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RESUMO

A reparagdo Ossea ¢ freqlientemente necessaria para possibilitar a colocacdo de implantes em
uma posicao ideal de estética e func¢do. As técnicas cirurgicas de reconstru¢do t€ém como
objetivo uma melhora na qualidade e quantidade 6ssea para que o rebordo retorne as fungdes
de suporte, tal como antes da perda do dente natural. Recentes relatos da literatura apontam o
plasma rico em plaquetas e sua viabilidade bioldgica para uma atuagdo perfeita sobre o
reparo. Neste trabalho, vinte e cinco pacientes foram selecionados, e o sangue coletado foi
submetido a dois protocolos de obtencdo do plasma rico em plaquetas (uma e duas
centrifugagdes). Este plasma foi avaliado de forma quantitativa (contagem plaquetaria
manual, através de Camara de Newbauer) e qualitativa (fungdo plaquetdria de agregacao,
através da utilizagdo do agregdémetro). Os resultados obtidos demonstraram que o processo
duplo de centrifugacdo determina uma maior concentracdo de plaquetas no plasma, mas
ocorre uma diminuicdo na funcdo de agregacdo plaquetdria. Novas pesquisas serao
necessarias para melhor avaliacdo da degranulagdo plaquetaria e a conseqiiente acdo dos seus
respectivos fatores de crescimento.

Palavras-chave: plasma rico em plaquetas, gel de plaquetas, concentrado de plaquetas,
enxertos 0sseos, reparo 0sseo.



ABSTRACT

The bone regeneration is frequently necessary to facilitate the placement of implants in an
ideal position of aesthetics and function. The surgical techniques of reconstruction have as
objective an improvement in the quality and bone amount so that the edge comes back to its
support functions, just as before the loss of the natural tooth. Recent reports of the literature
aim the platelet-rich plasma and its biological viability for a perfect performance on the
repair. In this work, twenty-five patients were selected, and the collected blood was submitted
to two protocols of obtaining of the platelet-rich plasma (one and two centrifugalizations).
This plasma was evaluated in a quantitative way (manual platelets count, through Camera of
Newbauer) and qualitative (platelet function aggregation, through the use of the
aggregometer). The obtained results demonstrated that the double process of
centrifugalization determines a larger platelets concentration in the plasma, but it occur a
decrease in the platelet aggregation function. New researches will be necessary for better
evaluation of the one of platelet granulation and the consequent action of its respective growth
factors.

Word-keys: platelet-rich plasma, platelet gel, platelet concentrated, bone grafts, bone repair.
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1. INTRODUCAO

A expectativa da ciéncia ¢ a previsibilidade, principalmente quando se trata de
procedimentos regenerativos. As técnicas reconstrutoras buscam solucionar ou muitas vezes
minimizar as seqiielas estéticas e funcionais determinadas pelas perdas Osseas e dentarias,
visando menor morbidade e um material com propriedades ideais para substituicdo do o0sso
humano.

Com a evolucdo da Implantodontia, varias técnicas tém sido desenvolvidas para
alcancar condicdes ideais de posicionamento e estética, e assegurar a osseointegracao dos
implantes. Portanto, a presenga de um volume Osseo suficiente ¢ um pré-requisito
fundamental no planejamento com implantes osseointegrados.

A literatura tem salientado as propriedades regenerativas do plasma rico em plaquetas
(PRP), que pode ser considerado um agente catalisador no processo de reparo. O
processamento do plasma rico em plaquetas envolve o seqiiestro e concentracdao de plaquetas
com seus fatores de crescimento, que sdo considerados os iniciadores universais de quase todo
o processo de cicatrizagdo. O plasma rico em plaquetas trata-se de um principio terapéutico
inovador que, através de uma fonte autdogena de fatores de crescimento, acelera as ja
existentes etapas do reparo da ferida cirtrgica.

O Plasma Rico em Plaquetas, uma modifica¢do da cola de fibrina, obtido do sangue
autdogeno e contendo seus fatores de crescimento tem sido amplamente utilizado nos
procedimentos de reconstrucdo para Implantodontia e Cirurgia Bucomaxilofacial. Estes
fatores de crescimento, como citado anteriormente, formam um grupo de polipeptideos que
tétm uma a¢do importante nas diversas etapas do reparo tecidual atuando como agentes
reguladores e estimuladores dos processos celulares de mitogénese, quimiotaxia,
diferenciagdo e metabolismo. As agdes destes fatores sdo bastante complexas porque podem
determinar diferentes efeitos sobre um mesmo tecido. Por exemplo, o fator de crescimento de
transformagdo B (TGFp) estimula o crescimento in vitro de certos fibroblastos quando na
presencga de Fator de crescimento derivado de plaquetas(PDGF) mas inibe este crescimento se
houver Fator de crescimento epidérmico (EGF). Portanto, o plasma rico em plaquetas tem sua
utilizagdo embasada cientificamente, pois possibilita a modulacio dos processos
regenerativos, determinando uma osteogénese mais rapida e de melhor qualidade.

