

O reparo tecidual comega com uma pequena resposta inflamatdria, embora
o processo de inflamacdo ser integral para iniciacdo da atividade dos
fibroblastos. Fatores liberados das plaguetas, mondcitos e macrofagos,
incluindo FF4, FDGF e TGF-B, contribuem para o recrutamento de fibroblastos,
sua proliferacdo e sintese de matriz (FRAY; WOOD, 1996); (HOSGOOD,
1993).

Nos tecidos os fibroblastos adquirem caracteristica ultraestruturais,
guimicas e de funcdo semelhante as células do tecido muscular liso, 0 que tem
sido implicado a origem de contragcfes encontradas durante a cicatrizagdo da
ferida. O fator derivado de monécito, FDGF e TGF-B também promovem
angiogénese, que é necessaria para a formacdo de tecido de granulacdo. A
estimulacdo da sintese de matriz promovida por estes e outros fatores
(interleucina-1 e fator de necrose tumoral) lideram a cicatrizacdo e o reparo da

injuria.(FRAY, T.; WOOD, E. J. 1996).

2.1.2.1.3 Maturacao

O processo de maturacdo da ferida envolve um processo dinamico de
degradacdo de colageno e reorganizacdo para maximizar a resisténcia da
ferida. A enzima chave da degradacdo do colageno é a colagenase e é
secretada pelos fibroblastos como procolagenase. A procolagenase é
subseqUentemente ativada para colagenase, necessitando de uma série de
metalo-enzimas que requerem zinco. Entretanto, as células que produzem

colagenase também tém se mostrado capaz de produzir um inibidor da
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colagenase. Elas séao coletivamente descritas como TIMP (Tecido Inibidor de
Metalo-proteinase). Os fatores de crescimento podem modular as expressoes
da colagenase através das células mesenquimais. Ambos, PDGF e TGF-i3 tem
sido demonstrado poder induzir a sintese de procolagenase, entretanto, TGF-B
pode bloquear a inducdo da procolagenase causada por outros fatores como o
fator de crescimento endotelial (EGF). Em adicdo, TGF-B induz a sintese das
TIMP. Entdo, TGF-3 é capaz de reduzir a nova sintese de colagenase pelas
células e melhora a capacidade das células para inibir outras fontes de

atividade colagenolitica (HOSGOOD, 1993).

2.2 Hemostasia, fatores e mecanismos da coagulacdo sangiinea

Como o objeto desta pesquisa é testar a utilizacdo do cloreto de calcio como
0 Unico agente coagulante incorporado diretamente ao plasma rico em
plaguetas, é de fundamental importancia a compreensdo dos mecanismos
pelos quais o organismo contém a hemorragia e restabelece a salude do tecido
para a partir dai desenvolver um raciocinio logico que permita uma
flexibilizacdo da técnica de utilizacdo clinica do plasma rico em plaguetas até

entdo empregada.
2.2.1 Hemostasia

O sangue circula no organismo em contato com o endotélio vascular. A
fluidez do sangue depende da integridade do endotélio, da velocidade do fluxo
sanguineo e, possivelmente, da presenca de heparina, como um
anticoagulante natural produzido pelos mastécitos. Quando o0 sangue escapa
do interior dos vasos ele perde a fluidez e torna-se viscoso. Em pouco tempo €&
formado um coagulo que, posteriormente se retrai, organiza ou dissolve. Este é
o fenbmeno normal da hemostasia, que compreende um conjunto de
mecanismos que visam interromper a perda continuada de sangue
(PERFUSION UNE, 2002).
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A hemostasia € o resultado da acdo conjunta de trés mecanismos principais
e independe da causa da lesdo do vaso sanguineo, que pode ser
consequéncia de trauma, infeccdo, ruptura espontanea ou da seccao cirlrgica
planejada. Estes mecanismos sdo: a resposta vascular, a atividade plaquetaria
e a coagulacao do sangue. Eles devem atuar em perfeita harmonia para que a
hemostasia seja completa. A auséncia ou a disfuncdo de qualquer um dos
mecanismos torna a hemostasia deficiente e perpetua a perda sanguinea
(GUYTON; HALL, 1997).

2.2.1.1 Resposta vascular

Quando um vaso sanguineo é lesado, ocorre imediata contracdo da sua
parede, que reduz o fluxo de sangue no seu interior, na tentativa de interromper
a perda de sangue. A contracdo da parede do vaso pode ser produzida por
reflexos nervosos desencadeados pelo estimulo da dor. Quanto mais intenso é
o trauma, tanto maior € o espasmo vascular. A reducdo de calibre do vaso
resulta da contracdo das fibras musculares e pode durar até 20 ou 30 min. Os
tecidos injuriados liberam substancias, como a serotonina e a histamina. A
serotonina induz vasoconstricdo local que contribui para a eficiéncia do
mecanismo vascular da hemostasia. Tanto a serotonina quanto a histamina,
guando liberadas em grandes quantidades sdo absorvidas para a circulagéao
sistémica, onde tem efeito vasodilatador, que tende a reduzir a pressao arterial

e, em consequéncia, minimizar a perda sanglinea (PERFUSION UNE, 2002).

2.2.1.2 Atividade plaquetéria

Quando as plaquetas entram em contato com os tecidos, na parede do vaso
lesado, aderem a regido da injuria e agregam-se a outras plaquetas, formando
um tampdao plaquetario, que busca obstruir a lesdo vascular. A primeira reacao
das plaguetas em contato com superficies ndo revestidas por endotélio, mesmo
que de natureza biolégica, é a adesdo. O contato ativa as plaquetas que,

imediatamente, aderem a superficie ndo endotelial. A seguir, as plaquetas
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intumescem, assumem formas irregulares com prolongamentos ou
pseuddépodos, tornam-se pegajosas, secretam e liberam grandes quantidades
de produtos, dentre os quais o difosfato de adenosina (ADP), a serotonina e o
tromboxano A2. A presenca da trombina contribui para acelerar a agregacao
das plaquetas, enquanto o tromboxano A2 atua sobre as plaquetas proximas,
agregando-as as plaquetas anteriormente ativadas, para continuar a formacao
do grumo plaquetario (THE PLATELET GEL NETWORK, 2002).

O numero de plaquetas no local da ruptura do vaso é continuamente
aumentado, reforcando a consisténcia do tampao plaquetario, para evitar o
sangramento. O tampao plaquetario, embora seja um agregado frouxo de
plaguetas, pode interromper o sangramento, se o orificio do vaso lesado for
pequeno. Nas lesfes maiores, contudo, torna-se necessaria a formacao de um
coagulo sanguineo, para completar a hemostasia. O grumo ou tampao
plaquetario ndo oclui o vaso, apenas veda o orificio na sua parede. A
serotonina liberada pelas plaquetas contribui para manter a vasoconstricdo. A
conversao do trifosfato de adenosina em difosfato, libera energia para produzir
e manter a agregacdo das plaquetas. O fator IV plaquetario (calcio) inibe a
atividade anticoagulante da heparina liberada pelos mastdcitos, para preservar

0 grumo e possibilitar a formacéo do codgulo (GUYTON; HALL, 1997).

2.2.1.3 Formacgédo do coagulo

A modificacdo de um conjunto de proteinas do plasma constitui o
mecanismo final da hemostasia, que forma um coéagulo no local da injaria do
vaso. Substancias da parede vascular lesada, das plaquetas e proteinas
plasméticas aderem ao locai da lesdo, iniciando o processo de coagulacdo do
sangue. O coagulo é resultado de alterac6es complexas de um conjunto de
proteinas do plasma, cuja etapa final € a transformacao do fibrinogénio em
fibrina. A fibrina € a matriz protéica do coagulo; forma um emaranhado a uma
rede, na qual ficam retidas as plaquetas e células vermelhas que participam da

composicdo do coagulo. O conjunto de proteinas plasmaticas que determina a
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formacdo do coagulo é o sistema de coagulacdo. ApOs qualquer injaria da
parede vascular, um coagulo comeca a ser formado em 15 a 20 s. Em cerca de
3 a 6 min, a lesdo do vaso é completamente ocluida pelo coagulo. Pouco
tempo apos sua formacao completa, o codgulo se retrai. Este mecanismo forca
a aproximacgdo das bordas da lesdo do vaso, a qual o codgulo se encontra
aderido, reforcando a hemostasia. Posteriormente o coagulo sofre o processo
de organizacado, que consiste na invasdo de fibroblastos, para formar o tecido
conjuntivo cicatricial. O coagulo pode também ser dissolvido, como resultado
da acdo de enzimas proteoliticas. Em geral, ambos 0os mecanismos coexistem;
0 mais precoce é a lise ou dissolucdo de parte do coagulo, enquanto a sua
organizagcdo completa em tecido conjuntivo fibroso demora de 5 a 10 dias

(PERFUSION UNE, 2002).

2.2.2 Fatores da coagulacao

O processo completo da coagulagcdo do sangue envolve a participacao
um grande numero de substancias, possivelmente mais de 50, identificadas no
sangue e nos tecidos. Algumas dessas substancias promovem a coagulacédo e
sdo denominadas pré-coagulantes enquanto outras, inibem a coagulacao,
sendo denominadas anticoagulantes. Nas condigcdes normais da circulagdo
sanguinea, predomina a acao das substancias anticoagulantes e o sangue se
mantém liquido. Quando um vaso se rompe, a atividade dos pro-coagulantes

torna-se predominante e se desenvolve o coagulo. (GUYTON; HALL, 1997).

A formacdo do codgulo ocorre em trés etapas principais: um complexo de
substancias, denominado ativador da protrombina, é formado em resposta a
ruptura de um vaso. O ativador da protrombina converte a protrombina em
trombina. A trombina atua como uma enzima, para converter o fibrinogénio em
filamentos de fibrina, que retém as plaquetas, hemacias e plasma, formando o
codgulo propriamente dito. A formacdo do ativador da protrombina € o
elemento principal no desencadeamento das reacfes que levam a formacao do

coagulo. A protrombina é uma proteina plasmatica com peso molecular de

de
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68.700 Dalton. Sua concentragcdo no sangue é de 15 mg/100 ml. A protrombina
€ produzida no figado, com utilizacdo da vitamina K. A falta de vitamina K ou a
existéncia de doencas hepaticas, podem impedir a formac&do da protrombina.
Quando isso ocorre, a concentracdo plasmatica da protrombina € baixa e pode
tornar o individuo propenso a hemorragias (PERFUSION LINE, 2002).

A trombina é um fragmento da protrombina e tem o peso molecular de
33.700 Dalton. A velocidade de aparecimento da trombina depende do ativador
da protrombina e do grau de trauma no vaso; o0 processo da coagulacao
depende da quantidade de trombina presente na circulacdo. A formacao do
coagulo de fibrina € iniciada pela ativacdo de proteinas que constituem um
sistema complexo e nao inteiramente conhecido, o sistema de coagulacéo.
(GUYTON; HALL, 1997).

A formacdo do coagulo de fibrina é iniciada pela acdo dos fatores da
coagulacdo que sao proteinas que atuam com reacdes em cadeia, em que uma
reacdo desperta ou acelera a reacao seguinte, "em cascata”. Esses fatores séao
representados internacionalmente, por algarismos romanos. Eles reagem em
cadeia, em uma determinada sequéncia, diferente da sua sequiéncia numérica
que representa simplesmente a ordem em que foram descobertos. O QUADRO
1 lista os fatores da coagulacdo na ordem numérica, acompanhados dos
nomes pelos quais sdo mais conhecidos. A relacdo néo inclui o fator VI, que
ainda nao foi identificado (PERFUSION UNE, 2002).
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Fatores Sinbnimos
Fator | Fibrinogénio
Fator |l Protrombina
Fator IlI Tromboplastina tecidual (Fator plaquetario IlI)
Fator IV Calcio
Fator V Pro-acelerina
Fator VII Acelerador da Pr6-trombina, Pro-convertina
Fator VIII JNator Anti-hemofiiico A (FAH)
Fator IX Fator Anti-hemofilico B (Fator Christmas)
Fator X Fator Stuart-Prower (Anti-hemofilicq C)
Fator Xl Precursor da Tromboplastina plasmatica
Fator XII” ____ Fator Hageman (Fator Anti-hemofilico D)
Fator Xl Fator estabilizador da fibrina

Quadro 1- Fatores da Coagulagéao

2.2.3 Mecanismos da coagulacéao

Conforme a natureza do estimulo desencadeador, os mecanismos da
coagulacdo do sangue, podem ocorrer seguindo duas vias distintas,
conhecidas como via intrinseca e via extrinseca. As duas vias podem ser

ativadas simultanea ou separadamente.

2.2.3.1 Via extrinseca

A via extrinseca é a mais comum, ela ocorre pela lesdo de vasos
sanguineos ou a partir de estimulos tissulares. Na via extrinseca, uma
substancia dos tecidos, a tromboplastina, é liberada no local da injaria do
endotélio vascular e desencadeia as reacfes da coagulacao. A tromboplastina
tecidual ou fator Ill, se combina com o fator VIl (acelerador da conversao da
protrombina do soro), na presenca do fator IV (calcio), para ativar o fator X

(Stuart-Prower), conforme FIG. 4 (PERFUSION UNE, 2002).
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| Via extrinseca da coagulacao

Fator I
(Trombopiastina)

Fator Vil Ca (Fator IV)
(Pro-convertina)

Fator X Fator Xa
(Stuart-Prpwer) m

Figura 4 - Esquema da via extrinseca da coagulacéo
Fonte - Gayton e Hall (1997)

2.2.S.2 Via intrinseca

A via intrinseca envolve a ativagdo de um fator existente no sangue, o fator
Hageman (fator XIl), também conhecido como fator de ativacdo pelo contato.
Este fator se ativa ao contato com qualquer superficie que néo seja o endotélio
vascular e, em seguida ativa o fator XI. Ambos os fatores forcam a ativagdao do
fator IX que, uma vez ativado, converte o fator VIl (fator anti-hemofilico) a sua
forma ativa, que forma um complexo com o calcio e um fosfolipidio (fator
plaquetario 1ll). Este complexo do fator VIII, calcio e o fosfolipidio, ativa o fator

X, conforme esta demonstrado na FIG. 5 (GUYTON; HALL, 1997).

As vias extrinseca e intrinseca de ativacdo da coagulacdo iniciam-se a partir
de estimulos diferentes, mas convergem na ativagcdo do fator X. O resultado da

ativacao da via extrinseca ou da via intrinseca ¢ o mesmo, a presenca do fator
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X ativado. A via extrinseca € mais veloz que a intrinseca. A partir da ativacao
do fator X em ambas as vias, extrinseca e intrinseca, seguem a mesma via
comum de estimulacdo, até a formacdo do codgulo final (FIG. 6). O fator X
ativado, juntamente com o fator V (pré-acelerina), o fator IV (Calcio) e o
fosfolipidio convertem o fator Il (protrombina) em trombina. A trombina estimula
uma série de reacbes, como a agregacdo plaquetaria, a liberacdo de
serotonina, ADP e do fator plaquetario 4. Contudo, a acdo mais importante da
trombina ocorre sobre o fator | (fibrinogénio). A trombina fragmenta o
fiborinogénio em um monémero da fibrina e dois outros peptideos, o0s
fibrinopeptideos A e B. Os monomeros da fibrina se unem para formar os
filamentos de fibrina, através de um processo de polimerizagdo. Os filamentos
de fibrina aderem entre si, estimulados pelo fator Xlll (fator estabilizador da
fibrina), que exige a presenca da trombina e do calcio. A malha de fibrina
resultante engloba plaquetas, hemacias e plasma, formando o coégulo
definitivo (PERFUSION UNE, 2002).
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Via intrinseca da coagulacéo

Fator XII (Hageman) Fator Xl (Hageman) ativado
V
Fator Xl ativado Fator Xl
Fator IX Fator IX ativado

(Anti-hemofilico B)

Fator VIl ativado | Fator VIl

Figura 5 - Esquema da via intrinseca da coagulacao.
Fonte - Guyton e Hall (1997)
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Via comum da coagulacéo

Fator X

Fibrina Fibrinogénio
(Fator I)

Fator XIlI

V

Coagulo

Figura 6 - Esquema da via comum da coagulagao
Fonte - Gayton e Hall (1997)

A polimerizacdo da fibrina é fruto da reacdo catalisada pelo fator Xl
ativado, que se comporta como uma amidase. A fibrina polimerizada é
insolavel, arruma-se formando um reticulo que aprisiona células do sangue,
formando um tampéo ou coagulo, cujo objetivo original seria o fechamento de
uma solucdo de continuidade na parede do vaso. As plaquetas retidas no
interior dos coagulos liberam certas substancias pré-coagulantes. A medida
gue o coagulo se retrai, as bordas dos vasos sanguineos rompidos aproximam-
se, para o final da hemostasia. Uma vez formado, o coagulo pode se estender
ao sangue circundante; o préprio coagulo pode iniciar um ciclo vicioso e

promover mais coagulacdo. Uma das causas desse fenbmeno é a acao
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proteolitica da trombina sobre diversos fatores da coagulagdo, além do
fibrinogénio. A trombina possui um efeito proteolitico direto sobre a
protrombina, que induz a formacdo de mais trombina. Isto ndo ocorre
regularmente no interior dos vasos porque o fluxo sanguineo remove a
trombina e outros pré-coagulantes, liberados durante o processo de
coagulacdo, com grande rapidez. Pode ocorrer, contudo, com 0 sangue
extravasado para a cavidade abdominal, o pericardio, o mediastino ou a pleura.
O sistema fibrinolitico, que dissolve os coagulos formados € incorporado ao
sistema de hemostasia. A fibrindlise (dissolucdo do coégulo) depende do
plasminogénio ou da pro-fibrinolisina, uma globulina que, quando ativada,
transforma-se em plasmina. A plasmina € uma enzima que digere os filamentos
de fibrina e outras substancias como o fibrinogénio, o fator V, o fator VIll, a
protrombina e o fator XIl (GUYTON; HALL, 1997).