O plasma rico em plaquetas ¢ uma preparacdo obtida através de sequestracdo e

concentragdo de plaquetas por centrifugacao de gradiente de densidade. Esta separacao celular
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(centrifugagdao) visa obter um plasma com a maior concentragdo de plaquetas quando
comparada com a contagem basal do sangue periférico. Existem varios protocolos de
obtencdo sugeridos na literatura para encontrar a concentracdo plaquetaria ideal e maior
liberagdo dos fatores de crescimento, que sdo os responsaveis imediatos pelo processo
cicatricial. Portanto, o estabelecimento de um protocolo baseado em uma analise quantitativa
e qualitativa das plaquetas torna-se indispensavel para alcangar o sucesso clinico deste

procedimento.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Para melhor entendimento da evolucao e estagio atual do plasma rico em plaquetas, a
revisdo estard subdividida nos seguintes topicos:

2.1. Plaquetas

2.2. Plasma rico em plaquetas

2.3. Obtencao do plasma rico em plaquetas

2.4. Contagem plaquetaria

2.5. Agregagao plaquetaria

2.1. Plaquetas

O sangue ¢ um tecido conjuntivo que circula pelo sistema cardiovascular e
desempenha importantes funcdes que mantém a integridade funcional do organismo, entre as
quais podemos citar:

e transporte de nutrientes e oxigénio para as células;

e remocao do didxido de carbono e residuos metabolicos;

e combate a infeccao através dos elementos celulares e humorais;

e termorregulador.

O tecido hematoldgico ¢ formado pelo conjunto de sangue periférico e medula Ossea.
O sangue periférico ¢ constituido por elementos figurados e plasma. Os eritrocitos, leucocitos
e plaquetas correspondem aos elementos celulares, enquanto que o plasma corresponde ao
liquido intercelular que confere ao sangue suas propriedades liquidas. O volume relativo de
células e plasma ¢ de aproximadamente 45% e 55% respectivamente. Este valor ¢ obtido por
centrifugacdo, medindo-se o volume celular e plasmatico em 100ml de sangue total (figura 1).
Na parte superior da camada celular promovida pela centrifugagdo existe outra camada mais
delgada chamada de creme ou papa leucocitaria (buffy coat), sendo constituida por leucocitos

e plaquetas JUNQUEIRA , CARNEIRO, 1999).

Centrifugagao

Plasma
Buffy Coat

Sangue total Eritrocitos

Figura 1 - O processo de centrifugagdo determina a separag@o dos elementos do sangue de acordo com o seu
gradiente de densidade.



Os eritrocitos, leucocitos e plaquetas tém sua origem, apds nascimento, na medula
Ossea, mas na fase adulta, apenas os 0ssos esponjosos compreendem o 6rgao hematopoéitico.
A celularidade da medula 6ssea diminui com a idade, em torno dos 65 anos diminui 30% e
progressivamente até 50% devido ao aumento de gordura(VERRRASTRO, LORENZI e
WENDEL NETO, 1996).

O plasma ¢ principalmente constituido por agua que serve de solvente para proteinas,
gases (oxigénio, dioxido de carbono, nitrogénio), eletrolitos, nutrientes (glicose, lipidios,
aminoacidos) materiais residuais e substincias reguladoras (hormoénios, enzimas). As
proteinas sdo as maiores substincias dissolvidas e estdo subdivididas em: fibrinogénio,
globulinas e albuminas. O fibrinogénio ¢ produzido no figado e atua no processo de
coagulacdo sanguinea. As albuminas também produzidas no figado sdo as menores proteinas e
responsaveis pela pressdo osmotica exercida sobre a parede vascular. As globulinas
correspondem as imunoglobulinas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

As plaquetas podem ser concentradas e capturadas por protocolos de centrifugagao,
assim obtemos o denominado Plasma Rico em Plaquetas (PRP), que tem sido amplamente
utilizado na Odontologia.Varios autores t€ém salientado as propriedades regenerativas do
plasma rico em plaquetas (PRP), que pode ser considerado um agente catalisador no processo
de reparo. Desta forma, torna-se interessante conhecer alguns detalhes da estrutura e fungao
plaquetaria.

A descoberta das plaquetas como uma classe de corpusculos do sangue foi descrita por
Bizzozzero (1882). Em 1888, Eberh e Schimmelbusch descreveram sobre a importancia das
plaquetas no processo de inicio da hemostasia e formagao do coagulo. Além disso, Aschoff
(1925) relatou sobre a interacdo das plaquetas com todos os elementos do sangue.

As plaquetas sdo pequenos fragmentos citoplasmaticos, anucleados, derivados de
células da medula 6ssea denominadas de megacariocitos. Na formagdo das plaquetas,
minusculas por¢des do citoplasma separam-se das regides periféricas dos megacariocitos
através de grandes canais de demarcagdo plaquetaria. A membrana que reveste estes canais
surge por invaginagdo da membrana celular e apresentam continuidade com o espago
extracelular. O continuo desenvolvimento e a fusdo das membranas de demarcagdo
plaquetaria produz a separacdo completa dos fragmentos citoplasmaticos para formar as
plaquetas. Um megacaridcito pode originar duas a trés mil plaquetas. Ao final o
megacariocito se encontrara desnudo a espera da apoptose pelas células reticulo-endoteliais

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).
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As plaquetas sdo os menores componentes corpusculares do sangue humano (didmetro
2 a4 um) e seu numero fisiolégico no organismo varia de 150.000 a 300.000/mm’ de sangue.
Elas abrigam um citoplasma com uma complexa rede de organelas e substancias que
possibilitam a execu¢do de inimeras fungdes. Além disso, possui uma membrana de
superficie trilamelar, sendo duas camadas de proteinas ¢ uma camada de lipidios. Esta
membrana tem uma invaginacao citoplasmatica formando um sistema canalicular aberto que
propicia uma ampla superficie que contém a maior parte da atividade do fator plaquetario 3 e
possuir receptores que reagem com a trombina (RAPAPORT, 1978; HOFFBRAND e
PETTIT, 2001). Os receptores da membrana servem para ativacdo e interacao
interplaquetaria. Entre os receptores podemos citar:

e GPIb/IX - adesao das plaquetas ao colageno e camada subendotelial.

e COL- receptor para o fator de vonWillebrand.

e (GPIa - interage na adesdao quando na ligagao ao COL.

e GPIIb/Illa - serve como local de ligagdo de moléculas adesivas como, por
exemplo, o fibrinogénio.

Esta ultra-estrutura plaquetaria exibe um sistema microtubular submembranoso que
mantém a morfologia da plaqueta e forma um cito-esqueleto que estabiliza a célula,
permitindo circular como um disco achatado (Figura 2). Os microfilamentos distribuidos ao
longo do citoplasma (incluindo proteinas musculares) estdo envolvidos nas alteragdes de
contragdo e secrecao das plaquetas, bem como na retracdo do coagulo. Uma das maiores
proteinas plaquetarias ¢ a actina. Muitas respostas plaquetdrias requerem forga gerada pela
contratibilidade destas proteinas. Estas respostas incluem secre¢do, mudanga de forma,
agregacdo e retracdo do codgulo. As plaquetas também possuem inumeras organelas,
incluindo alfa granulos, que contém uma variedade de proteinas (RAPAPORT, 1978;
HOFFBRAND e PETTIT, 2001; WHITE e JENNINGS, 1996):

e corpos densos, que contém calcio,adenina nucleotideos e serotonina;

e lisossomos(hidrolases);

e peroxissomos(catalases);

e Mitocondrias e um sistema tubular denso (célcio, prostraglandinas e tromboxano).

Acredita-se que o sistema tubular denso atua também como bomba seqiiestradora de
calcio, fornecendo baixos niveis de calcio citoplasmatico nas plaquetas em repouso. O célcio
estabiliza a coagulagdo e tem grande importancia no metabolismo das plaquetas, tais como:

facilitar a ligacdo com o fibrinogénio (fase da agrega¢do), estimular a formacdo de
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pseudopodos (retracdo plaquetaria) e centralizar os granulos plaquetarios, facilitando a
fixacdo dos pseudopodos e agregacao.

As plaquetas exibem ainda granulos densos e alfa. O granulo alfa contém coagulantes
e proteinas adesivas tais como fibrinogénio, fibronectina, vitronectina, fator V e também sao
responsaveis pela producdo e liberagdo de fatores de crescimento como o Fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF). Dependendo da for¢a do estimulo, o contetido
dos granulos alfa, dos granulos de nticleo denso ou mesmo dos granulos lisossomiais podem
ser liberados. Durante o processo de ativacdo, ocorrem alteragdes no complexo de
glicoprotéinas IIb/Illa, resultando na formagdo de receptores capazes de ligar diversas
proteinas plasmadticas, mais notavelmente o fibrinogénio na presenca de calcio, as plaquetas
apresentam um espessamento em direcdo umas as outras, resultando na agregacao plaquetaria.

Portanto a ultra-estrutura plaquetdria pode distinguir trés zonas importantes
(VERRRASTRO & LORENZI & WENDEL NETO, 1996):

e Zona periférica: regido que recebe e transmite os estimulos para as funcdes de
aderéncia e agregacdo. A membrana da plaqueta ¢ trilamelar, formada por proteinas (laterais)
e lipidios (central). Abaixo da membrana, se localiza uma camada (submembrana) com
microtubulos e ou filamentos que constituem o esqueleto plaquetario. Estes microfilamentos
sdo responsaveis pela forma discoide da plaqueta e pela formagao dos pseudopodos.

e Zona Gel: também denominada de hialoplasma e contém material amorfo, fibroso
e em varios estados de polimerizagdo. Contém o sistema contratil, responsavel pela mudanca
da forma, extrusao dos pseuddpodos e secrecdo da plaqueta.

e Zona das organelas: representada pelos granulos, corpos densos, mitocondrias,
sistema tubular denso e particulas de glicogénio dispersos no citoplasma. As mitocondrias
apresentam estrutura simples e sdo responsaveis em grande parte pelo metabolismo energético

das plaquetas durante sua ativagao.
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- granulos o - especificos

- granulo elétron-denso

- glicocénio

- mucopolissacaridio de superficie

- lisossomo

- membrana plasmatica (Pf3) Fosfolipidios

- sistema caniculas ligado a superficie das plaquetas

@ ~N @O s Wk =

- filamentos submembranosos
(proteina contratil das plaquetas)

9 - sistema tubular denso
(sintese de prostoglandinas, fluxo de calcio)

10 - microtibulos periféricos
(alteragao na forma; liberagao)

11 - mitocondria

Figura 2 - Ultra-estrutura plaquetaria.

Fonte: HOFFBRAND & PETTIT, 2001.

A plaqueta permanece no interior do sistema vascular e ndo ¢ encontrada nos fluidos
extracelulares. Oitenta por cento das plaquetas estdo sempre circulando e 20% estdo
concentradas no bago. Elas se movem livremente entre estes dois compartimentos. Se o bago
aumenta de modo expressivo, a distribuicdo das plaquetas sofre um desvio e até 80% delas
podem estar concentradas no bago. Por razdes desconhecidas, a medula dssea ndo aumenta a
produ¢do o suficiente para compensar este desvio, resultando em uma moderada
trombocitopenia (RAPAPORT, 1978).

A medula 6ssea ndo contém uma reserva de plaquetas. Se por qualquer razdo, a maior
parte das plaquetas circulantes ¢ destruida ou perdida (por exemplo, depois de hemorragia
macica cuja reposi¢ao foi feita com sangue armazenado, que ndo contém plaquetas vidveis), a
trombocitopenia resultante persiste por alguns dias antes que sejam produzidas plaquetas
suficientes para corrigi-las (VERRRASTRO, LORENZI e WENDEL NETO, 1996).

As plaquetas morrem de senescéncia e apresentam um furnover fisioldgico de
aproximadamente dez dias, sendo retiradas da circulagdo pelo sistema fagocitario
(mononuclear) principalmente do baco (RAPAPORT, 1978).