Os mecanismos intrinseco e extrinseco da coagulacdo do sangue, sao
ativados simultaneamente, ap6s a ruptura de um vaso sanguineo. Os
fosfolipidios teciduais e o proéprio tecido do local da ruptura, ativam o sistema
extrinseco. O fator Xll, as plaquetas e o colageno da parede vascular ativam o
mecanismo intrinseco (PERFUSION LINE, 2002).

Segundo Guyton e Hall (1997) quando coloca-se sangue em um tubo de
ensaio, somente o mecanismo intrinseco desencadeia a coagula¢do; o vidro
das paredes do tubo de ensaio ativa o fator XIl e as plaquetas promovendo a
formacdo do codgulo em cerca de 6 min. Em recipientes siliconizados
geralmente este periodo € de 1 h ou mais. Algumas reag¢fes antigeno-anticorpo
e certos tipos de medicamentos podem gerar coagulacdo intravascular, por
ativacdo do mecanismo intrinseco. A principal diferenca entre os dois
mecanismos é que a via intrinseca € mais lenta que a extrinseca. Esta Ultima
se acelera de acordo com a quantidade de fosfolipidios liberados no tecido
lesado e pelos fatores X, VIl e V presentes no sangue. O mecanismo
intrinseco também pode ser bloqueado por certos inibidores da coagulacéo

(anticoagulantes), como o warfarin. Estas drogas se caracterizam pelo efeito
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depressor da formacao hepéatica da protrombina. Ap6s a administracdo do
warfarin a atividade da coagulacdo do sangue se reduz a cerca de 40% a 50%
do normal. A normalizacdo da coagulacdo ocorre entre 1 e 3 dias, apés a
suspensédo da droga. A heparina atua no sistema de coagulagdo, impedindo a
acao da trombina sobre o fibrinogénio, mediante a formacdo de um complexo

heparina-antitrombina lIl.

A presenca do calcio também € fundamental para a ativacao do fator X que
ir4, junto com fator V, fosfolipidios e também o célcio converter a protrombina
em trombina, fornecendo naturalmente esta enzima para a continuidade das
reacdes de formacdo do coagulo que culminam em transformar o fibrinogénio
em uma complexa rede de fibrina (KORDICH; AVALOS; VIDAL, 1990).

Como o processo da coagulacdo é basicamente uma atividade enzimética,
a temperatura tem importante influencia nas reacbes quimicas envolvidas
(OTTAWAY; APPS, 1986; VIEIRA; GAZZINELLI; MARES-GUIA, 1996).

2.3 Plasma rico em plaquetas: caracteristicas e aplicacao clinica

A medicina vem utilizando materiais autélogos como auxiliares no
processo de regeneracgdo tecidual com muito sucesso. O baixo risco de
rejeicdo e contaminac¢cdes fazem das técnicas que utilizam materiais extraidos
do mesmo individuo (autélogos) uma das melhores alternativas do cirurgido
que almeja uma regeneracao tecidual proxima da ideal. O gel de plaquetas
estd no grupo de materiais cada vez mais procurados pela medicina e também
na odontologia, devido principalmente as suas caracteristicas, € um produto
atoxico, nao imunorreativo (porque é obtido a partir do sangue da prépria
pessoa) e de baixa morbidade (WHITMAN; BERRY; GREEN, 1997).

O potencial indutor da regeneracdo Oéssea e suas propriedades

regenerativas organizando a seqUéncia da cicatrizacdo, € dada
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fundamentalmente pelos fatores de crescimento contidos no gel de plaquetas.
Com base nos achados histolégicos, quimicos e clinicos € necessario
esclarecer o seu uso racional, bem como evidenciar suas vantagens e

desvantagens em relacdo as técnicas similares.

2.3.1 Definicao

O plasma rico em plaquetas € um material autélogo obtido através de
um processo de centrifugacdo do sangue onde ele é separado do restante do
sangue (eritrécitos e plasma pobre em plaquetas). Podemos dizer também que
é uma modificacdo da fibrina adesiva. E preparado por coleta de sangue no
periodo pré-operatério e € processado usando um conjunto de operacdes. Esta
preparacdo caracteriza-se pelo uso de sangue autdlogo, da propria pessoa,
manipulado mecanicamente do qual € separada a fracdo de plasma rico em
plaquetas (PRP) e originalmente rica em fatores de crescimento. Uma vez
separada, esta fracdo recebe um agente coagulante para conferir ao material a
consisténcia semelhante a gel, ideal para a sua manipulacdo e insercdo na
ferida cirargica ( DELWICHE et al. 1985); (HOOD; HILL; REEDER, 1993).

Na hematologia, plasma rico em plaquetas é aquele obtido a partir de uma
Unica centrifugacdo do sangue total. Quando este plasma rico em plaquetas &
submetido a nova centrifugagcdo, uma concentracdo maior de plaquetas é
obtida e passa a ser chamado de concentrado plaquetario”™ (Informacé&o verbal).
E este concentrado plaquetario que é normalmente utilizado em procedimentos
odontolégicos. Porém, o termo plasma rico em plaquetas (PRP) estad téo
difundido na odontologia que vamos utilizar neste trabalho a designacao de
PRP quando na realidade estd sendo utilizado na maioria das vezes um

concentrado plaquetario (o produto obtido ao final de duas centrifugacdes).

~MACHADO, A. M. B. Comunicacdo pessoal, 2002
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2.3.2 Composicao quimica

O plasma rico em plaquetas contém em sua composi¢do quimica trés
componentes basicos: plasma, leucocitos e plaquetas. Existe no coagulo
sanguineo, normalmente, uma propor¢ao de 95% de células vermelhas, 5% de
plaquetas e menos que 1% de células brancas (GRAF. 1 e FIG. 7). O coagulo
melhorado com PRP contém 4% de células vermelhas, 95% de plaquetas e 1%
de células brancas (GRAF. 2 e FIG. 8)(MARX; GARG, 2002).

Gréfico 1. Elementos constituintes do Sangue Total.
Fonte - Marx e Garg (2002)

Gréfico 2. Elementos constituintes do Concentrado Plaquetario.
Fonte - Marx e Garg (2002)



46

ifepiS&iSisS.
Sm(<t Il
Figura 7- Contagem das plaquetas no Figura 8- Contagem das plaquetas
sangue total: 225.000 plaquetas por "1 no concentrado plaquetario:

1.400.000 plaquetas por fil.
Fonte: Marx e Garg (2002)

2.3.2.1 Plasma

Seguindo Marx e Garg (2002) encontramos no plasma sanguineo o soro
sanguineo e os diversos fatores de coagulacdo descritos na seccdo 2.2.2. Ele
pode apresentar variacdes de volume e osmolaridade. Seus eletrélitos mais

abundantes sao sodio, cloreto e bicarbonato.
2.3.2.2 Leucdcitos

Os leucécitos estdo presentes também no plasma rico em plaquetas, o que
Ihe confere uma resisténcia natural aos processos infecciosos, melhorando o
prognaostico do tratamento (SCARSO FILHO et al., 2001),

Todos os leucécitos tém seu papel bem definido no restabelecimento da
homeostasia tecidual (seccdo 2.1.2), porém, o macréfago € de fundamental
importancia na manutencdo destes eventos uma vez que além de fagocitarem
particulas estranhas também sado responséveis pela producdo de fatores de
crescimento apos a degradacdo das plaquetas. Quando estas células estdo na
corrente sanguinea, recebem o nome de mondcitos e tém a capacidade de
emitir e retrair pseudopodos, sdo portanto moveis e tendem a abandonar a
corrente sanguinea e ingressar nos tecidos quando ocorre alguma injuria

conforme as colocagdes que serdo descritas na se¢ao 2.3.3.1.
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2.3.2.3 Plaquetas

As plaquetas sdo oriundas da porcdo citoplasmatica dos megacariocitos
medulares. (MARX; GARG, 2002). Estes, por sua vez originam-se da
diferenciacdo de uma célula precursora através de um modo de divisdo e de
maturacdo uUnico, a endomitose. O nucleo se multiplica sem que a célula se
divida. Assim, se o numero de cromossomos da célula precursora é 2N, o0s
megacariocitos tornam-se sucessivamente 4N, 8N, 16N, 32N, 64N e, ao
mesmo tempo em que o citoplasma cresce, as plaquetas vao sendo liberadas
(THE PLATELET GEL NETWORK, 2002).

As plaquetas, portanto, ndo tém nucleo para duplicacdo e duram de 5 a 9
dias. (MARX; GARG, 2002).

Elas tém o aspecto de pequenos discos de 3|j de diametro e 1u de
espessura separados uns dos outros e distantes da parede vascular, & qual
eles ndo aderem (FIG. 9 e FIG 10). Sao células secretoras, sem nucleo, entdo
incapazes de sintese. Estas células sdo constituidas de: granulos densos,
granulos mais claros ou alfa-granulos e outras organelas. Todos esses
elementos estdo contidos no citoplasma envolto por uma membrana
plasmética; as glicoproteinas estdo na parte mais externa da membrana. A
trombocitopoese é regulada por um fator presente no soro: a trombopoetina.
Esse fator de crescimento hematopoético € produzido principalmente pelo
figado e pelo rim. Ele é regulado passivamente pela taxa de seu receptor (Mpl),
entdo pela massa megacariécito-plaquetaria. Outros fatores de crescimento
hematopoéticos (1L3, 1L6) atuam igualmente, mas quantitativamente de forma
mais acessoéria. A destruicdo das plaquetas ocorre no baco e no figado,

principalmente (GUYTON; HALL, 1997).

Num individuo normal a concentracdo plasmatica das plaquetas € de
150 a 300x10” por milimetro cubico de sangue. As plaquetas tém numerosas

fungcBes (haja vista o grande numero de elementos constituintes) mas nem
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todas estdo identificadas. As principais funcdes estdo relacionadas a
hemostasia e a coagulacdo, mas atuam igualmente na resposta inflamatoéria
por ativagcdo dos fatores quimiotaticos e pela secrecdo de aminas
vasopressoras; carregam estas aminas vasopressoras na circulagdo; tém
funcdo de fagocitose, podendo eliminar pequenas particulas e bactérias;
participam da retracdo do coagulo por intermédio de uma proteina contratil, a
trombastenina; e também parecem ter um papel protetor do endotélio. Estas
funcbes estdo diretamente relacionadas com o conteudo citoplasmatico das
plaquetas. Os granulos densos contém: serotonina, adrenalina, noradrenalina,
ADP e ATP. Os alfa-granulos contém: fibrinogénio, o fator de Willebrand, o
fator 4 (PF4) ou fator anti-heparina, fatores de crescimento, a beta-
tromboglobulina e muito mais proteinas. As organelas presentes sao:
microtabulos, microfilamentos, lisossomos, granulos de glicogénio e as vezes
complexo de golgi (THE PLATELET GEL NETWORK, 2002).

Figura 9- Plaquetas iniciando a ativacdo. Figura 10- Plaquetas ativada.
Fonte- The Platelet Gel Network (2002).

2.3.3 Fatores de crescimento

Os fatores de crescimento sao polipeptidios de a¢éo local, que tem sido
isolados na matriz 6ssea, sugerindo que 0os mesmos sejam sintetizados pelas

células 6sseas ou, ao menos, nelas armazenados. Eles também sédo
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encontrados enn outros locais no organismo como nos granulos alfa-
plaquetarios das plaguetas. Estes polipeptidios, entretanto, tem grande
influéncia no metabolismo tecidual principalmente nos seus processos de
reparacdo. O que é curioso, entretanto, é que estudos tém mostrado que
alguns fatores de crescimento promovem o0 crescimento 0sseo com maior
intensidade quando agem juntos do que separadamente. E o que demonstra
uma experiéncia utilizando-se uma combinacédo de IGF-l e PDGF-B aplicada

em culturas de calvaria de ratos. (PFEILSHIFTER et al. 1990)

O esquema de formacao O6ssea € controlado por horménios sistémicos e
fatores locais. Geralmente os reguladores locais de formacdo O6ssea sdo 0s
fatores de crescimento que agem diretamente nos osteoblastos. Estes fatores
locais podem ter influéncia sobre as células de origem ou diferentes células,
ativando-as desta maneira em consequéncia dos fatores autdcrinos ou

paracrinos, respectivamente.

Em resumo, os fatores de crescimento que regulam a formacédo éssea tém
algumas caracteristicas comuns:
a) eles sdo polipeptidios;
b) eles exercem suas atividades por ligagdo para receptores;
c) eles primeiramente tém acao local;
d) eles sdo produtos naturais das células; e
e) eles sdo multifuncionais, podem estimular uma ampla variedade de
atividades celulares (SCHWARTZ et al. 1998).

Acredita-se que muitas situagbes clinicas vao ser beneficiadas com o
dominio do mecanismo de acdo dos fatores de crescimento. E o caso dos
pacientes tabagistas. A administracdo de nicotina atrapalha a incorporacdo do
enxerto artificial e deprime a cicatrizagcdo do local doador em experimentos
com ratos. O aprimoramento da regeneracdo Ossea através de fatores de
crescimento pode compensar alguns impactos da adversidade da nicotina (LU;

CURRIER; YASZEMSKI, 2000).
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2.3.3.1 Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é uma
glicoproteina sintetizada pelos granulos alfa-plaquetarios e promovem a
iniciacdo do ciclo celular e subsequientemente a divisdo celular. A proteina
basica do PDGF € um "disulfide-linked dimer” composto por duas distintas, mas
homologas cadeias de polipeptidios, A e B. Ele é estavel ao calor, a pH
extremo e muitas proteinases. O PDGF existe, in vivo, na forma de homodimer
e heterodimer, e sdao ambos biologicamente ativos. A forma heterodimer
(PDGF-AB) é predominante nas plaguetas humanas. O PDGF interage com as
células alvo através de unido nao-covalente em receptor de membrana que tem
alta afinidade e seletividade por PDGF. Estes receptores tém sido identificados
em fibroblastos, células musculares lisas, células da neuroglia e condrécitos.
Os receptores de PDGF consistem de subunidades alfa e beta que estdo
presentes em numero variado em diferentes tipos de células. As duas cadeias
de PDGF dimeros ligam a molécula receptora, resultando na dimerizacdo de
subunidades de receptores. A dimerizacdo do receptor pode ser requerida para
a transmissdo do sinal mitogénico. O namero total de receptores e a por¢cédo de
receptores alfa e beta nas células podem ser importantes na determinacgéo e
resposta dependente para diferentes isoformas. Isto pode acionar uma atuacgao
na regulacao das isoformas de PDGF. (HOSGOOD, 1993).