As plaquetas sdao elementos importantes na hemostasia, principalmente na fase inicial,
gracas as fungdes de aderéncia do colageno e agregacdo entre si para formar o tampao
hemostatico no local da lesdo vascular.

As plaquetas participam ativamente no processo de reparo das feridas, sendo as

primeiras células presentes no local do trauma (ANDREASEN e ANDREASEN, 2001). Além
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do papel hemostatico, as plaquetas exercem um efeito sobre a iniciacdo de toda resposta
vascular e atracdo, ativacdo dos neutrofilos, macrofagos, fibroblastos e das células endoteliais.

Os eventos que ocorrem no reparo podem ser classicamente divididos em quatro fases:
hemostasia, inflamacgao, proliferagdo e remodelagao.

A capacidade das plaquetas em aderir as superficies teciduais expostas, bem como
entre si, ¢ fundamental para a fungao hemostatica nos eventos cicatriciais. A adesao e ativagao
das plaquetas ocorrem quando elas entram em contato com o coldgeno e as microfibrilas da
matriz subendotelial liberando localmente fatores, tais como a trombina, ADP, fibrinogénio,
fibronectina, tromboplastina e fator VIII Von Willebrand. Além da agregacdo e ativacao
plaquetaria, a cascata da coagulagdo ¢ iniciada. O desafio da coagulacdo ¢ a conversdao do
fibrinogénio em fibrina, que criard uma rede para captura de fracdes do plasma e elementos
formados. Este coagulo de fibrina ¢ formado intra e extravascular dando suporte ao tampao
plaquetario inicial A ativagdo da cascata da coagulagdo ocorre pela exposi¢do do endotélio
vascular e presenca de fatores teciduais. A trombina ¢ gerada, a qual ativa as plaquetas e
catalisa a geragdo e formacdo de fibrina a partir do fibrinogénio. A formacdo de fibrina ¢
considerada a chave para estabilizagdo do trombo plaquetirio e sua resisténcia de
permanéncia.

O caminho da coagulagdo extrinseca ¢ iniciado pela tromboplastina tecidual e fator
VII, ao passo que a coagulacdo intrinseca depende da exposicdo das plaquetas ao colageno
endotelial e ativag¢do dos fatores XII, precalicreina e cinogénio. Portanto as plaquetas iniciam
0 processo hemostatico, passando de um estado inerte para originar um processo de varias
etapas, tais como (ANDREASEN e ANDREASEN, 2001; ANITUA, 2000; FITZGERALD,
2001):

e Adesio: as plaquetas se aderem especificamente ao endotélio que se torna exposto
apos ruptura do vaso e interage com o fator de Von Willebrand e com as fibras coldgenas do
interior da parede do vaso sanguineo.

e Ativacdo: as plaquetas passam de forma discoide para esférica emitindo
pseuddpodos que permitem contato interplaquetario. Apos a ativagdo ocorre uma alteragdo
nas glicoprotéinas da membrana plaquetaria que favorecem a tendéncia de unido entre as
plaquetas.

e Agregacao: apos formacdo do trombo plaquetario, as plaquetas unidas dependem

da ativacao de receptores que aderem ao fibrinogénio.e iniciam a degranulagdo (Figura 3).
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Figura 3 - A exposicdo das plaquetas resulta em ativag@o e degranulagao.

Fonte: ANDREASEN e ANDREASEN, 2001.

A acdo combinada de substancias liberadas pelas plaquetas, da coagulacdo sanguinea e
da degradacao tecidual resulta em hemostasia, inicio da resposta vascular e liberagdo de sinais
para a migragdo, proliferacdo e ativacdo celular. Estes eventos sdo em grande parte
controlados e dirigidos pelos fatores de crescimento especificos e quimiotaticos, levando a
proliferacdo e migracdo de células ativas no processo de cicatrizacdo. Estes mediadores sdo
produzidos por diferentes tipos celulares e sdo coletivamente classificados como citocinas,
visto que modulam as respostas inflamatéria e imunologica.

Entre os fatores de crescimento liberados pela degranulagdo plaquetaria e existentes no
plasma rico em plaquetas podemos citar (ANDREASEN e ANDREASEN, 2001; ANITUA,
2000; MARX, 1999):

e Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF).
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e Fator de crescimento de transformacao B( TGFp).

e Fator de crescimento semelhante a insulina( IGF).

e Fator de crescimento epidérmico (EGF).

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) estd envolvido em quase todo o
reparo pelo duplo papel de reservatorio de fator de crescimento e fator de hemostasia, sendo
liberado de plaquetas ativadas pela trombina ou colageno. Possui um efeito mediador
regulando a migracgdo, proliferacdo e sintese de matriz de uma variedade de células. Trata-se
de uma glicoprotéina com uma massa molecular de aproximadamente 30kd. Embora seja o
principal fator de crescimento nas plaquetas, também ¢ sintetizado e secretado por macréfagos
e células endoteliais.Existem aproximadamente 1200 moléculas de PDGF por cada plaqueta,
evidenciando o grande potencial para um melhor reparo e regeneragdo Ossea quando a
quantidade de plaquetas ¢ aumentada pelo plasma rico em plaquetas. O PDGF ¢ o primeiro
fator de crescimento na ferida e guia a revascularizacdo, sintese de colageno e regeneragao
Ossea, atuando nos mecanismos de mitose, angiogénese e ativagdo de macrofagos para
debridamento e fonte para outros fatores de crescimento atuarem (ANDREASEN e
ANDREASEN, 2001; MARX, 1999).