As plaquetas sdo a grande fonte de PDGF, mas macrofagos e fibroblastos
também secretam PDGF. Este fator de crescimento é quimiotatico para
mondcitos, neutréfilos e fibroblastos. Segundo Howes et al. (1988) ele é
mitogénico para células mesenquimais e, de acordo com Hosgood (1993),
estimula a producéo de colageno pelos fibroblastos, provavelmente através de
mecanismos indiretos. Os macréfagos e fibroblastos que secretam o PDGF
podem ser ativados por ele, estabelecendo um feedback autdcrino positivo
dentro da ferida que amplia o sinal inicial dos derivados de plaqueta e dispara a

liberacdo de fatores de crescimento e matriz protéica extracelular necessaria
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para a cicatrizacdo da ferida. Além do mais, PDGF também estimula a

colagenase, requerida para a remodelacdo do coldgeno na ferida.

O PDGF ¢é armazenado nas plaquetas e também produzido pelos
macrofagos. Tem as caracteristicas de um hormonio local, o qual participa no
aumento do numero de células mesenquimais na ferida. Em uma cicatrizacdo
padrdo, num primeiro momento as plaquetas se agregam na ferida, depois elas
liberam o PDGF difusamente dentro dos tecidos vizinhos que por quimiotaxia
recrutam células para dentro da ferida. O alto nivel de PDGF aumenta, por si
sO, a proliferacdo das células presentes no local do reparo. Este fator de
crescimento tem uma grande atividade por ser mitogénico e quimiotatico,
podendo acelerar o crescimento mesenquimal inicial. Desta maneira o PDGF
regula o namero de células da ferida e a deposicdo de matriz. Em estudos
histologicos realizados em experimentos com ratos, a analise dos resultados
sugere que o PDGF realca a continuacdo dos eventos em vez de mudar a

sequéncia das reacbes (HOWES et al., 1988).

Através de uma pesquisa controlada, Deiwiche et al. (1985) analisaram
varias concentracfes do PDGF obtidas através do processo de centrifugacao
sanguinea. O objetivo da pesquisa foi avaliar a influéncia do potencial
eritropoiético do PDGF in vitro sobre células mesenquimas provenientes da
medula Ossea de crista iliaca de doadores voluntarios sadios. Em seus
experimentos foi possivel demonstrar que o PDGF exerce influéncia em varios
tipos de células, ndo somente sobre as mesenquimais, mas também sobre
fibroblastos, células musculares, endoteliais e progenitoras hematopoiéticas,
assim como que o nivel de concentracdo deste fator de crescimento tem
influéncia direta sobre a reducédo parcial do crescimento ou a explosdo do

mesmao.

Utilizando-se uma matriz 6ssea desmineralizada como base, Howes et al.
(1988) estudaram o efeito da suplementacédo com fatores de crescimento neste

material osseoindutor e, de acordo com seus achados, suplementos de PDGF
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tem pequeno ou nenhum efeito na formacédo de cartiiagem e osso em ratos
jovens, indicando que o reparo pode estar maximizado. Entretanto, PDGF
aumenta a cartilagem e a formacdo 0ssea em implantes colocados em ratos
velhos, onde este processo foi a metade que o observado nos animais jovens.
Em experimentos com ratos velhos, onde a reparacdo do defeito 6sseo néo se
encontra maximizada, esta condicdo, pode ser conseguida com a

suplementacao local de PDGF.

Em culturas de calvaria de ratos neonatais intactos e populacées de células
osteoblasticas enriquecidas, o PDGF estimula a formacdo de células 0sseas
(CANALIS; MCCARTHY; CENTRELLA, 1989).

Através de um estudo com cachorros beagle jovens Lynch et al. (1991)
verificaram o desempenho da combinacdo entre PDGF-B e IGF-I no
crescimento 0sseo da interface osso-implante dentario de titanio. Dentre os
achados favoraveis encontra-se: 0 aumento da quantidade de 0osso em contato
com o implante (em 7 dias); um aumento da neoformacao 6ssea, preenchendo
0s espacos perimplantares (em 7 e 21 dias). Os autores também sugeriram
que esta combinacdo de fatores de crescimento também deve ser util na
aceleracao da cicatrizacdo de alvéolos de extracdo ou aumentando a altura de
rebordos atroficos. Os achados também levam a acreditar que os efeitos desta
combinacdo (PDGF-B/IGF-I) parecem mais prolongados em defeitos ésseos
grandes, tal como nos espacos medulares perimplantares. Portanto, o uso
clinico desta combinacdo ao redor de implantes dentais de titanio deve
conduzir uma acelerada e elevada osseointegracdo de implantes dentais,

particularmente em sitios com osso de pobre densidade.

2.3.3.2 Fator de crescimento de transformacédo (TGF-i3)

O fator de crescimento de transformacdo beta (TGF-3) é reconhecido por

receptores altamente especificos que estdo presentes em quase todo tipo de
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célula. A maior origem de TGF-B durante o reparo dos tecidos moles sdo os
granulos alfa-plaguetarios e os macrofagos. O TGF-B esta presente no fluido
da ferida e é quimiotatico para mondcitos, macréfagos e principalmente
fibroblastos, causando melhora na sintese de matriz protéica extracelular
incluindo fibronectina, colageno e glicosaminoglicanos, diminui a secre¢cédo de
proteinases e aumenta a secrec¢do de inibidores de proteinase além de regular
a producdo de citocinas dos macrofagos. O TGF-B é importante na formacéo
embrionéaria de cartilagem e o0sso, entretanto grande quantidade de TGF-B é
encontrada em osso adulto. TGF-B é um potente indutor de coladgeno tipo Il e
proteoglicanos, componentes da matriz cartilaginosa extracelular. TGF-B é
mitogénico para osteoblastos e os estimula a produzir matriz extracelular. O
aumento dos niveis de TGF-B tem sido encontrado no calo de fraturas

cicatrizadas. (HOSGOOD, 1993).

O fator de crescimento de transformacdo beta é um potente supressor da
proliferacdo e funcdo dos linfocitos. Ele é produzido pelas células T e B e é
inibidor das interleucinas e outras citocinas que estimulam a funcdo dos
linfocitos. Existe, portanto, um mecanismo de feedback autdcrino mediado pelo
TGF-B que inibe a proliferacdo de células T que sdo estimuladas pela
interleucinas 1 ou 2, inibe a proliferacao e a producao de anticorpos nas células
B, deprime a acdo citolitica natural das células killer e inibe a geracdo de
citocinas das células T e a ativacdo de citocinas das células killer (HOSGOOD,
1993).

In vitro, concentragcdes de 5 ng/ml demonstraram ter propriedades inibidoras
para a migracao de fibroblastos, porém, resultado contrario é obtido quando

esta concentracdo é aumentada ou diminuida. (FRAY; WOOD, 1996).

O TGF-B é uma proteina que tem sido testada como um suplemento em
matriz-indutora de osso desmineralizado e em experimentos preliminares
parecem nao aumentarem a formacdo Ossea. Porém, o reparo dos tecidos

moles pode ser aumentado com a presenca do TGF-B (HOWES et al., 1988).
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Em geral TGF-B € um fraco agente quimiotatico, mas age diretamente sobre
o fibroblasto, portanto € um agente potente na estimulacdo da sintese de
fibronectina (HOSGOOD, G. 1993).

O TGF-B associado ao PDGF parecem ser sinergisticos, sugerindo um
possivel evento ativador de receptores ou responsaveis por uma melhora da

expressao do receptor de membrana das células alvo. (FRAY; WOOD, 1996).

O PDGF induz a atividade dos macréfagos na secrecdo de TGF-B, in vitro e
in vivo. O PDGF exdgeno aparece para agir em parte através do recrutamento
de macrofagos e através da sintese de TGF-B enddégeno para ativar a
proliferacdo de fibroblastos e estimular a producdo de colageno. (FRAY;
WOOD, 1996).

Nem PDGF ou TGF-B alteram a sequéncia normal do reparo, mas
aumentam o ritmo e a quantidade de deposicdo de matriz extracelular,
resultando no fechamento precoce da ferida. (HOSGOOD, 1993).

2.3.3.3 Fator de crescimento semelhante a insulina-1 e Il (IGF - le ll)

Os fatores de crescimento semelhante a insulina (IGF-1 e IGF-ll) séo
polipeptidios ndo-glicosados. A maior fonte de fator de crescimento semelhante
a insulina-l é o figado e portanto é o tecido alvo do horménio de crescimento
gue regula a producdo do fator de crescimento semelhante a insulina-l por este
orgdo (SCHWARTZ, et al. 1998). O IGF-I e IGF-Il sdo secretados pelos
osteobiastos durante a formacdo Ossea para aumentar a osteogénese e
acelerar a deposicao 6ssea. (MARX, 1999; HOCK; CENTRELLA; CANALIS,
1988; GIANNOBILE, 1999; SCARSO FILHO, et al., 2001). Estes fatores de
crescimento possuem pequenas massas moleculares de aproximadamente 7,7
Kd para IGF-I e 7,5 Kd para o IGF-Il (MARX, 1999).
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Cada um deles se adere a um receptor de membrana celular IGF
especifico, que estimula a atividade na mitogénese de células formadoras de
osso (MARX, 1999; GIANNOBILE, 1999). Deste modo, os IGFs séo
mitogénicos para células de linhagem osteoblasticas e estimuladores da
osteogénese a partir dos osteoblastos diferenciados ja existentes (MARX,
1999; LYNCH; COLVIN; ANTONIADES, 1989).

Esta capacidade mitogénica quando avaliada sobre as células do ligamento
periodontal € 10 vezes menor que a do PDGF, pois o IGF-I s6 atinge o maximo
de seu efeito mitogénico em concentragdes maiores que 100ng/ml (MATSUDA
et al., 1992).

No entanto, Jiang et al. (1999) declararam que quando o IGF é testado com
matriz inorgénica de osso bovino, demonstra uma capacidade de absorgédo que
chega a ser 10 vezes maior que a do PDGF-B. Mostrando-se importante para o

anabolismo do tecido 6sseo.

Diversos estudos como os de Giannobile (1999) e Mohan e Baylink (1991)
sugeriam que as IGFs, quando combinadas com outros fatores de crescimento,
podem aumentar a osteogénese em processos cicatriciais, apresentam-se
abundantes na matriz 6ssea e, a sua atividade de regulacdo mitogénica, ou do
metabolismo Osseo parece ser dose/dependente. In vitro, IGF- | e |l
apresentam atividade quimiotatica equivalente, ainda que o IGF-I parece exibir

maior poténcia.

Os IGFs exercem multiplos efeitos sobre o metabolismo ésseo, promovem a
deposicdo de matriz 6ssea (GIANNOBILE, 1999) estimulam a mitogénese das
células osteoblasticas e possuem atividades de quimiotaxia para fibroblastos,
osteoblastos e células progenitoras dos osteoclastos. (CANALIS; MCCARTHY;
CENTRELLA, 1980).
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O iGF-1 estimula a sintese de DNA e colageno em culturas de calvéria de
rato neonatal, pela estimulacdo de células osteoprogenitoras e células
osteoblasticas diferenciadas dentro da cultura (HOCK; CENTRELLA; CANALIS,
1988)

TGF-B combinado com IGF ndo altera os resultados com TGF-B sozinho

em estudos com porcos (LYNCH; COLVIN; ANTONIADES, 1989).

Conforme ja mencionado anteriormente, em cachorros a combinacéo entre
PDGF-B e IGF-I aumenta a quantidade de osso em contato com o implante
(em 7 dias); aumenta a neoformacdo Ossea, preenchendo 0s espacos
perimplantares (em 7 e 21 dias). Também sugere que esta combinacdo de
fatores de crescimento (PDGF-B/IGF-1) parecem mais prolongados em defeitos
0sseos grandes, tal como nos espacos medulares perimplantares. Portanto, o
uso clinico desta combinacdo ao redor de implantes dentais de titanio deve
conduzir uma acelerada e elevada osseointegracdo de implantes dentais,

particularmente em sitios com osso de pobre densidade. (LYNCH et al., 1991).
2.3.4 Protocolos de obtencéo do gel de plaguetas
2.3.4.1 Laboratoério de andlises clinicas ou bancos de sangue

Diferentemente da técnica para obtencdo da cola de fibrina que requer uma
doacédo autbéloga 1a 3 semanas antes da cirurgia, no processo de obtencdo do
gel de plaquetas, esta coleta pode ser realizada no pré - operatdrio imediato.

(WHITMAN; BERRY; GREEN, 1997).

O protocolo que tem sido usado como base pela maioria dos pesquisadores
€ o descrito por Marx (1999) o qual sera exposto a seguir. Este protocolo utiliza
uma unidade de sangue de aproximadamente 450ml proveniente diretamente
do paciente para a coleta. Este material € entdo remetido a uma bolsa de

sangue padronizada e etiquetada, contendo um anticoagulante, o citrato -
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fosfato - dextrose. Esta coleta pode ser feita na sala de preparacao ou na sala
cirargica por um técnico treinado ou enfermeiro. Utilizando-se um separador
celular do tipo Electromedics 500 (Metronics), consegue-se a coleta em torno
de 20 a 30 min em um tempo médio de 50ml por minuto, usando uma
velocidade de centrifugacédo de 5600 rpm, enquanto o aparelho retira o sangue,
ele adiciona o citrato de fosfato-dextrose a uma propor¢cdo de 1ml de citrato
para cada 5ml de sangue. Quando o sangue é centrifugado, ele é separado em
seus trés componentes basicos devido a densidade. Do menos denso ao mais
denso, o plasma pobre em plaquetas (PPP) sai primeiro, o plasma rico em
plaquetas (PRP) sai em segundo, e as células vermelhas (RBC) mais densas
saem por ultimo. O componente PPP é composto de plasma acelular; ele conta
com aproximadamente 200ml do volume e pode ser retornado ao paciente. O
componente RBC, essencialmente um aglomerado de células vermelhas do
sangue, conta com aproximadamente 180ml do volume e pode também ser
retornado ao paciente. O componente PRP é plasma com um numero
concentrado de plaquetas e células brancas do sangue (glébulos brancos). Tal

componente conta com aproximadamente 70ml do volume.

Tanto o PPP como o PRP sao fracbes do plasma. Entretanto, eles contém
fibrinogénio em abundéancia e fatores de coagulacdo. A formacédo de fibrina,
embora nao seja um fator de crescimento, ira produzir a matriz natural

osteocondutora necessaria na regeneracdo 6ssea (MARX, 1999).

Durante o processo de centrifugacdo a 5400 rpm, o PPP serd separado
primeiro. Uma vez coletado o PPP, a velocidade de centrifugacdo diminui para
2400 rpm para criar uma separacdo precisa do PRP das células vermelhas.
Experiéncias clinicas indicam que os primeiros 1 a 3ml da camada de RBC
contém as maiores e as mais recentes plaquetas sintetizadas. Portanto, esta
camada de RBCs deverd ser incluida no PRP. Isto dara uma coloracao
vermelha ao PRP que apresentava antes uma coloracdo alaranjada. A
aplicacéo clinica do PRP para enxertos de 0sso esponjoso medular exige que

se inicie o processo de coagulacéo usando-se uma mistura de |Oml de cloreto
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de célcio a 10% com 10.000 unidades de trombina bovina tépica (GENTRAC).
O protocolo especifico para a aplicacdo de PRP nesta indicacdo requer uma
seringa individual de IOml para cada mistura. Cada mistura proporciona, na
seqguéncia, 6ml de PRP, Im| da mistura de cloreto de célcio-trombina, elm| de
ar para servir como bolhas de mistura. A seringa é agitada por 6 a 10 s para

iniciar a coagulagdo (MARX, 1999).

O cloreto de célcio é usado para neutralizar o efeito anticoagulante do
citrato e a trombina bovina inicia a cascata de eventos da coagulacdo (MARX;
GARG, 2002).

O gel de PRP desenvolvido por esta manipulacdo é adicionado ao enxerto
em varias misturas. Uma nova seringa estéril é usada a cada mistura, pois
mesmo uma pequena introducdo de cloreto de calcio e trombina no recipiente
com PRP irdo coagular o PRP remanescente. A introdu¢cdo de uma ou duas
misturas de PRP no material de enxerto antes que o material de enxerto seja
colocado no leito receptor distribui o0 PRP e, consequentemente, seus fatores
de crescimento por todo enxerto. Misturas adicionais sdo colocadas em
camadas na superficie do enxerto uma vez que ele esteja em posicdo. A
formacédo de fibrina do processo de PRP serve como uma cola de fibrina e
agrega a medula esponjosa, antes solta, o que ajuda o cirurgido a modelar o
enxerto. A rede de fibrina age como um arcabougo para a osteoconducao por
todo o enxerto apds os fatores de crescimento do interior das plaquetas

iniciarem a osteogénese (MARX, 1999).

Todo este protocolo, entretanto, estad passando neste momento por uma
profunda mudanca, visto que novos estudos estdo sendo publicados com o
intuito de esclarecer as mudancas qualitativas e quantitativas que ocorrem no
sangue quando se incorpora a ele substancias anticoagulantes ou coagulantes.

(HANDEL et. al., 2002).
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Landesberg: Roy; Glickman (2000) defenderam a substituicdo do citrato de
fosfato-dextrose pelo uso do EDTA como agente anticoagulante, bem como a
utilizacdo de uma preparagcdo comercial pronta, o agente coagulante ITA
(Natrex Technologies Inc, Greenville, NC) para promover a coagulacdo de

PRP.

Marx (2000) porém, argumenta que ainda hoje o anticoagulante preferivel é
o citrato de fosfato-dextrose porgque preserva a integridade da membrana das
plaquetas, o que ndo ocorre com o EDTA, pois o mesmo fragmenta as
plaguetas. Da mesma forma, mantém a preferéncia pelo cloreto de calcio e
trombina como agente coagulante & preparacdo comercial ITA, pois, uma vez
gue seus defensores ndo divulgam a sua composi¢do quimica, assim como a
maneira como é obtido, ndo se pode considerar seguro 0 uso de uma

substancia cujo método de elaboracdo € mantido em segredo.

Da mesma forma existem alguns clinicos e mesmo paises que sao
contrarios ao uso da trombina bovina para iniciar o processo de coagulacao.
Apesar da trombina bovina ser um material amplamente testado, existe a
possibilidade de se misturar uma pequena quantidade se sangue autdlogo ou
mesmo de o0sso medular autégeno particulado junto ao PRP, pois, estes
produtos contem o0s elementos necessarios para se iniciar a cascata de

eventos proprios da coagulacdo (MARX; GARG, 2002).

De acordo com Ramesh et al. (1990) os agentes coagulantes modificam
0 processo de cicatrizacdo e por estas razfes influencia o seu uso cirurgico.
Em um estudo com ratos a botropase foi comparada a trombina e a fibrina. Os
resultados histoldgicos e bioquimicos mostraram que a botropase estimula
todas as fases do reparo dos tecidos enquanto que a trombina atrasa a

contracao da ferida, porém, a fibrina ndo teve uma acéo discernivel.
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2.3.4.2 Consultério odontolégico

Ocorre uma certa variagcdo na literatura quanto a quantidade de sangue
a ser retirada bem como os equipamentos utilizados para se fazer a separacao
celular. Devido ao rapido crescimento do uso do gel de plaquetas pelos
cirurgides, surgiram no mercado equipamentos que separam pouca quantidade

sangue (45 a 60ml de sangue; 5a 6ml de PRP por ciclo) (MARX, 2000).

Desta forma, ja é possivel realizar a obtencdo do PRP com um processo
simplificado. Este método é executado em minicentrifugas preconizadas para
uso em ambiente ambulatorial ou em consultérios odontolégicos (ANITUA, E.
1999; SONNLEITNER; HUEMER; SULLIVAN, 2000).

Em geral um total de 10 a 20 ml de sangue coletado é distribuido em tubos
de ensaio de 5 ml, contendo solucdo de citrato de trissédio a 10%. Os tubos
sdo centrifugados a 160 G por 6 min, a temperatura ambiente, resultando em
trés componentes basicos: células vermelhas do sangue (fundo do tubo);
plasma rico plaquetas (meio do tubo) e plasma pobre em plaquetas (topo do
tubo). Em seguida, faz-se a coleta do plasma, incluindo de 1 a 2 mm da porcéao
superior das células vermelhas do sangue. O volume de cerca de 1,2 ml por
tubo, € associado a 50fil de cloreto de calcio a 10% e apos 5 a 10 min o gel é

formado (ANITUA, 1999).

Os resultados favoraveis com o uso do gel de plaguetas ja estdo se
refletindo no mercado. Varios servicos de entrega de PRP estdo sendo
disponibilizados nas grandes cidades do pais, onde o paciente dirige-se até o
laboratorio de analises clinicas para a coleta do sangue que, apOs ser
centrifugado, é encaminhado ao local onde a cirurgia estd sendo realizada.
Também estdo sendo comercializadas varias marcas de centrifugas proprias
para o uso em pequenas quantidades. Conforme a marca comercial, modifica-

se também um pouco, o dispositivo interno para a separacdo de plasma.
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contudo, o principio basico da centrifugacdo é sempre mantido. No anexo 3

encontram-se relacionamos alguns modelos de centrifugas.

2.3.5 Caracteristicas dos materiais de enxerto e utilizagdo clinica do plasma

rico em plaquetas

Os enxertos sdo usados para fornecer uma estrutura para a regeneragao
Ossea, reparar defeitos O0sseos resultantes de trauma ou cirurgia, restaurar
perda O0ssea resultante de doenca periodontal, preencher locais de extracédo a
fim de preservar a altura e a largura do rebordo alveolar e, aumentar e

reconstruir o rebordo alveolar.

De acordo com Garg (1999) existem trés diferentes processos
associados com o sucesso do enxerto 0sseo: a osteogénese, a osteoinducgéo
e a osteoconducdo. A osteogénese € a formacao e desenvolvimento do 0sso.
Um enxerto osteogénico € derivado ou composto de tecido envolvido no
crescimento ou reparo do 0sso. As células osteogénicas podem estimular a
formacdo de osso em tecidos moles ou ativar um crescimento 6sseo mais
rapido em locais 0sseos. A osteoinducdo € o ato ou processo de estimular a
osteogénese. Os enxertos osteoindutores podem ser usados para aprimorar a
regeneracdo 0ssea, e 0 0SSO pode até crescer ou se estender em uma éarea
onde ele normalmente ndo € encontrado. A osteoconduc¢do propicia uma matriz
fisica ou uma estrutura adequada para a deposi¢cao de novo 0sso. Os enxertos
osteocondutores sao favoraveis ao crescimento 0sseo e permitem a aposicao
O0ssea a partir de osso pré-existente, mas eles ndo produzem formacgdo 0ssea
guando colocados nos tecidos moles. Para estimular o crescimento 6sseo
através de sua superficie, um enxerto osteocondutor requer a presenca de
0SSO ja existente ou células mesenquimais diferenciadas. Assim, segundo Garg
(1999) todos os materiais de enxerto 6sseo possuem pelo menos um dos trés

modos de acéo.
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2.3.5.1 Plasma rico em plaquetas

Anitua (1999) avaliou a diferenca no processo de reparacdo O0ssea apos
exodontia em locais selecionados para receberem implantes. Alguns locais
foram tratados previamente com plasma rico em fatores de crescimento
enquanto outros ndo receberam nenhum tratamento. Deste modo, apés a
extracdo dos dentes, o local recebeu uma preparacdo de plasma rico em
fatores de crescimento obtido conforme o protocolo descrito na sec¢ao 2.3.3.
Em alguns casos utilizou o enxerto autégeno particulado para se prevenir o
colapso do retalho. Membranas nédo foram utilizadas em nenhum paciente para
ndo intervir no efeito potencial benéfico do plasma rico em fatores de
crescimento. A ativacdo do plasma rico em plaquetas nestes casos foi
realizada utilizando-se uma propor¢céao de 1,2 ml de PRP associado a 50|il de
cloreto de célcio a 10%. Segundo o autor apdés 5 a 10 min o gel é formado.
Ap6s 10 a 16 semanas 0s pacientes retornaram para a colocacdo dos
implantes. Com uma broca trefina de 3mm foi possivel obter amostras dos
respectivos locais para o exame histologico. As conclusdées do autor mostraram
gue ndo houve nenhum efeito negativo com o uso do plasma rico em fatores de
crescimento. A epitelializacdo foi completa em 100% dos casos e
significativamente melhor que as areas nao tratadas. A regeneracdo 0ssea
obteve grande quantidade de osso maduro e com qualidade superior que nas
areas controles. O local da extracdo estava totalmente preenchido com 0sso
em oito dos dez pacientes. Os dois outros pacientes que nado tinham a
reparacdo completa eram fumantes. O autor relatou que 250 pacientes ja
tinham sido submetidos a esta técnica e com bons resultados clinicos
aparentes. Segundo o autor, a incorporacdo desta técnica pode servir para
beneficiar muitos pacientes retirando o risco de infec¢cdes ou transmissao de

doencas.

Lenharo e Mendonca (2002) demonstram a utilizacdo do gel de
plaquetas pés-exodontia de um molar superior. A centrifugacdo do sangue foi

realizada em tubos com uma centrifuga brasileira (SIN), processado por 8 min,



63

seguindo o protocolo de Anitua (1999) que utiliza 1,2 ml de PRP para 50 |d de
cloreto de calcio a 10% como UuUnico agente coagulante. O alvéolo foi
preenchido através de porcbes de gel e em seguida procederam a sutura. A
abertura para a colocacao dos implantes foi realizada apds 4 meses. Utilizaram
uma broca trefina para a coleta do osso para o exame histolégico. Instalaram o
implante que 60 dias ap0s recebeu a prétese. Apesar de clinicamente o 0sso
ter aparéncia normal, os autores ndo apresentaram o resultado do exame
histologico. Neste caso especifico havia auséncia de antagonista ao implante o

gue também favorece a colocacédo da protese precocemente.

2.3.5.2 Plasma rico em plaquetas com enxerto 6sseo autdgeno

O osso autégeno é o material com a melhor perspectiva de promocgéo do
crescimento 0sseo. Suas propriedades osteogénicas, osteoindutivas e
osteocondutivas, permitem ao osso se formar mais rapidamente em condi¢des

onde se requer um aumento e reparo significante (GARG, 1999)

E considerado o Gnico enxerto osteogénico disponivel aos profissionais
clinicos. Pode ser retirado da crista iliaca, ou locais intra-orais (sinfise
mandibular, tuberosidade maxilar, ramo e exostoses). A reabsor¢cdo apds o
transplante tem sido considerada menor com enxertos 0sseos mandibulares do
que com enxertos da crista iliaca. Os enxertos 6sseos obtidos de areas intra-
orais geralmente resultam em menor morbidade. Porém, os locais doadores
intra-orais provém um volume significativamente menor que o da crista iliaca. O
local doador depende geralmente do volume e tipo de o0sso desejado e
necessario. O osso autégeno € o que melhor preenche o0s requisitos de
enxertos para propiciar uma estrutura para a regeneracdo Ossea e
posteriormente dentaria. Porém, tém como principais desvantagens a
necessidade de um segundo local cirdrgico, a morbidade resultante do
paciente, e a possibilidade de ndo se poder obter uma quantidade suficiente de

material (especialmente de locais intra-orais) (GARG, 1999)
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Shanaman; Filstein; Danesh-Meyer (2001) apresentaram a utilizacdo do gel
de plaquetas juntamente com enxerto autégeno e enxerto alégeno ( 0SSO seco
congelado desmineralizado - DFDBA) numa propor¢cdo de 30% de 0SSO
autdgeno para 70% de alégeno. Esta mistura de enxerto foi utilizada para
preencher o defeito proveniente da extracdo de um canino fraturado. O PRP foi
obtido por aférese em um volume de 50 ml e ativado no momento da cirurgia
com uma mistura de cloreto de calcio a 10% com trombina bovina 1000 U
Johnson&Johnson . A mistura do PRP com o 0sso para enxerto resulta em um
material de consisténcia gelatinosa, permitindo facil manipulacdo e colocacao.
Uma membrana de ePTFE com reforco de titanio também foi utilizada. Apos 6
meses da sua colocacdo a membrana foi retirada permitindo a visualizacéo de
um osso clinicamente normal neoformado abaixo dela. Procederam a coleta do
tecido 6sseo do local enxertado com uma broca trefina de 2 mm para a
realizacdo do exame histolégico. A finalizacdo da osteotomia foi realizada a fim
de possibilitar a colocacdo do implante. Como ainda permanecia uma pequena
e estreita deiscéncia, nova técnica de GBR (regeneracdo 0ssea guiada) foi
aplicada usando-se osso seco congelado (FDBA) recoberto por uma nova
membrana. Apdés 4 meses realizaram o segundo estagio cirdrgico, com nova
abertura e remocdo da membrana. A avaliacdo histolégica do fragmento da
biépsia mostrou uma mistura de osso alveolar neoformado, tecido conjuntivo e
pequenos remanescentes de DFDBA. O novo osso formado foi caracterizado
pela presenca de osteoblastos e ostedcitos volumosos dentro de lacunas
O0sseas. Pequenas células inflamatérias cronicas foram frequentemente
observadas em torno das particulas de DFDBA. Os autores acreditam que o
PRP n&o melhorou o desempenho da técnica de GBR, porém, melhorou
significativamente a manipulagdo do material facilitando a realizacdo da

manobra.

E muito comum na implantodontia a necessidade de se realizar cirurgias de
enxerto de seio maxilar. O objetivo de se fazer este tipo de intervencdo nédo é
somente preencher a cavidade sinusal e sim restabelecer uma quantidade de

osso suficiente para que se possa fazer a instalagdo de implantes
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osseointegrados. Para que isto ocorra € fundamental que além de estar com
uma boa quantidade, este 0sso esteja também com sua fisiologia restabelecida

(LENHARO: MENDONCA, 2002).

De acordo com a Conferéncia do Consenso de Enxerto no Seio Maxilar
(JENSEN et al.,, 1998) ndo ha diferenca estatisticamente significativa dos
resultados entre a utilizacdo de enxerto 6sseo autégeno em bloco ou
particulado. Desta forma, a combinacdo gel de plaquetas com 0sso autégeno
particulado parece estar sendo a preferida da maioria dos autores. O enxerto
autdgeno reune varias qualidades, principalmente o fato de conter células
osteopromotoras. A associacdo com o gel de plaquetas confere a ele uma
propriedade excepcional em termos de manipulacdo, insercéo e estabilizacdo
do material enxertado. Além do gel de plaquetas, riquissimo em fatores de
crescimento, promover o inicio da cascata de reacfes quimicas inerentes ao
processo de reparacdo Ossea. Com a utilizacdo do gel de plaguetas hd um
aumento significativo do volume de material enxertado, o que faz com que néo
seja necessaria a retirada de uma grande quantidade de osso do local doador.
Em cirurgias de enxerto de seio maxilar bilateral, geralmente foi necessério
recorrer-se a areas doadoras extrabucais (crista iliaca ou calota craniana), o
que levava muitos pacientes a desistirem de tamanha intervencédo. No entanto,
usando-se o gel de plaquetas é comum a possibilidade de recolher-se 0 0sso
doador da propria cavidade oral (sinfise ou posterior de mandibula). Em
relacdo a cirurgia de enxerto de seio maxilar, os resultados da mesma
Conferéncia de Consenso indicam que a diferenca entre se colocar os
implantes no mesmo momento da cirurgia de enxerto ou tardiamente também
nédo é estatisticamente significativa. A possibilidade de se estabelecer uma boa

estabilidade primaria parece ser o ponto decisivo para esta questéo.

Em cirurgia de enxerto de seio maxilar com enxerto autégeno é preciso
cerca de 5cc de PRP por seio. Neste caso, a mistura do PRP com o0 0sso
autégeno, inicia o processo de coagulacdo, formando uma mistura de facil

manipulacdo. Da mesma forma esta mistura também pode ser utilizada com o
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intuito de “expandir” a quantidade de osso disponivel, chegando a ser utilizado
uma quantia de 20 a 35cc de PRP dependendo do local do enxerto. Entretanto
tem sido demonstrado que um minimo de 20% do material a ser enxertado
deve ser 0sso autdgeno. Desta maneira o PRP pode atuar junto as células
osteoprogenitoras e células mesenquimais provenientes deste tecido e
melhorar a formacédo éssea (MARX; GARG, 2002).