O fator de crescimento de transformacdo B (TGFP) pode ser sintetizado pelas
plaquetas,macrofagos, osteoblastos, fibroblastos e alguns outros tipos celulares. Este fator é
subdividido em TGFB1 e TGFB2 e estdo relacionados com o reparo do tecido conjuntivo e
regeneracdo Ossea. As fungdes mais importantes do TGF sdo a quimiotaxia e mitogénese dos
osteoblastos, estimulando a deposi¢do de coldgeno para formagdo o6ssea. Além disso, inibe a
formag¢do de osteoclastos e conseqiientemente a reabsorcdo dssea (ANDREASEN e
ANDREASEN, 2001; MARX, 1999).

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) ¢ encontrado nas formas de IGF1 e
IGF2. Sao fatores secretados pelos osteoblastos e sua presenca nas plaquetas age como
precursoras de osteoblastos. Sdo proteinas relativamente pequenas, com massas moleculares
de aproximadamente 7,5 kd (MARX, 1999).

O fator de crescimento epidérmico (EGF) ¢ produzido pelas plaquetas, glandulas
salivares e duodenais, além de também ser encontrado na urina. Este fator tem um efeito
proliferativo celular nos fibroblastos periosteais e células endoteliais (ANDREASEN e
ANDREASEN, 2001).

Com este sucinto reconhecimento da estrutura e das fung¢des plaquetdrias, bem como

seu envolvimento no processo de reparo das feridas, pretendemos reforgar o intuito deste
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trabalho em demonstrar a viabilidade plaquetaria tanto em termos quantitativos como

qualitativos quando no preparo e obtengao do plasma rico em plaquetas.
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2.2.Plasma rico em plaquetas

O plasma rico em plaquetas apresenta na sua constituicdo basica trés componentes:
plasma, leucdcitos e plaquetas. O plasma ¢ formado pelo soro sanguineo mais os diversos
fatores de coagulacdo. Os leucécitos sdo as células que conferem a resisténcia natural ao
plasma rico em plaquetas. As plaquetas representam o componente mais importante devido a
liberacao dos fatores de crescimento (MARX, 1999; WHITMAN, BERRY e GREEN, 1997).
Os fatores de crescimento sdo mediadores biologicos naturais que exercem varios efeitos
sobre os processos de reparo e regeneracao. Estas moléculas sdo consideradas as iniciadoras
universais de quase todos os processos de reparo (MARX, 1999). Os fatores de crescimento,
embora liberados conjuntamente pelos granulos alfa plaquetarios, apresentam épocas
definidas de atuagdo. Inicialmente o PDGF atua na angiogénese e na diferenciagdo celular
inicial. O TGF-B aprimora a diferenciacdo celular e conjuntamente estimula a maturacao
celular. O IGF-I termina a maturagdo e programa a consolidagdo da cicatrizagdo através de
estimulo de outras células (MARX, 1998).

O processamento do plasma rico em plaquetas (PRP) permite a concentragdo de
grande nimero de plaquetas com seus fatores de crescimento, em minimo volume de plasma.
As plaquetometrias realizadas no PRP comparadas com contagens feitas no sangue periférico
de quarenta e quatro pacientes apontaram concentragdes de valores de aproximadamente trés
vezes superiores. Quando estas plaquetas foram contabilizadas em esfregacos de sangue, o
PRP demonstrou aumento de 900% sobre o nimero inicial de contagem basal de plaquetas
(MARX, 1999).

Um outro aspecto altamente favoravel do PRP, diz respeito ao fato de ser uma
preparagdo autdgena que ¢ realizada antes do procedimento cirtrgico e, portanto reduz o risco
de transmissdo de doengas infecto-contagiosas quando comparada com outros produtos
(WHITMAN , BERRY e GREEN, 1997).

Os resultados da associagdo do PRP com enxertos 6sseos t€ém demonstrado uma
consolidacdo mais rapida e uma mineraliza¢do do enxerto em 50% do tempo requerido, além
de um aumento de 15 a 30% na densidade do osso trabecular (MARX, 1999).

MARX (1999), relatou a eficiéncia dos fatores de crescimento liberados pelas
plaquetas que ocorrem desde o inicio da cirurgia. Portanto o efeito destes fatores incide no
nivel de neoformagdo 6ssea desde o primeiro estidgio determinando aceleragdo no reparo e

produzindo um tecido 6sseo de maior densidade.
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ANITUA (1999) através de um estudo clinico em vinte pacientes submetidos a
extracdo dentdria prévia a colocacao de implantes, verificou que nos alvéolos tratados com
PRP e enxerto apresentaram maior espessura ossea vestibulo-lingual e melhor epitelizacao
que o grupo controle sem PRP, em um periodo de 16 semanas. Além disso, o autor relatou o
uso de PRP em outros 250 pacientes com evidéncia de sucesso clinico.

MARX e GARG (1999) sugerem o uso do PRP nos casos que apresentam menores
chances de sucesso nos enxertos 6sseos € osseointegragdo, como, por exemplo, o edentulismo
total (maxila severamente reabsorvidas), pacientes com osteoporose e casos de doenga
dentaria com subseqiiente alteragdo nos tecidos adjacentes.

CARLSON (2000) enfatiza as perspectivas da utilizagdo do PRP com enxertos
autdégenos como um grande avango do século XXI, vislumbrando um futuro da eliminacao de
areas doadoras de enxertia utilizando-se das proteinas osseomorfogenéticas.

Um estudo retrospectivo das publicagdes sobre PRP na Odontologia foi desenvolvido
por CARLSON e ROACH (2002) sendo constatado que o uso do PRP foi benéfico para o
reparo tecidual envolvido.

Da mesma forma PACIFICI, CASELLA ¢ MAGGIORE (2002) revisaram técnicas de
obtencdo do PRP e sugeriram um novo protocolo, concluindo que o PRP é uma fonte
autogena atoxica, ndo imunogénica de fatores de crescimento, e capaz de acelerar o processo
normal do reparo dsseo.