Grande parte dos cirurgibes que realizam a cirurgia de enxerto de seio
maxilar a utilizam rotineiramente. Scarso Filho et al. (2001) mostraram através
de vérios casos clinicos a praticidade desta técnica em se promover a
aglutinacdo das particulas de osso autdgeno para ser levado dentro da
cavidade sinusal. Sdo mostradas também as colocacdes de implantes
osseointegrados em locais previamente tratados com PRP. Os excelentes
resultados foram obtidos ndo somente em cirurgias de enxerto de seio com
0SS0 autdégeno particulado, como também com osso autégeno em bloco

objetivando um aumento de rebordo alveolar tanto em largura como em altura.

Lenharo e Mendonga (2002), mostraram a utilizacdo do gel de plaquetas
misturado com 0sso autdégeno particulado para enxerto de seio maxilar de dois
pacientes com idade média de 54 anos. O sangue foi coletado e acondicionado
em tubos contendo citrato de sédio a 3,8% (anti-coagulante) e processados em
uma minicentrifuga durante 7 min a 280 rpm. Em um dos casos, trés implantes
osseointegraveis foram colocados simultaneamente. Utilizando um raspador de
0sso Mx-grafter®, rasparam a regido posterior de mandibula para se obter o
0sso autdgeno. O osso coletado foi misturado ao PRP e o gel de plaquetas foi
levado a cavidade. Os autores utilizaram para a ativacdo do PRP apenas

cloreto de calcio a 10%.

A técnica de utilizacdo do PRP permite uma grande flexibilidade quanto a
associagdo com outras técnicas. E possivel, por exemplo, promover aumento
do rebordo alveolar utilizando-se 0sso autdégeno particulado e gel de plaquetas

protegido também com uma membrana tipo Gore-tex®. O PRP, portanto, pode
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complementar os beneficios de outras técnicas j4 consagradas. O caso clinico
de uma paciente de 35 anos que estava com o incisivo central e lateral
esquerdo condenados pode exemplificar esta possibilidade. Apdés a exodontia
dos dentes condenados aguardou-se um periodo de 75 dias para nova
intervencdo. A &rea doadora para 0 0sso autdgeno foi a regido posterior de
mandibula. Apés o material do enxerto ter sido acomodado no local, fixou-se a
membrana Gore-tex® com reforco de titanio. Esta membrana foi retirada apés
5 meses da sua colocacdo. O inicio das perfuracbes para a colocacdo dos
implantes foi realizado com uma broca trefina de 2,0 mm com o intuito de
coletar o material e enviar para exame histolégico. Com os implantes
devidamente estabilizados utilizou-se transferentes de posi¢cdo para confeccao
da protese. Cicatrizadores foram colocados durante o periodo de confeccdo da
prétese e, apo6s 12 h da cirurgia de colocacao dos implantes a paciente ja
recebia uma protese proviséria (LENHARO; MENDONCA, 2002).

Em distracdo osteogénica o potencial em melhorar a regeneracdo 0ssea
pode ser exemplificado em um trabalho de Robiony et al. (2002). Na exposi¢ao
de cinco casos clinicos de severa atrofia mandibular onde o PRP foi utilizado,
juntamente com uma mistura de enxerto 0sseo autdlogo, proveniente da crista
iliaca para preencher o espaco da distracdo e fornecer o arcaboug¢o necessario
para a regeneracdo da distracdo. A colocagcdo dos implantes foi possivel em
todos os casos apds um periodo de consolidacao de 60 dias, mostrando que as

combinacbes destas técnicas parecem ser muito promissoras.

2.3.5.3 Plasma rico em plaquetas com enxertos alégenos

Os enxertos alégenos correspondem a tecidos provenientes de individuos
diferentes, porém da mesma espécie. Sao obtidos a partir de cadaveres,
pessoas com referéncia familiar ou indigente. Depois de processados sob
esterilidade total, este material € estocado em bancos de ossos. As formas
primitivas de enxertos alégenos sdo o0ssos congelados, liofilizados

(secos/congelados), secos congelados desmineralizados, e irradiados. Pelo
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fato dos aloenxertos ndo serem osteogénicos, a formacdo déssea leva mais
tempo e resulta em um volume menor do que é encontrado com 0S enxertos
autégenos (GARG, 1999).

O osso transplantado induz a uma resposta imune do hospedeiro. Os
aloenxertos frescos sado 0os mais antigénicos; porém, o congelamento de ambos
os tipos (a seco ou nao) reduz significativamente a antigenicidade. O FDBA
(osso alégeno congelado seco) pode ser usado tanto na forma mineralizada
guanto desmineralizada. A desmineralizada remove a fase mineral e expde o
colageno delimitante do osso e fatores de crescimento, particularmente BMP. O
FDBA pode utilizar a osteoinducdo e a osteocondugédo para formar osso. Pelo
fato de ser mineralizado o FDBA endurece mais rapido que o DFDBA (0sso
alégeno congelado seco desmineralizado). Em experiéncias clinicas o0s
enxertos de seio maxilar com FDBA parecem obter resultados mais
satisfatérios em cirurgias de enxerto de seio maxilar em comparagdo com o
DFDBA. Em tese o DFDBA pode formar osso através da osteoinducdo e
osteoconducdo. Acredita-se que as BMPs e outras proteinas ndo colagenas na
matriz sdo responsaveis pela osteoinducdo deste material. Porém, tal
capacidade osteoindutiva depende da qualidade e quantidade da matriz 6ssea
e 0 que se tem notado é que esta atividade de indugdo pode variar
consideravelmente entre os bancos de tecidos, como também entre diferentes
amostras do mesmo banco de osso. Portanto, o uso do DFDBA como material

de enxerto tem sido questionado (GARG, 1999)

Existem varias situa¢cdes onde o FDBA é mais efetivo que o DFDBA, séo
eles: acomodacdes de fenestracdes; pequenos aumentos de rebordos;
alvéolos de dentes recém-extraidos (como preenchimento); casos de
levantamento de seio (como enxerto); reparo de deiscéncias e implantes
falhos. O osso esponjoso irradiado também tem sido usado como um material
de enxerto substituto para osso autégeno. Inicialmente, o osso foi exposto a
60.000 a 80.000 Gy de radiacdo. Mais recentemente, 0 0sso trabeculado obtido

da coluna vertebral é tratado com 25.000 Gy de radiacdo para ser usado como
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material de enxerto. O uso de o0sso irradiado entretanto € muito controverso
pois ainda existe falta de referéncias quanto a sua seguranca e eficiéncia.
(GARG, 1999).

Algumas das vantagens dos aloenxertos incluem uma disponibilidade
imediata, eliminacdo da necessidade de um local doador no paciente,
anestesia e tempo cirlrgicos reduzidos, menor perda de sangue e menos
complicacOes. As desvantagens estdo associadas principalmente com o uso de
tecidos de outros individuos. A qualidade do enxerto 0sseo e a subseqiente
saude do receptor depende da histéria médica do doador. O osso de cadaver
também pode sofrer rejeicdo, como tem ocorrido com outros tecidos ou 6rgaos

transplantados. (GARG, A.K. 1999).

Shanaman: Filstein; Danesh-Meyer (2001) apresentaram a utilizacdo do gel
de plaguetas juntamente com enxerto autégeno e enxerto alégeno (0sso seco
congelado desmineralizado - DFDBA) numa proporcdo de 30% de 0sso
autégeno para 70% de alégeno associado a uma membrana de ePTFE com
reforco de titanio para promover a correcao de defeito alveolar proveniente de
lesdo radicular. Estes autores relataram a aplicagcdo de trombina bovina
diretamente sobre o enxerto que estava sendo acomodado no defeito de
maneira incrementai. Como ainda permanecia uma pequena e estreita
deiscéncia no momento da colocacdo dos implantes (6 meses depois), nova
técnica de regeneracdo 6ssea guiada (GBR) foi aplicada usando-se 0sso seco
congelado (FDBA) recoberto por uma nova membrana. ApOs 4 meses
realizaram o segundo estagio cirdrgico, com nova abertura e remocdo da
membrana. A avaliacdo histolégica do fragmento da bidpsia mostrou uma
mistura de o0sso alveolar neoformado, tecido conjuntivo e pequenos
remanescentes de DFDBA. O novo osso formado foi caracterizado pela
presenca de osteoblastos e ostedcitos volumosos dentro de lacunas Osseas.
Pequenas células inflamatorias crénicas foram freqlientemente observadas em
torno das particulas de DFDBA. Os autores acreditam que o PRP nao

melhorou o desempenho da técnica de GBR porém, melhorou
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significativamente a manipulacdo do material facilitando a realizacdo da

manobra.
2.3.5.4 Plasma rico em plaquetas com enxerto xendgeno

O enxerto xendgeno comumente utilizado €é de origem bovina.
Comercialmente ele apresenta-se na forma de o0sso inorganico, tratado
quimicamente para a remoc¢ado de seu componente organico. Apods este
material ser esterilizado, ele pode ser utilizado como um enxerto sem causar
uma resposta imune ao hospedeiro. Ele pode ser usado associado a vérias
técnicas como correcdo de defeitos periodontais (CAMARGO et al.,, 2002),
deiscéncias, fenestracdes ao redor de implantes, pequenas osteotomias de
seio maxilar, e em aumentos de rebordo alveolar grandes quando combinado
com o0sso autégeno. Ele permite também sua utilizacdo juntamente com

barreiras de membranas.

Trata-se, portanto, de um material muito versatil e principalmente é dotado
de uma técnica muito barata e de baixa morbidade para o paciente, facilitando
sua aceitacdo. A utilizacdo deste material juntamente com o PRP é uma

excelente opcao para pequenos defeitos. (CAMARGO et al., 2002).

Com o intuito de restabelecer o segmento posterior da maxila edéntula de
uma paciente de 39 anos Lenharo e Mendonga (2002) demonstraram a cirurgia
de enxerto de seio maxilar utilizando-se gel de plaquetas com um osso bovino
inorganico, o Bio-oss®. No caso em questdo o Bio-oss® foi misturado ao PRP
imediatamente ap0s a sua ativacdo com cloreto de calcio. Assim que o gel de
plaquetas se formou, foi levado em seguida para a cavidade sinusal para a
realizacdo de seu preenchimento. Esta técnica mostrou ser muito simples e de

baixa morbidade para o paciente.
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2.3.5.5 Plasma rico em plaquetas com enxertos aloplasticos

Uma variedade de polimeros e ceramicas que podem promover estabilidade
estrutural imediata para a reconstrucdo da regido que se quer reabilitar estédo
sendo disponibilizadas no mercado atualmente. Tais materiais permitem
também o carregamento de células e fatores de crescimentos diretamente para
0 processo de regeneracdo 6ssea (LU; CURRIER; YASZEMSKI, 2000).

Os materiais aloplasticos estdo disponiveis em uma variedade de texturas,
tamanhos e formas. As propriedades especificas de um aloplastico determinam
qual material sintético é melhor para cada aplicacdo em particular. (GARG,
1999).

Vercellotti et al. (2000) demonstraram através de um caso clinico a
utilizacdo de um material aloplastico para preenchimento do espaco alveolar
criado com uma cirurgia piezoelétrica. Nesta modalidade cirurgica, através de
uma freqUéncia variavel, é possivel promover-se a expansdo alveolar inclusive
em 0sso tipo 1 ou 2. O autor demonstrou a utilizacdo do PRP em uma cirurgia
onde o paciente tinha apenas 3mm de largura alveolar remanescente na regido
dos incisivos, na maxila. O defeito criado foi preenchido com um vidro bioativo
(Biogran®) e PRP ativado com Botropase® (Botropase batroxobina, A/C
Ravizza Farmaceutici) totalizando 5mm de largura do rebordo. O enxerto foi
recoberto com mais uma camada de gel de plaguetas para promover uma boa
estabilizacdo do material. Apés 3 meses, na cirurgia de abertura, constataram a
presenca de osso neoformado em todo o alvéolo, assim como uma total
estabilizacdo dos implantes. Em outro caso clinico utilizando a mesma técnica
foi possivel a expansdo do remanescente alveolar na regido dos incisivos

inferiores.

Shanaman; Filstein; Danesh-Meyer (2001) demonstraram a recuperacao

em largura e altura da regido posterior de mandibula de uma paciente de 68
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anos. Apdés a incisdo do retalho mucoperiosteo total, uma série de perfuracdes
na cortical foram realizadas com o intuito de promover a migracao de células
hematopoiéticas. Logo em seguida uma membrana de ePTFE foi recortada e
posicionada por lingual para fazer a protecdo do enxerto obtido a partir de uma
mistura de PRP com Biogran® (vidro bioativo), DFDBA e o0sso autégeno
colhido da area retromolar numa proporcdo de 20:60:20. Todos os materiais
foram misturados em uma cuba estéril antes da colocacdo no rebordo. Depois
do enxerto estar no local, gotas de trombina bovina foram aplicadas no
enxerto, a qual conferiu uma consisténcia gelatinosa e permitiu a acomodacao
final do material antes da cobertura deste com a membrana e sua fixagao.
Depois de 5 meses constataram que o0 aumento de 2 mm em largura foi
insuficiente para a colocacdo dos implantes. Um procedimento adicional de
GBR foi necesséario para ganhar mais rebordo no sentido horizontal e facilitar a
colocacdo dos implantes. O procedimento de GBR foi repetido usando uma
mistura de FDBA e PRP em conjunto com uma barreira de PTFE. Apos 6
meses de cicatrizacdo, o local apresentava-se com um ganho em altura de
4mm aproximadamente e com a largura relativa ao rebordo inicial. O ganho de
tecido 6sseo permitiu a colocacdo de um implante de 5mm x 13mm no local do
1° molar e um implante de 5mm x 11,5 mm na posi¢cdo do 2° molar. O exame
histologico do fragmento obtido com o auxilio de uma broca trefina de 2mm no
momento da cirurgia de colocacdo dos implantes, mostrou fragmentos de
DFDBA residuais envolvidas por osso vital exibindo osteobiastos e ostedcitos
na sua parte mais coronal. Nenhuma particula de Biogran® foi observada.
Amplas areas do fragmento foram caracterizadas como 0sso. Em outro caso
clinico apresentado, onde foi preciso aumentar o rebordo alveolar na regiao
posterior de mandibula em uma paciente de 76 anos, foi obtido resultado

semelhante.

O que chama a atencdo nestes casos descritos por Shanaman; Filstein;
Danesh-Meyer (2001) € o fato de que as cirurgias foram realizadas em
pacientes idosos, onde normalmente a resposta a injuria ndo se realiza de

maneira satisfatoria. Apesar dos autores acreditarem que existem muitas
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variaveis nos procedimentos e que ndo se pode afirmar que o PRP tenha
melhorado os resultados que normalmente se consegue com técnicas de GBR,
€ certo que a introducao do gel de plaquetas facilita o0 manuseio do material de
enxerto, promove hemostasia e nédo atrapalha o processo de regeneracédo dos

tecidos.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi, portanto, verificar através do coagulémetro a
obtencdo da rede de fibrina, in vitro, durante a ativacdo do plasma rico em
plaguetas usando somente o cloreto de calcio a 10% como Unico agente direto

a ser agregado ao plasma rico em plaquetas previamente aquecido a 37 °C.
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4.1.2 Material de consumo

Bolsas coletoras contendo citrato-fosfato-dextrose
Cloreto de calcio a 10% estéril

Trombina

Seringas de IOmI descartaveis estéreis

Ponteiras descartaveis para pipeta automatica
Tubos de ensaio vazios

Tubos contendo EDTA

Tubos de ensaio contendo Citrato de sédio a 3,2%
Folhas de parafina

Cuvetas e bilhas metalicas préprias para o coagulémetro marca ST4 BIO

4.2 Método

O meétodo empregado seguiu as normas utilizadas pelo Banco de
Sangue do Hospital de Clinicas da cidade de Curitiba - Parana para coleta de

doadores de sangue e manipulacdo de hemocomponentes.