GIL et al (2002) relatam os efeitos benéficos de reconstru¢do em fendas alveolares
com enxerto 6sseo autdogeno associado ao PRP. Os autores enfatizam as vantagens de
cicatrizagao mais rapida da mucosa e do enxerto, além de possibilitar o uso de area doadora
com menor volume de enxerto que pode ser compensado com a adicao do PRP.

Estudos experimentais em animais (ZECHNER, 2003), com anélises histologicas e
histomorfométricas concluiram que a aplicacdo do PRP acelera a atividade de regeneracao
Ossea em sitios de implantes durante fases precoces do reparo.

SANCHEZ , SHERIDAN e KUPP (2003) também consideram uma evidéncia
cientifica 0 uso do PRP em combinagdo com enxertos dsseos nas cirurgias reconstrutivas,
constatando a opinido unanime de acelera¢ao ¢ melhora da qualidade do osso regenerado.

A associacao do PRP com produtos xenodgenos comprovou ser eficaz em aplicacao
clinica em 21 pacientes com defeitos periodontais (LEKOVIC, 2002), também confirmado

por estudos clinicos anteriores (KASSOLIS , ROSEN e REYNOLDS, 2000) .
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Além deste, outro estudo clinico em levantamento do seio maxilar com implante
imediato em maxilas severamente reabsorvidas, utilizando-se de produtos xenogenos ¢ PRP,
também obtiveram um sucesso de 92,9% no reparo (RODRIGUEZ, 2003).

WOIJTOWICK et al (2003) observando os efeitos da associagdo do PRP com material
xendgeno sugerem que mecanismos genéticos influenciam a organizacdo do padrao trabecular
do tecido 6sseo regenerado, provavelmente sob a influéncia de fatores de crescimento
contidos no PRP.

SHANAMAN, FILSTEIN ¢ DANESH-MEYER (2001), questionam a possibilidade
de osteoindug¢do do PRP e afirmam através de estudo clinico que a associagdo do PRP com
enxertos xendgenos nao influenciou na quantidade e qualidade do osso neoformado quando
comparado com técnicas de regeneracao tecidual guiada.

Outros autores (VENTURELLI, 1999; DANESH-MEYER, FILSTEIN e
SHANAMAN, 2001; FROUM et al, 2002; PHILIPPART, 20003; WILTFANG, 2003;
WOIJTOWICZ, 2003 , também sugerem que a associacdo do PRP com materiais aloplasticos
ndo seja tao eficaz quando comparados aos enxertos autdogenos.

OKLUND (1986) também comprovou em estudos experimentais que o reparo 6sseo €
mais lento em enxertos xendgenos. Além disso, MARX (1998) observou a formagdo Ossea
completa em fendas alveolares em um periodo de seis meses quando utilizou como material
de enxerto o osso xendgeno Nos casos em que utilizou material aloplédstico ocorreu uma

formacao 6ssea de apenas de 30% no mesmo periodo.
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2.3. Obten¢do do plasma rico em plaquetas

O plasma rico em plaquetas ¢ obtido a partir da coleta de sangue, por meio de um
processo que utiliza o principio da separagdo celular por centrifugacao diferencial.

O volume sanguineo necessario depende do protocolo utilizado. Na literatura,
podemos encontrar protocolos que utilizam 450 a 500ml de sangue na preparagdo do plasma
rico em plaquetas. Estes protocolos sdo realizados em bancos de sangue ou ambientes
cirirgicos hospitalares, utilizando-se de bolsas coletoras e centrifugas de maior porte e
complexidade. Estas bolsas coletoras apresentam trés compartimentos, que sao preenchidos
de acordo com as etapas realizadas (WHITMAM , BERRY e GREEN, 1997; MARX, 1998;
ROSENBERG e TOROSIAN, 2000).

Quando a preparacdo do plasma rico em plaquetas ¢ realizada em ambiente
ambulatorial, pode-se utilizar um volume sanguineo que varia de 10 a 80ml. O material ¢
coletado em tubos de ensaio e sdo centrifugados em dispositivos menos sofisticados e de facil
manuseio. Varios autores tém sugerido a simplificacdo de obtengdo do plasma rico em
plaquetas (ANITUA, 1999; SONNLEITNER, HUEMER e SULLIVAN, 2000;
LANDSBERG , ROY ¢ GLICKMAN, 2000).

A seqiiéncia do processo de obteng¢do esta basicamente dividida em trés etapas:

1* Etapa: Puncao venosa e coleta do sangue.

2" Etapa: Separacdo celular (centrifugacao).

3% Etapa: Preparo do plasma.

1* Etapa: Puncao venosa e coleta do sangue.

e Locais de acesso:

A localizacao adequada e verificagdo da condicdo do acesso venoso sao um fator
decisivo para o éxito do procedimento e evitar desconforto desnecessario ao paciente. A
selecdo do acesso deve sempre dar preferéncia para veias localizadas em membros superiores.
As veias de extremidades inferiores devem ser evitadas pelo risco de flebite em veias
varicosas e possibilidade de embolia pulmonar. Em pacientes idosos convém salientar a
fragilidade nos tecidos de sustentacdo que pode determinar o extravasamento sanguineo com
conseqliente formagdo de hematomas, principalmente na regido do dorso da mao (ANITUA,
2000).

A palpagao da veia ¢ o método de eleigdo para localizacdo e diferenciagdo de uma

pulsacdo arterial, tornando também possivel a verificacdo da condi¢do do acesso venoso.
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Os acessos venosos devem ser selecionados, dando-se preferéncia aos vasos de maior
calibre e facilidade de acesso, sendo estes na seguinte ordem:

« veias superficiais de grande calibre da fossa antecubital, como por exemplo as veias
medianas, basilica e cefalica;

« veias do dorso da mao e antebraco.