4.2.1 Puncéo venosa e retirada do sangue

A técnica utilizada foi a venipultura, realizada de maneira menos
traumatica possivel para se evitar a ativacdo dos fatores extrinsecos da
coagulacdo (FIG. 13). Esta coleta foi realizada por uma técnica treinada do
Banco de Sangue do Hospital de Clinicas de Curitiba (Biobanco)(FIG. 14) e o
sangue acondicionado em uma bolsa tripla padronizada, numerada e
etiquetada (FIG. 12), contendo em seu interior Dextrose anidra (2900mg),
Citrato de Sddio 2H20 (2630mg), Acido citrico (327 mg), Adenina (27,5 mg),
Fosfato de sodio monobéasico H20 (222mg), Agua para injetaveis g.s.p. (100
ml) - CPDA-1, obtendo-se um volume de 402 a 495 ml, mantidas em aparelho
para a homogeneizar o sangue durante a coleta (FIG. 15) e, posteriormente,

foram processadas em até 4 h apds a coleta.
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4,4,4 Exames laboratoriais

A andlise da coagulacdo do sangue inclui a histéria clinica do paciente,
buscando episddios de hemorragias espontaneas ou produzidas por pequenos
traumas. Alguns testes de laboratorio sdo comumente usados para avaliar a
hemostasia e a coagulacdo, nos pacientes candidatos a procedimentos
cirargicos. Os testes mais usados sdo: o tempo de coagulacdo, tempo de
sangramento, contagem de plaquetas, tempo (atividade) de protrombina e
tempo parcial de tromboplastina (PERFUSION UNE, 2002)

O Biobanco tem como norma fazer uma anamnese com 0 paciente
visando detectar possiveis razdes que impecam o paciente de ser um doador
de sangue ou de hemocomponentes (ANEXO 2). Também é rotina do
Biobanco a verificacdo da pressdo sanguinea e a andlise do volume globular
(VG) imediatamente antes a doacdo. Dos 13 voluntarios que se apresentaram
para a coleta direcionada para pesquisa apenas nove foram liberado nestes
trés itens primarios, e prosseguiram para a coleta da bolsa de sangue. Além da
bolsa para doacdo, foram coletados mais doi* tubos para 0s exames
complementares. Um dos tubos continha EDTA para a realizacdo do
hemograma e, o outro continha citrato-fosfato-dextrose para possibilitar a

realizacdo do exame de tempo de tromboplastina parcial ativada.

Uma vez coletadas, as bolsas com sangue foram encaminhadas para o
Servico de Hemoterapia do Hospital de Clinicas e os tubos para os exames

para o Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital de Clinicas.

As bolsas foram centrifugadas logo apds a coleta, quando entdo o
plasma rico em plaquetas foi obtido, ficou em repouso durante 1 a2 h e entéo
armazenado em um agitador com uma temperatura de 20 a 24°C, para evitar a
agregacao plaquetaria e permitir as trocas gasosas. Em seguida parte do
plasma pobre em plaquetas foi também encaminhado ao Laboratério do

Hospital de Clinicas para que fossem realizados os testes sorolégicos.
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Os exames sorolégicos realizados com o intuito de liberar os pacientes
para possivel doacdo foram: sifilis, Ha- Chagas, Elisa-Chagas, HBSAG, A-HIV
(A), A-HBC Total, A-HCV Elisa, A-HTLV, Transaminase, Tipagem ABO,
Coombs indireto, A-HIV (B). Estes exames foram executados 24 h apls a
coleta. Em um total de nove bolsas de sangue coletadas, apenas uma das
amostras teve que ser desprezada por apresentar sorologia positiva para o
anticorpo da Hepatite B (A-HBC positivo). A principio, a presenca deste
anticorpo ndo deveria exercer influéncia sobre o resultado da pesquisa em
questdo, porém, o Biobanco ndo libera os hemocomponentes em hipotese

alguma no caso de sorologia positiva para os testes realizados.

Também apds 24 h da coleta das bolsas, os tubos contendo sangue com
EDTA foram usados para a realizacdo do hemograma dos nove pacientes, 0s
quais acusaram que todos os voluntarios apresentavam-se com a quantidade e

qualidade das células sanguineas dentro da normalidade.

Os tubos contendo citrato de soédio a 3,2% foram utilizados para a
realizacédo do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA). Este teste ativa
os fatores de contato e dé inicio a cascata da coagulacdo, utilizando-se para
isto o Caulim em prévia incubacdo. Neste mesmo teste sdo utilizados o cloreto
de calcio e fosfolipidios para analisar os demais fatores, fazendo um verdadeiro
mapeamento dos fatores intrinsecos da coagulacdo (DACIE; LEWIS, 1995).
Este exame laboratorial foi o escolhido porque através dele é possivel verificar
a atividade de todos os fatores envolvidos diretamente no processo da
coagulacdo, com excecdo do fator VI, que é exclusivo da via extrinseca. De
acordo com os resultados obtidos, todos os oito voluntarios apresentavam-se
com a coagulacdo natural dentro dos niveis considerados normais, conforme a

TAB. 2.

Pouco antes da realizacdo dos testes com o plasma rico em plaquetas, o
mesmo foi submetido a um exame para contagem do numero de plagquetas

existente naquele momento; 4 ml de PRP foram coletados da bolsa tripla e
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colocados em um tubo contendo EDTA, o qual foi homogeneizado e analisado.
De acordo com a Associacdo Americana de Banco de Sangue (AABB) e a
Portaria de n° 1376 de novembro de 1993 do Ministério da Saude, para que o
concentrado plaquetario esteja adequado para o uso clinico é preciso se obter
um valor minimo de 5,5x10" plaquetas/ml. Naturalmente, este padrdo nao foi
realizado uma vez que a intencdo foi de realizar a pesquisa com doadores
clinicamente saudaveis, porém, escolhidos aleatoriamente. Os resultados desta

andlise estdo expostos na TAB. 3.

ApoOs a realizacdo dos testes com o coaguldbmetro para a avaliacdo do
tempo de coagulacdo do plasma rico em plaguetas com o cloreto de célcio a
10%, todas as amostras (FIG. 40) foram submetidas a mais duas provas do
tempo de trombina (TT) para avaliar se a amostra encontrava-se com
qualidade satisfatéria a fim de promover um teste confidvel para a
determinacdo do tempo de coagulacdo. Deste modo, também se utilizando o
coagulémetro, 50|nl de trombina célcica 1,5 U foram adicionadas a 50|jl do PRP
das amostras utilizadas para os testes com o cloreto de calcio a 10% (FIG. 41,
42 e 43). Conforme os resultados encontrados na TAB. 6, todas as oito
amostras apresentavam-se com um nivel de fibrinogénio normal no momento

da realizacdo dos testes, promovendo a formacdo do coagulo (FIG. 44)



Tabela 1. Resultados do Hemograma

Paciente

© © N o U~ WN

*valores normais 4.0 - 5.8x10®|nl
**valores normais 140 - 400x107/il
*** valores normais 36.7 - 53 %

Hemacias*

SAMXM0%)\
5.50x10% |
4.29x10% |
5.12x10®/ml
4.51x10% |
5.29x10®/nl
4.45x1 O ®ml
5.06x"0%\
4.26x"0%)\

Plaguetas**

229xW %\
272x10Yul
393x1 0//ml
253x1 0//ml
211x 10~/ ml
220x107M/71
274x1 0/ml
292x107/11
297x10%\

Volume
globular*

45.7%
45.0%
38.7%
44.0%
39.3%
47.5%
39.4%
44 .9%
39.1%

Tabela 2. Resultados do Tempo de Tromboplastina
Parcial Ativada (TTPA)*

Paciente

© oo ~NOO UL WN -

Avalia os fatores intrinsecos da coagulacao

Tempo em segundos

33.5
33.4
35.7
31.4
33.6
39.3
39.2
38.7
32.1

Controle

34
34
34
34
34
34
34
34
34
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Tabela 3. Contagem do numero de plaquetas do PRP(*)(**)

Paciente ST/peso ST/ml PRP/peso Plagquetas/mm” Plaquetas/ml

2 448g 425ml 60g 1083000  6,4x10"°
3 4249  402ml 70g 1186000  8,3x107°
4 490g 465ml 669 1086000  7,1x10"°
5 4909 465ml 64g 492000  2,7x107°
6 485g 460ml 629 750000  4,6x10"°
7 455¢ 432ml 689 676000  4,5x10°
8 500g 474ml 61g 1809000  11,0x107°
9 5009  474ml 56 730000  4,0x10"°

*Obtido apos 2 centrifugacfes do Sangue Total (ST)
**Contagem realizada 48 h apos a coleta do ST.
*** VValor minimo contido em uma bolsa de CP 5,5x10”°de acordo
com a norma da A.A.B.B. e Portaria 1376 de nov. 1993 do MS.
Paciente 1 teve a amostra descartada pelo Biobanco

4.4.5 Ativacao do plasma rico em plaquetas

A ativacdo do plasma rico em plaquetas e os testes de coagulagdo com o
coagulémetro foram realizadas em média 48 h depois da coleta do sangue.
Apesar do plasma rico em plaguetas dever ser usado num tempo inferior a 4 h
ap6s a coleta do sangue total, quando se quer os beneficios dos fatores de
crescimento, este nao foi o objetivo desta pesquisa, pois se trata de um
experimento, in vitro, onde o0 que sera avaliado € a capacidade dos fatores
intrinsecos do plasma em promover a coagulacdo adicionando-se apenas o
cloreto de calcio a 10% (FIG. 30). Portanto, partindo-se do principio que os
fatores da coagulacdo, assim como as plaguetas, permanecem viaveis por 5
dias, este periodo de espera, necessario até que o sangue fosse liberado pelo
Biobanco, ndo deve interferir no tempo de coagulacdo e consequentemente

nos resultados da pesquisa.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Material

4.1.1 Equipamentos

Centrifuga refrigerada marca Sorwall®
Extrator para plasma

Selador de bolsas

Agitador de plaquetas

Camara de fluxo laminar

Coagulémetro marca ST4 BIO (FIG. 11)
Pipeta automatica marca eppendorf

Incubadora para banho-maria

Figura 11- Coagulémetro

7
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Em seguida também foram colhidas amostras para a realizacdo dos
exames sanguineos (sorologia, hemograma e coagulograma) para se afastar a
possibilidade de doencas sanguineas, que impecam a utilizacdo do sangue
pelo Banco de Sangue, bem como possiveis alteragcdes na avaliacdo das

pesquisas por conta de problemas de coagulacdo dos voluntarios.

Figura 12- Bolsa tripla

Figura 13- Puncao venosa Figura 14- Retirada do Sangue
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Figurais- Hemomix

4.2.2 Separacédo celular

A separacdo celular foi realizada pelo Servico de Hemoterapia do
Hospital de Clinicas. As bolsas foram pesadas (FIG. 16) e a separacdo obtida
através da centrifugacdo do sangue total (ST) em uma centrifuga refrigerada
marca Sorvall Instruments Modelo RC 3 B (FIG. 17). Colocando-se a bolsa na
posicdo adequada ao equipamento procedeu-se a primeira centrifugacao do ST
com uma velocidade de 2700 RPM durante 6 min e um "Brake” 6. Com esta
centrifugacdo as hemacias que sao mais pesadas ficam no fundo da bolsa e o

plasma contendo as plaquetas ficam no sobrenadante.

Neste momento cada bolsa foi levada para o extrator para plasma (FIG. 18)
que ao apertar a parte inferior da bolsa, empurra o plasma da parte superior
para a bolsa seguinte (FIG. 19). Este procedimento s6 é possivel apds o
rompimento do lacre que separa a primeira bolsa da segunda bolsa,
possibilitando de maneira segura separar o plasma rico em plaquetas das

hemacias.



Figura 16- Pesagem da bolsa
contendo sangue total.

Figura 18- Bolsa no extrator
de plasma

Figura 17- Primeira centrifugacéao das
bolsas para a separacao celular

Figura 19- Concentrado de hemécias na
primeira bolsa, PRP na segunda bolsa,
terceira bolsa vazia.
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4.2.3 Obtencéao do concentrado de plaquetas

ApOs a obtencdo do plasma rico em plaquetas este recebeu nova
centrifugacdo a 3000 RPM durante 10 min com “Brake de 6" (FIG. 21). Neste
momento o0 nd que separa a segunda bolsa da terceira bolsa é desatado (FIG.
20) e, novamente com o0 auxilio de um extrator para plasma, o plasma pobre
em plaquetas (PPP) é empurrado para a terceira bolsa (FIG. 22), deixando o
concentrado plaquetario contido na segunda bolsa” (FIG. 23). A comunicacédo
entre as bolsas recebeu um selamento (FIG. 24) e o concentrado plaquetario
foi pesado (FIG. 25). ApOs a segunda centrifugacdo o PRP ficou em repouso
durante 1 a 2 h, quando em seguida foi armazenado em um agitador (FIG. 26 e
27) a uma temperatura estavel entre 20 e 24°C para evitar a agregacéo
plaquetaria e manter a integridade das plaquetas evitando o acumulo de gases
no interior da bolsa. A utilizacdo de bolsas triplas permite que todo o processo
de centrifugacdo seja realizado em circuito totalmente fechado. Estas, sao
confeccionadas em um material que permite as trocas gasosas do interior da

bolsa com o meio externo, aumentando a viabilidade dos hemocomponentes.

E importante salientar que este protocolo de obtencdo do concentrado
plaquetario/plasma rico em plaquetas esta de acordo com o controle de
gualidade do Banco de Sangue do Hospital de Clinicas de Curitiba (Biobanco)

e varia de acordo com o equipamento utilizado.

Figura 20- PRP e terceira bolsa vazia. Figura 21- Segunda centrifugacao
Passagem interrompida pelo no.

o concentrado plaquetario (CP), como é descrito pela hematologia o produto obtido apés
duas centrifugacgdes, é chamado neste trabalho de plasma rico em plaquetas (PRP) de acordo
com as explicacbes da seccédo 2.3.1.
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Figura 22- Retirada do PPP Figura 23- Plaquetas no fundo da
no extrator de plasma. segunda boisa.

Figura 24- Selamento das comunicacgéo entre

as boisas Figura 25- Pesagem do

concentrado de plaquetas

Figura 26- Agitador de plaguetas Figura 27- Gaveta do agitador
contendo bolsas com plaquetas
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As amostras de PRP (FIG. 28) utilizadas no experimento foram
coletadas dentro de um ambiente adequadamente controlado por uma camara

de fluxo laminar.

O critério para a determinacgdo das propor¢des utilizadas estdo baseados
nos trabalhos encontrados na literatura (ANITUA, 1999). Desta forma Iml de
plasma rico em plaquetas foi pipetado através de uma pipeta automatica, cada
uma das amostras devidamente numeradas foram levadas para outros tubos
de ensaio também numerados. Estes tubos contendo Iml| de PRP (FIG. 29)
foram levados para incubac&do durante 5 min. Em seguida cada amostra com
1 ml de PRP foi adicionada a outro tubo contendo 40 |il de cloreto de calcio a
10% (FIG. 31), também previamente aquecido a 37°C. Neste momento foi
acionado o crondmetro. Com o auxilio de uma folha de parafina na abertura do
tubo foi possivel realizar uma completa mistura (por inversdo) do PRP com o
cloreto de célcio a 10% , durante 5 s. Ap0s a mistura a amostra foi levada
novamente para incubacdo a 37°C, até completar 4 minutos. Apenas uma das
amostras teve que ter seu tempo de incubacao reduzido para 2 min para que 0
mesmo pudesse ser medido pelo coaguldmetro, visto que por varias vezes,
antes de atingir 3 min de incubacdo a amostra ja se encontrava coagulada no

tubo de ensaio.

Figura 28- PRP dos voluntarios Figura 29- Im| de PRP para

colhido da segunda bolsa o teste de coagulag&o
apos a segunda centrifugacéo
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Figura 31- Tubos contendo 1ml de PRP
e 40jul de cloreto de calcio sendo
levados para 0 aquecimento prévio a
mistura.

Figura 30- Cloreto de calcio
a 10%.

4.4.6 Teste com o coagulébmetro

Apés o periodo de incubacdo a mistura de Iml de PRP com 40 | de
cloreto de célcio a 10% foi novamente pipetado e um volume de 200|il da
mistura foi colocado em cada uma das quatro cuvetes do coaguldémetro
(pequenas cubas plasticas proprias para o aparelho) (FIG. 37 e 38). Esta
metodologia foi desenvolvida porque nas tentativas anteriores quando 200(il de
PRP e 8/il de cloreto de calcio foram levadas diretamente ao aparelho, este

nao conseguia detectar a formacéo de rede de fibrina.