O material de coleta deve ser preparado e colocado proximo ao paciente, na seqiiéncia
do procedimento. E de fundamental importancia tranqiiilizar o paciente, pois a ansiedade e o
temor podem desencadear um reflexo vagal com conseqiiente sincope e ativacdo do sistema
nervoso simpatico produzindo vasoconstricdo. Este colapso periférico ¢ totalmente
indesejavel tornando-se um fator complicador para a pungao venosa (ANITUA, 2000).

E importante que durante a pungdo venosa ocorra minimo traumatismo nos tecidos e
que seja evitada a contamina¢do do sangue com tromboplastina tissular que pode ativar a
coagulacio.

A escolha do protocolo ditara a preferéncia para o acesso venoso € também o volume
sanguineo necessario para obtengdo do plasma rico em plaquetas.

Outro fator fundamental est4 relacionado com o anticoagulante, sendo normalmente
sugerido o citrato de sodio. O citrato de sodio capta os ions de calcio do sangue e os neutraliza
formando um composto denominado quelato que impede a formagao do coagulo. Além disso,
o citrato de sodio ndo altera os receptores de membrana das plaquetas e conseqiientemente o
processo de quelagdo pode ser revertido através da adi¢ao do cloreto de célcio para formagao
do gel de plaquetas (ANITUA, 2000).

Uma consideracao importantissima ¢ a utilizacdo imediata do plasma, quando este ¢
obtido ambulatorialmente. Para fins de ativacdo dos fatores de crescimento, o ideal ¢ que a

utiliza¢do do plasma seja o mais rapido possivel (SCARSO FILHO, 2000).

2% Etapa: Separacao celular (centrifugacao).

A centrifuga ¢ um dispositivo giratério que tem o objetivo de acelerar o processo de
decantagdo de fluidos ou solidos dentro de outro fluido.O aparelho funciona executando um
movimento circular que exerce uma aceleragdo controlada sobre o objeto. Essa aceleracao
denomina-se aceleracdo centripeta. A aceleragdo centripeta recebe esta denominagdo, pois
aponta sempre para o centro do sistema. O valor da acelera¢do varia de acordo com o raio da
centrifuga e a velocidade do movimento. Como o raio da centrifuga ¢ fixo, muda-se o valor da
aceleragdo alterando-se a velocidade do movimento, que por sua vez ¢ medida em metros por

segundo (velocidade escalar ou tangencial) ou radianos por segundo (velocidade angular). A
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velocidade do movimento determina a freqiiéncia (numero de voltas por unidade de tempo)
que ¢ medida em Hertz (rotagdes por segundo), ou RPM (rotagdes por minuto).

A unidade de medida da aceleragdo ¢ metros por segundo ao quadrado, mas pode-se
usar como referéncia a aceleracdo da gravidade da Terra, que equivale aproximadamente a 9.8
metros por segundo ao quadrado. Em um movimento circular, por exemplo, onde se tem uma
aceleragdo centripeta de 19.6 metros por segundo ao quadrado, pode se dizer que equivale a
duas gravidades ou 2 “G”.

A freqiiéncia da centrifugacdo ¢ determinada de acordo com o raio da centrifuga e
utilizando aceleracdo de 160 a 250G, baseado nas indicagdes da literatura. Para calcular a

freqiiéncia utilizar-se-a da seguinte formula matematica:

_ (27RF)?
R

Ac Ac = aceleragao centripeta n=3,1415

R =raio da centrifuga

_ 2
Ac* R = (27RF) F = freqiiéncia

NJAc* R _

27R

F

Apos o calculo da freqiiéncia para cada tipo de centrifuga e aceleracdo desejada, o
tempo de centrifugacdo ¢ determinado por contagem plaquetaria ideal.

Outro método de calcular a freqiiéncia do movimento ¢ através da utilizagdo de
tabelas, onde o raio, forca G determinam o valor ideal de rotagdo (LEMOS e ROSSI
JUNIOR, 2003).

A forca centrifuga empregada na preparagdo do plasma rico em plaquetas ¢ muito
critica, portanto as centrifugas devem ser calibradas cuidadosamente observando todas as
varidveis que podem afetar sua calibracao.

O numero de centrifugacdes (uma ou duas) dependera do protocolo a ser utilizado.
Alguns autores sugerem protocolo com apenas uma centrifugacdo (ANITUA, 1999;
VENTURELLI, 1999; BEZERRA e LENHARO, 2002), enquanto outras referéncias indicam
protocolo de dupla centrifugacdo (MARX, 1998; ROSENBERG e TOROSIAN, 2000;
SONNLEITNER, HUEMER e SULLIVAN, 2000; LANDSBERG , ROY e GLICKMAN,
2000; GIL et al, 2002).
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3? Etapa: Preparo do plasma.

ApoOs a separagdo celular € entdo realizada a preparacao do plasma que basicamente
descarta a por¢ao vermelha do sangue e utiliza o plasma rico em plaquetas.

Em bancos de sangue a coleta ¢ realizada em bolsas que apresentam trés
compartimentos. O primeiro compartimento ¢ preenchido pelo sangue total retirado do
paciente, sendo que o segundo e o terceiro sdo preenchidos apds dois processos de
centrifugacdo. Na primeira centrifuga¢do ocorre a separagdo do plasma pobre em plaquetas,
dos eritrocitos e da crosta do coagulo (plaquetas e leucdcitos). Com o segundo processo de
centrifugagdo podemos obter o plasma rico em plaquetas (SCARSO FILHO, 2000).

Em processo ambulatorial o volume sanguineo coletado em tubos de ensaio ¢
submetido ao processo de separagdo celular e obtemos duas camadas celulares:

e Camada superior: plasma rico em plaquetas (coloragdo amarelada).

e (Camada inferior: eritrdcitos (coloragdo vermelha).