Com esta metodologia em que o PRP e o cloreto de céalcio a 10% séao
aquecidos em banho-maria previamente a mistura e, mantidos aquecidos por
mais 4 min antes de ser levado ao coaguldbmetro, garantiram ao experimento
100% de determinacdo do tempo de coagulacdo de todas as amostras

disponiveis.

O coaguléometro (FIG. 32 e 33) é um aparelho eletromagnético que
detecta o inicio da formacdo da rede de fibrina pela inibicdo da movimentacéo

da bilha metalica (FIG. 34) colocada no interior das cuvetes (FIG. 35 e 36). A
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bilha metélica € uma bolinha muito pequena e leve que € atraida pela acéo
eletromagnética alternada do aparelho, provocando uma movimentacdo desta
bilha. O coagulémetro possui sensores que registram o0 momento em que a
rede de fibrina esta sendo formada (FIG. 39) através da variacdo da amplitude
de oscilagdo da bilha metalica. Este aparelho também €& dotado de um sistema
de banho-maria seco a 37°C, o que faz com que a amostra ali colocada
mantenha a temperatura de 37°C (ideal para as reacdes enzimaticas da

coagulacéo).

1L 1
|
Figura 32- Coagulémetro. Figura 33- Coagulémetro.
Vista superior. Vista frontal
AN —* 11—
Figura 34- Bilha metalica. Figura 35- Colocagéo da bilha

metalica nas cuvetes.



Figura 37- Pipetagem da
mistura de PRP+ cloreto
de naioio a 10%

Figura 36- Bilha no interior da cuvete

% a

Figura 38- Colocacao no coagulémetro
de 200Jal da mistura

Figura 39- Formacao do coagulo.
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M
i
Figura 40- Amostras de PRP. Figura 41 - Colocacgao de 50jal de PRP nas
cuvetes.
Figura 42- Trombina 1,5 U. Figura 43- Colocacéao de 50|il de trombina
sobre o PRP.

Figura 44: Formacédo do coagulo
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5 RESULTADOS

Os resultados mostram que quando uma quantidade de 1ml de PRP foi
misturado por inversdo a 40|il de cloreto de calcio a 10% com a temperatura
ideal para a atividade enzimética da coagulagcédo (37°C) foi possivel detectar a
coagulacdo em 100% das amostras analisadas. O tempo necessario para se
promover a formacdo do codgulo neste experimento variou entre 2,42 e 10,45

min apos a mistura, conforme TAB. 4 e 5 (descrita em segundos).

Em apenas uma das amostras (paciente 3) o tempo de incubacgéao foi de
apenas 2 min e ndo 4 min como os demais, pois 0 mesmo teve uma velocidade

de coagulagdo muito superior em relacdo as outras amostras. (TAB. 4 e 5).

Os testes de coagulacdo do paciente numero 1 ndo foram realizados
porque o material colhido, conforme a norma do Banco de Sangue do Hospital
de Clinicas de Curitiba (Biobanco) foi descartado apés o exame sorolégico ter

detectado resultado positivo para o anticorpo do virus da Hepatite B.

Além dos exames prévios com o0 sangue total o plasma rico em
plaquetas também foi submetido a contagem e, um teste padrao com trombina
a 1,5 U foi realizado logo apés a obtencdo dos tempos de coagulacdo da
mistura PRP/cloreto de calcio a 10% (TAB. 3).
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Tabela 4. Resultados do Tempo de Coagulagéao
marcada pelo coaguldmetro (tempo em segundos)

PRP + Cloreto de calcio a 10%*
Temperatura 37°C/ 4 min de incubacdo apds a mistura.

Tempo médio no
Paciente 1-amostra 2-amostra 3-amostra 4%mostra coagulémetro

2 147,5 165,6 165,6 164 160,6
3 ** *%* *%* *%* *%*

4 36,3 38,3 40,5 40,9 39,0
5 108,7 128,9 141,3 143,4 130,5
6 366,7 378,1 366,7 378,1 372,4
7 288,2 351,1 288,2 351,1 319,6
8 87,2 97 95,8 103,2 95,8
9 146,5 154 145,5 146,2 148,0

* 1ml de PRP adicionado em 40"l de cloreto de calcio a 10%
Paciente 1teve a amostra descartada pelo Biobanco

** amostras com somente 2 min de incubacdo apds a mistura
paciente 3 8,9 11,7 10,8 11,6 média 10,7



Tabela 5. Resultados do Tempo Total de Coagulacéao

PRP + Cloreto de célcio a 10%* /
Temperatura 37°C/ 4 min de incubacéo

Média marcada no Tempo de incubacao (4 min.)
Paciente  coagulémetro +15 segundos da pipetagem Tempo total

(segundos) (segundos)
2 160,6 255 415,6
3 10,7 135** 145,7
4 39,0 255 294,0
5 130,5 255 385,5
6 372,4 255 627,4
7 319,6 255 574,6
8 95,8 255 350,8
9 148,0 255 403,0
Média 399,6

* Im| de PRP adicionado em 40|il de cloreto de céalcio a 10%
** somente 2 min de incubacao

Paciente 1teve a amostra descartada pelo Biobanco

Desvio padrdo 151,6 s

600
8 500

2* 400
300

200

100 -
0 I | .

4 5 6 8

<wnw 0O

paciente

Gréfico 3- Tempo total de coagulagéo
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Tabela 6. Resultados do Tempo de Coagulagéao
(segundos)

PRP + Trombina*
Temperatura 37°C/ sem periodo de incubacéo

Paciente I1®amostra 2®amostra Média
2 18,00 ,--.19,40 18,70
3 19,30 21,70 20,50
4 20,70 22,10 21,40
5 17,90 20,20 19,05
6 16,30 18,40 17,35
7 19,80 21,70 20,75
8 20,80 19,10 19,95
9 19,30 19,50 19,40

*50 M de trombina para 50 [il de PRP
Amostra controle de plasma fresco 20,45 s
Paciente 1teve a amostra descartada pelo Biobanco
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6 DISCUSSAO

A compreensao dos fendmenos envolvidos na resposta dos tecidos apos
sofrer uma injuria, abre a possibilidade de se intervir de maneira exdgena
utilizando-se materiais como o gel de plaguetas, com o intuito de se ter uma
maior previsibilidade, bem como a maximizagao deste processo. (HOSGOOD,
1993; MARX; GARG, 1999). O plasma rico em plaquetas (PRP), apresenta
caracteristicas muito relevantes, € um produto atéxico, ndo imunorreativo e de
baixa morbidade. Ele é obtido a partir da centrifugacdo do sangue do préprio
paciente, portanto, € um material autégeno, eliminando o risco de infec¢cdes ou
transmissao de doencgas (ANITUA, 1999).

O potencial indutor da regeneracdo 6ssea e as propriedades regenerativas
do PRP organizando a sequUéncia da cicatrizacdo, € dada fundamentalmente
pelos fatores de crescimento, principalmente PDGF, TGF-B e IGF, os quais séo
liberados a partir da fragmentagdo (degranulagdo) das plaquetas. Desta
maneira 0 PRP atua junto as células osteoprogenitoras e células mesenquimais
provenientes dos tecidos adjacentes ou de enxertos 0sseos autdégenos e

melhora a formacdo 6ssea (MARX; GARG, 1999).

Além de suas propriedades inerentes aos componentes moleculares, em
certos tipos de cirurgia como as de enxerto de seio maxilar, onde é preciso
uma quantidade muito grande de osso autégeno, a mistura do PRP com 0 0sso
autdégeno provoca uma "expansao” da quantidade de osso disponivel formando
uma mistura de facil manipulacdo e que seguramente ficara no local desejado.

(MARX; GARG, 2002).

Portanto, a aplicacédo clinica do PRP exige que se inicie o processo de
coagulacdo usando-se o cloreto de calcio a 10% para neutralizar o efeito
anticoagulante do citrato-fosfato-dextrose juntamente com mais um agente

coagulante. O protocolo de Marx (1999) indica a preparagdo de uma mistura de
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10ml de cloreto de calcio a 10% com 10.000 unidades de trombina bovina
topica (GENTRAC). Neste protocolo, 6ml de PRP s&do misturados a 1ml da
mistura de cloreto de calcio-trombina, e a 1ml de ar para servir como bolhas de
mistura, em seguida a seringa € agitada por 6 a 10 s para iniciar a coagulacao

(MARX, 1999).

Shanaman: Filstein; Danesh-Meyer (2001) apresentaram a utilizagdo do gel
de plaquetas juntamente com enxerto autégeno e enxerto alégeno ( 0sso seco
congelado desmineralizado - DFDBA) numa propor¢cdo de 30% de 0SSO
autégeno para 70% de alégeno. O PRP foi obtido por aférese em um volume
de 50 ml e ativado no momento da cirurgia com uma mistura de cloreto de
célcio a 10% com trombina bovina 1.000 U Johnson&Johnson . Segundo estes
autores, o PRP ndo melhorou o desempenho da técnica de regeneracdo 6ssea
guiada porém, melhorou significativamente a manipulacdo do material

facilitando a realizacdo da manobra.

E possivel perceber uma variagdo da técnica de Marx (1999) uma vez que
estes autores relataram a aplicacdo de trombina bovina diretamente sobre o
enxerto, e consequientemente na ferida, durante a manobra de acomodamento
do material de maneira incremental. Talvez este seja o fato principal da falta
de entusiasmo destes pesquisadores quanto aos resultados obtidos com o

PRP e o uso de grandes quantidades de trombina diretamente sobre o enxerto.

Vercelotti (2000) e Vercellotti; Russo; Gianotti (2002) demonstram a
utilizagdo do PRP em varias cirurgias de expansdo alveolar onde o defeito
criado foi preenchido com um vidro bioativo (Biogran®) e PRP ativado com
Botropase® (Botropase batroxobina, A/C Ravizza Farmaceutici). Ap6s 3
meses, nha cirurgia de reabertura, constataram a presenca de osso neoformado

em todo o alvéolo, assim como uma total estabilizacdo dos implantes.

Anitua (1999) em um protocolo simplificado, dispensou a utilizacdo de

bolsas de coletas e utilizando-se tubos e minicentrifugas obtém o PRP a partir



102

de uma pequena porcdo de sangue. Neste protocolo simplificado o volume de
cerca de 1,2 ml por tubo, é associado somente a 501 de cloreto de calcio a

10% e, segundo o autor, apds 5 a 10 min da mistura o gel é formado .

Todo este protocolo, entretanto, estd passando neste momento por uma
profunda mudanca, visto que novos estudos estdo sendo publicados com o
intuito de esclarecer as mudancas qualitativas e quantitativas que ocorrem no
sangue quando se incorpora a ele substancias anticoagulantes ou coagulantes.
(HANDELet. al.,2002).

Landesberg: Roy; Glickman (2000) defenderam a substituicdo do citrato de
fosfato-dextrose pelo uso do EDTA como agente anticoagulante, bem como a
utilizacdo de uma preparacdo comercial pronta, o agente coagulante ITA
(Natrex Technologies Inc, Greenville, NC) para promover a coagulacdo de
PRP. Marx (2000) porém, argumenta que ainda hoje o anticoagulante preferivel
€ o citrato de fosfato-dextrose porque preserva a integridade da membrana das
plaguetas, o que ndo ocorre com o EDTA, pois o mesmo fragmenta as
plaguetas. O autor também mantém a preferéncia pelo cloreto de calcio e
trombina bovina como agente coagulante a preparacdo comercial ITA.
Ressaltou que, uma vez que os defensores de tal preparacdo nao divulgam a
sua composi¢cdo quimica e a maneira como € obtido, o uso desta, ou de
qualguer outra substancia cujo método de elaboracdo € mantido em segredo,

ndo pode ser considerado seguro.

De acordo com Ramesh et al. (1990) os agentes coagulantes modificam o
processo de cicatrizacdo e, por estas razdes influenciam o seu uso cirargico.
Em um estudo com ratos a botropase foi comparada a trombina e a fibrina. Os
resultados histologicos e bioquimicos mostraram que a botropase estimula
todas as fases do reparo dos tecidos enquanto que, a trombina atrasa a

contracado da ferida, porém, a fibrina ndo teve uma acao discernivel.
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Estes trabalhos, assim como os de Handel et al. (2002) reforcam a
necessidade de conhecermos melhor o real mecanismo de agdo dos produtos
anticoagulantes e coagulantes que sédo incorporados as técnicas cirdrgicas a
fim de que possamos ter um maior controle das situag6es clinicas quando

estes elementos sao utilizados.

Da mesma forma existem clinicos e mesmo paises (como alguns da
comunidade européia) que sdo radicalmente contrarios ao uso da trombina
para iniciar o processo de coagulacdo por tratar-se de um material de origem
bovina (MARX; GARG, 2002).

Vercellotti (2000) utilizou em seus trabalhos clinicos a botropase, uma
enzima obtida a partir do veneno de ofidios do género Bothrops. Ele relata
bons resultados com este agente coagulante, uma vez que na lItalia a trombina
bovina tem sua comercializacdo proibida. Este produto coagulante porém,
demora de 5 a 10 min para promover a coagulacdo do PRP (IMPLANTWEB,
2002).

Os riscos de transmissdo de doencas e respostas imunorreativas inerentes
ao uso de um material organico que ndo autdgeno, nos leva a pensar sobre
alternativas que ndo comprometam o uso potencial do PRP, sem contar que,
0s custos das cirurgias realizadas no Brasil quando se agrega a técnica

materiais importados, como a trombina bovina, acrescem significativamente.

Sabendo-se que o PRP é uma fracdo do plasma e que contém grande
guantidade de fibrinogénio e fatores da coagulacdo, parece logico que por si s
este material possa promover a coagulacdo uma vez que o anticoagulante seja
neutralizado. Segundo IVlarx e Garg (2002) existe a possibilidade de se misturar
uma pequena quantidade de sangue autdlogo ou mesmo de osso medular
autdégeno particulado junto ao PRP, pois, estes produtos contém os elementos

necessarios para se iniciar a cascata de eventos proprios da coagulacao.
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Porém, o que se observa na pratica é que nado ha previsibilidade quanto ao
tempo necessério para se promover a coagulacdo do PRP quando se utiliza
apenas o cloreto de calcio a 10%, o que acaba gerando uma ansiedade extra

ao cirurgido que opta por esta técnica.

Um fator que somente agora tem sido alvo da atencdo dos cirurgides é o
fato de que a coagulacdo se da as expensas de reacfes enzimaticas e que por
esta razdo a temperatura tem grande influéncia na velocidade de suas reacdes.
(OTTAWAY; APPS, 1986; VIEIRA; GAZZINELLI; MARES-GUIA, 1996). Sendo
assim, se a temperatura corpéréa de 37°C é previamente alcancada, no

momento que o cloreto de calcio a 10% € misturado ao PRP as reacdes em

cascata iniciam-se imediatamente e promovem a coagulacao.

Partindo-se deste raciocinio esta pesquisa foi realizada e, os resultados
mostram que quando se tem um aquecimento prévio do PRP, e também do
cloreto de calcio a 10% em uma temperatura de 37°C a coagulacédo do plasma
rico em plaquetas pode ser previsivel. Neste estudo foi possivel se promover a
coagulacédo de oito amostras de PRP, em quatro contra-provas cada uma e
obteve-se 100% de coagulagdo em um tempo que variou de 2,42 e 10,45 min.
(GRAF. 3).

Algumas amostras de PRP encontravam-se com a quantidade padrdo de
plaquetas aquém do padrdo do Biobanco que é de 5,5x10"°. Em condicdes
normais, o PRP que se encontra abaixo desta contagem de plaquetas é
sistematicamente descartado para fins hemoterapicos. (TAB. 1 e 2) entretanto,
pode-se observar coagulacdo semelhante em todas as amostras. Apesar de
todas as amostras terem sido testadas quanto a presenca de fatores
intrinsecos que garantem a coagulacdo espontanea do plasma (TTPA), ha que
se levar em consideracdo o fato de que em funcédo da rotina do Banco de
Sangue do Hospital de Clinicas (Biobanco) e do Laboratério de Analises
Clinicas do mesmo Hospital, os testes para a mensuracdo do tempo de

formacédo do coagulo com as amostras do PRP somente foram realizados 48 h
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apls a coleta e centrifugacdo do sangue dos doadores voluntarios. Sabe-se
gue quando se trata de plaguetas, o tempo de armazenagem apdés a coleta do
sangue exerce uma grande influencia na integridade das mesmas. Por esta
razdo, um teste padrdo com trombina foi realizado imediatamente apos a
conclusao dos testes com o cloreto de calcio a 10%. Realizando-se este teste
neste momento, garantiu-se que o PRP testado estava em condi¢bes normais
no que diz respeito a sua capacidade de coagulacdo em comparacdo a

amostra controle de plasma fresco de varios pacientes normais.

A utilizacdo de um coaguldometro, no entanto, ndo nos permite comparar a
organizacdo da rede de fibrina que ocorre com os diferentes agentes
coagulantes, também ndo permite quantificar a porcentagem de fibrinogénio
envolvido na formacdo desta rede de fibrina, nem tampouco as possiveis
alteracdes na viabilidade dos fatores de crescimento com este aguecimento
prévio. Sabe-se que através da andlise com este aparelho, € possivel obter a
coagulacdo de maneira previsivel no que diz respeito a variagcdo de tempo e
gue a incorporacgdo de trombina bovina ou de botropase ndo é de fundamental

importancia quando se quer promover a coagulagdo do PRP.

Ressalta-se que apesar de se obter um tempo maior para a formacéo da
rede de fibrina com a incorporacdo somente do cloreto de célcio a 10% em
comparacdo aos dados da literatura da mistura de cloreto de célcio a
10%+trombina bovina, este tempo pode ser administrado pelo cirurgido, sem
contudo incorporar a técnica os riscos relativos ao uso de um material alégeno

ou xenogeno.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos é licito concluir que:

1. O cloreto de calcio por ser um material inorganico ndo incorpora a
técnica de utilizacdo do plasma rico em plaquetas os riscos inerentes ao

uso de um material ald6geno ou xendgeno.

2. E possivel utilizar o cloreto de célcio a 10% como Unico agente direto a
ser agregado ao plasma rico em plaquetas com o intuito de propiciar a
sua ativacado em condicdes onde variagdes no tempo de coagulagdo néo

interfiram nos resultados.

3. O controle da temperatura do plasma rico em plaquetas a 37°C
possibilitou a formacdo do coagulo em todas as amostras analisadas,

conferindo a técnica mais previsibilidade.

4. Novas pesquisas como as que utilizam anticorpos monoclonados podem
esclarecer de maneira mais completa a formacdo da rede de fibrina
guando se agrega apenas o cloreto de calcio a 10% ao plasma rico em
plaguetas, assim como verificar possiveis alteracdes nos fatores de

crescimento durante o seu aquecimento prévio.
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9.1 TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu
abaixo assinado, portador(a) da carteira de identidade n - :
residente na cidade de ,
na rua ,
n- , telefone declaro estar
ciente que participarei de pesquisa cientifica que visa o estudo da formacéo do
coagulo quando se utiliza cloreto de célcio com uma temperatura controlada
para a ativagao do plasma rico em plaquetas.

Esta pesquisa tem por objetivo provar que nao é necessaria a utilizacao
de componentes do plasma bovino, a trombina bovina, para a ativacdo do gel
de plaquetas, uma fracdo do sangue utilizada em cirurgias 6sseas, uma vez
gue um componente inorganico, o cloreto de calcio, pode perfeitamente fazer
esta funcdo.

Para que esta pesquisa possa ser realizada, parte do sangue por mim
doado (plasma rico em plaquetas) sera utilizada em pesquisa in vitro, em
laboratorio. Este material servira basicamente para a verificacdo dos agentes
aglutinantes, ndo sera multiplicado nem servird como base para experiéncias
genéticas. O excedente (hemécias) sera utilizado pelo Banco de Sangue do
Hospital de Clinicas da cidade de Curitiba- Parana, para transfusdes
sanguineas conforme a necessidade.

A coleta sera realizada pelo proprio Banco de Sangue do Hospital de
Clinicas de maneira padrao para doadores de sangue mas, além da sorologia,
as amostras serdo examinadas também através de hemograma e
coagulograma para se afastar qualquer tipo de doencas sanguineas que
possam alterar os resultados da pesquisa.

Estou ciente que apos a realizacdo dos testes sorol6gicos 0 meu sangue
somente sera utilizado se forem acusados resultados negativos para a
transmissdo de doencas. Uma vez concluido os exames sanguineos serei
informado com privacidade quanto aos seus devidos resultados.

Declaro também que recebi esclarecimento sobre minhas duvidas e que
entendi o propésito da pesquisa. Sendo assim, concordo com a doacao do
sangue e se o resultado dos exames enquadrarem-se na normalidade, autorizo
a sua utilizacdo para pesquisa laboratorial bem como a divulgacdo de seus
resultados junto a comunidade cientifica e a populagcao em geral, preservando-
se meu anonimato.

Curitiba, de julho de 2002.

Pesquisadora Responsavel
Moira Pedroso Leao
Telefones; (41)30291550
(41)3361037
(41) 99947627
Rua Pe Anchieta n- 1846 sl. 1005 Curitiba - PR
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9.2 Fichas de anamnese utilizadas pelo Biobanco

O HOSPITAL DE CLINICAS 3
UWVERSIDADE FEDERAL DO PARANA BiOban0O
REQUISITOS PARA SER DOADOR DE SANGUE

01 - Doencas: o doador deve ser sadio. Se tiver alguma doenca ou faz uso de medicacéo,
vocd podera ser impedido de doar. Ex.: diabetes, convulsdes, cancer, doencas
cardiacas, hipertenséo arterial grave, doencgas crénicas, etc. Em caso de duvidas, ligue
para 360-1875;

02 - Medicamentos: anticoncepcionais, vitaminas, medicacdes digestivas ndo contra-indicam
a doacgdo. Outros medicamentos, como antibidticos, corticoides, antipsicoticos sim. Na
davida, ligue e pergunte ao Biobanco;

03 - idade: entre 18 (dezoito) e 60 (sessenta) anos;
04 - Gmtacgao: gravidas e até 4 (quatro) meses apés o parto ndo podem doar;
05 - Peso: é necessario ter mais de 50kg;

06 - Vacinagdo: uma série de vacinas contra-indicam a doagdo temporariamente. Se vocé foi
vacinado, ligue para o Biobanco e informe-se;

07 - Condigdes Gerais: o doador deve ter dormido bem na noite anterior, nédo podera
exercer atividade de risco de vida apés a doagao, como subir em andaimes, operar
sen'as, etc,;

08 - Alcool: se vocé fez uso excessivo de bebidas alcodlicas nas Ultimas 12 (doze) horas,
ndo doe;

09 - Contato Sexuai - Flelagdo Sexual: relagdo sexual com parceiro(a) ndo fixo(a) nos
ultimos 6 (seis) meses contra-indica a doagao;

10 - AIDS: usuérios de drogas, parceiros sexuais de usudrios de drogas, de promiscuos
sexuais e de receptores de sangue ha menos de 6 (seis) meses nao devem doar sangue;
11 - Hepatite, sifilis e malaria podem contra-indicar a doacgéo. Infomie-se no Biobanco;
12 - Gripe e alergias podem ser motivo de inaptiddo. Infonne-se no Biobanco;
13 - Cirurgias: grandes cirurgias impedem de doar por 6 (seis) meses;
Extracdo dentéria por (trés) dias;
14 - Tatuagem: inaptiddo por 12 (doze) meses;
15 - Homens podem doar a cada 60 dias e mulheres a cada 90 dias;
16 - Documentos: por Lei Federal é obrigatéria a apresentacdo de documento de identidade;
17 - Estar alimentado, porém sem ingestéo de alimentos gordurosos.

Horério para Doacdo de Sangue: Horério para Realizacdo de Exames
Segunda a Sexta-feira: 7h - 18n00 para Doacgéo de Plaquetas:
Sbados e Feriados: 9h30-14h30 Segunda a Sextafeira: 8h-11h

* Apresentar Carteira de Identidade

* Doar em nome do paciente; .
Registro:

Local: Rua Agostinho de Leédo Jr. 108 - Fones (41) 360-1875 ou 360-1800, R. 6417
7h -1 3h - Assist Social Sandra 13h -1 9h - Assist Social Irene
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA Biobanco
TRIAGEM DO DOADOR
Doadorn”:. Data da ultima doagéo:
PREENCHER EM LETRA DE FORMA DATA / /
Nome:
Data de Nascimento: / / RG.: n Sexo: Q m O F
Nacionalidade: Naturalidade: Estado Civil:
Raca: Religido: Profisséo:
Filiagdo:
Enderego:
Bairro: Cidade: Estado:
CEP: ‘_ A_ 1_ | "L U U ! Telefone:

Responda as Perguntas Assinalando Sim (8) ou Nao (N)

Nos ultimos 07 dias teve gripe, dor de garganta, alergia, febre, ferida no corpo?

Teve hepatite, exame positivo ou contato com hepatite nos Ultimos 12 meses?

Nos Ultimos 06 meses teve relacdo com mais de um(a) parceiro(a) ou novo(a) parceiro(a)?

1 QS Q n Jadoou sangue algunna vez?

2 QS Q n Apresentou alguma reagdo?

3 QS ON Considera-se em boa saude?

4 Os Q n Alimentou-se hoje?

5 O S Q n Ingeriu bebida alcodlica nas UGltimas 12 horas?

6 QS Qn

7 QS O n Estafazendo algum tratamento ou tomando remédios?

8 QS Q n Recebeu alguma vacina (antitetanica, anti-rabica, hepatite B) ou outras?
9 Os Qn Temoutevedoengasdosangue, coragdo, rim, figado ou tiredide?
10 O s O n Tem ou teve diabetes, lepra, tuberculose, cancer, asma, convulsdao?

H Os On

m QS Qn Teve doengade Chagas ou exame positivo para Chagas?
Teve malaria (maleita) ou esteve em regido de malaria nos Ultimos 6 meses?
Fez extracdo dentaria nos Ultimos 03 meses?
Fez alguma cinjrgia nos ultimos 06 meses?
Fez acupuntura, tatuagem, colocou brincos nos Ultimos 12 meses?
Esta amamentando, gravida ou teve aborto nos Ultimos 3 meses?
Tem tosse persistente ou falta de ar?
Esta com perda de peso inexplicavel?
Esta com lesdes esbranquicadas na boca e na garganta?

_ Apresenta aumento de ganglios linfaticos?

22 Os O n Tem diarréia persistente?

23 OS On E portador ou teve sifilis?

24 Os O n

25 O s On Teve relagdo homossexual, mesmo que uma se vez ?

26 Os O n E usuarioouja usou drogas injetaveis?

27 O S O n Teve algum(a)parceiro(a) com hemdfilia?

28 OS O n Teve outem algum parceiro(a) com teste positivo de AIDS?

29 OS O n Recebeu sangue nos ultimos 10 anos?

30 O s O n Pagou para manter relagdo sexual nos ultimos 06 meses?

ATENCAO: ENTRE A CONTAMINAGAO PELO VIRUS DA AIDS E O DESENVOLVIMENTO DE

TESTES POSITIVOS PODE LEVAR 06 MESES. SE VOCE SE ENQUADRA EM ALGUMA

SITUACAO DE Risco, NAO DOE SANGUE. VOCE PODE CONTAMINAR ATE 04 PESSOAS.

* NAS DOACOES DE SANGUE PODEM OCORRER REACOES, TAIS COMO; DESMAIOS, NAUSEAS E
SUDORESE. TIRE SUAS DUVIDAS COM OS RESPONSAVEIS PELA TRIAGEM.

Dedaro estar ciente das reagdes e da minha responsabilidade no ato de doar sangue e na veracidade
das respostas assinaladas.

mataum So/<

Assinatura do Doador



PREENCHIMENTO A CARGO DO BIOBANCO

Doacéo para: Registro:
Hemoglobina: Temperatura: _ Peso:
Pulso: PA:

Volume de sangue a ser coletado:

N>» SUS: N® Conector:

Q Apto O Inapto
Causa: Cadigo:

Responsavel pela Triagem: __

Assinature e Carimbo

Responsavel pela Flebotomia:

Assinatura e Carimbo

Obs.:

RESULTADO DA SOROLOGIA:

HBsAQ: HIV:
A-HBc: SGPT:
A-HBs: Elisa Sifilis:
A-HCV: Chagas:
HTLV IAI: P/24:

Responsavel pela Transcricdo dos Resultados..

111-LI
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9.3 Equipamentos de pequeno porte para obtencdo do plasma rico em
plaquetas

9.3.1 PCCS

As informacdes abaixo séo fornecidas pelo préprio fabricante:
Fabricante: 31
Propriedades:
- utiliza 45 a IOOmI de sangue autélogo para 4,5 a 10 ml de PRP.
- E de facil manuseio.
- Pode ser colhido em ambiente ambulatorial ou no consultério
odontolégico.
- Nao requer pessoal técnico especializado para operar o equipamento.

9

Figura 45- Sangue aut6logo Figura 46- Dispositivo Figura 47- PCCS.
sendo inserido dentro interno.

do dispositivo do PCCS.

Fonte- Marx e Garg (2002).

4 M
h|' »
i 1
Figura 48- Bolsa com  Figura 49- Distribuicao Figura 50- PRP pronto.
PRP ainda com homogénea das plaquetas
botdo plaquetario. no PRP.

Fonte- Marx e Garg (2002).
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9.3.2 Smart PreP Platelet Concentrate System

As informacdes e imagens que seguem abaixo sdo fornecidas pelo

préprio fabricante:
Fabricante: Harvest
Propriedades:

Tempo de centrifugagdo: 15 minutos.

Dispensa o uso de bolsa coletora de sangue.

Automaético, de facil manuseio.

Acompanha kits pré-montados descartdveis para 50 ou 100cc se
sangue.

Requer 50cc de sangue para 3-9cc de PRP ou 100cc de sangue para
10-20CC de PRP.

Alta taxa de coleta de plaquetas viaveis (70%).

A concentracdo plaquetaria pode ser facilmente ajustada.

Possibilita a retirada de sangue do préprio paciente.

Dispensa coleta prévia.

Estabilidade do PRP em temperatura ambiente por 8 horas com este
meétodo estéril.

Figura 51- Smart PreP Figura 52- Separacédo dos elementos

do sangue. Botéo plaquetério.

Figura 53- Sistema fechado de separacao celular

Através da densidade propria do sangue, suas fracdes sao separadas

por um processo de centrifugacdo. Apds o inicio da rotacdo o dispositivo
interno assume uma posicao vertical, separando o RBP do PRP e PPP. Na
segunda etapa da centrifugacéo a velocidade de rotacdo diminui e o PRP e
o PPP passam para o0 outro compartimento.



121

Figura 54- Materiais Figura 55- DiIspersador Figura 56- Gel de plaquetas

Este equipamento acompanha um dispersador simultaneo das substancias
ndo homogéneas, possibilitando a formac&o rapida do gel de plaquetas.
(HARVEST TECHNOLOGIES CORPORATION, 2002).

9.3,3 ACE

As informagdes e imagens abaixo séo fornecidas pelo fabricante.

Fabricante: ACE
Propriedades:

Tempo de centrifugagcdo: 2 centrifuga¢cdes de 10 minutos cada.

Utiliza tubos de ensaio para a centrifugacgao.

A coleta e separacao do plasma tém que ser feita manualmente.

Requer a utilizacdo de seringas descartaveis para a coleta e separagao
do sangue.

Possibilita a retirada de sangue do préprio paciente.

Dispensa coleta prévia.

O PRP deve ser utilizado imediatamente ap0s a coleta e centrifugacao.

Figura 57- Centrifuga ACE
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Figura 58- Coleta

do sangue em tubos . .
Figura 59- Colocacéo
inclinada dos tubos.

Figura 60- Primeira
centrifugacéo. _ .
Figura 61- Separacao celular
apos primeira centrifugacao.

%
Figura 62- Transferéncia
do PRP juntamente com
a primeira camada de
células vermelhas

Figura 63- Colocacao do conteudo
aspirado em outro frasco.

Figura 64- Segunda
centrifugacao. Figura 65- Bot&o plaquetario
no fundo do tubo.
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Figura 66- Retirada do plasma Figura 67- Colocagao do PPP em
pobre em plaquetas (PPP). um recipiente esteéril.

Figura 68- Retirada do plasma Figura 69- Separacdo do PPP

rico em plaquetas(PRP). (amarelo) do PRP (vermelho).

Fonte: ACEuropa Lda (2002)