Em seguida procede-se a pipetagem do plasma rico em plaquetas e descarta-se a
por¢do inferior que contém as hemdacias. Quando se utiliza o protocolo de centrifugagdo
dupla, o plasma rico em plaquetas pipetado volta a centrifuga e teremos uma nova separacao
celular: o plasma pobre em plaquetas e o concentrado de plaquetas. O concentrado de
plaquetas estd localizado na por¢ao inferior do tubo e corresponde a aproximadamente 20%

do volume, sendo que 80% do sobrenadante ¢ considerado plasma pobre em plaquetas.
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2.4. Contagem plaquetaria

A contagem plaquetaria ¢ consideravelmente mais dificil do que a contagem de
leucdcitos ou eritrocitos. Esta dificuldade é esperada em vista do pequeno tamanho dessas
células, de sua aderéncia a superficies estranhas e do fato de agregar-se quando ativadas.

Em geral, as técnicas modernas de contagem plaquetdria podem ser divididas em trés
grupos (BITHELL, 1998):

e Meétodos diretos ou hemocitometros: pode ser utilizado microscopio de contraste
de fase e dilui¢ao em oxalato de amonio, o que facilita a contagem manual e diferenciagao das
plaquetas.

e Meétodos semiautomatizados: as plaquetas sdo contadas por um contador
eletronico de particulas.

e Métodos totalmente automatizados: varios aparelhos estdo atualmente
disponiveis comercialmente (exemplo Hemalog Technicon), onde as plaquetas sdo contadas
em contador dptico de particulas o qual emprega o principio da microscopia de campo escuro
invertido. A precisdo da contagem plaquetaria desse instrumento ¢ igual ou mesmo maior do
que aquela obtida através de métodos semiautomatizados.

Através da contagem plaquetaria € possivel avaliar a eficiéncia do protocolo de
obteng¢do do plasma rico em plaqueta, que de acordo com a literatura (MARX, 1999) deve ser
de trés a cinco vezes maior que a contagem inicial.

De acordo com GASPERINI (2003), através de estudo experimental em trinta
pacientes determina uma maior contagem plaquetaria com centrifugacdo dupla, obtendo um
concentrado de plaquetas aproximadamente cinco vezes maior quando comparado com a

contagem inicial do sangue periférico.
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2.5. Agregacio plaquetaria

A agregacdo plaquetaria tem sido o método de escolha para a avaliacdo da funcdo
plaquetaria desde 1970. A agregacdo plaquetaria pode ser estimada qualitativamente por
técnicas tanto microscopicas como macroscopicas € ¢ geralmente avaliada em suspensoes de
plasma rico em plaquetas enriquecidas com citrato.Esta funcdo plaquetaria ¢ mais comumente
avaliada com um equipamento denominado agregdmetro,0 qual permite a medi¢do de
alteracdes na densidade otica de uma suspensdo plaquetaria sob condigdes de temperatura
constante e agitagdo continua. A maioria dos instrumentos mede uma combinacao de
dispersdo e absor¢do de luz, ou seja, simplesmente mede o aumento na transmissao de luz
através de uma suspensdo de plaquetas apos adicdo de agonistas plaquetarios exdgenos
(FITZGERALD, 2001; BITHELL, 1998), de acordo com a figura 4. S3o vistas alteragdes na
forma de discoide para esferdide, como uma diminui¢ao na transmitancia da luz, enquanto a
formagdo subseqiiente dos grumos de plaquetas permite que mais luz passe através da

suspensdo para o fotodetector e ¢ registrada como um aumento na transmitancia da luz.

Agonista

|
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Agonista Aumento da
? Transmissio de Luz
Linha

Basal

Figura 4 - A adigdo do agonista plaquetario determina a agregag@o que pode ser medida no agregémetro através
da passagem de luz. De acordo com a ilustragdo grafica quanto maior a agregacdo, maior a passagem de luz.

Fonte: WHITE e JENNINGS, 1996.
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A mobilizagdo do acido araquidonico dos fosfolipidios da membrana e seu
metabolismo através da via ciclo-oxigenase serve para formar o mais potente pro-agregante:
tromboxane A2. A resposta de agregacdo plaquetaria requer a sintese de tromboxane A2, a
qual requer a enzima ciclo-oxigenase. Os produtos de degradacdo de fibrina podem inibir a
agregacao plaquetaria pelo bloqueio dos receptores de fibrinogénio.

A inibicdo das fungdes plaquetarias pode ocorrer em conseqiiéncia de distirbios
sistémicos da coagulacdo ou através de teraputica medicamentosa de outras patologias. As
plaquetas sdo os componentes principais de trombos arteriais, uma inibi¢do farmacologica
efetiva da agregacdo plaquetaria ¢ o objetivo primario da terapia antitrombdtica. Nos ultimos
anos, varias tentativas tém sido desenvolvidas para obtencdo de antagonistas do receptor
GPIIb-Illa que poderia ser utilizado no tratamento de sindromes agudas corondrias. Estes
antagonistas teriam uma maior efetividade que a inibigdo determinada por medicamentos a
base de acido acetil salisilico .

Os medicamentos a base de acido acetilsalisilico e antiinflamatorios ndo esteroidais
(AINES) inibem o caminho da ciclo-oxigenase. Enquanto os derivados do 4cido
acetilsalisilico inibem a funcdo plaquetéria por todo o periodo de vida plaquetario, os AINES
sdo inibidores reversiveis e a resposta plaquetaria retorna cerca de trés dias apds a suspensao
da medicagdo. Os efeitos destes medicamentos atuam em uma fase primdria da agregacao
plaquetaria onde os fatores exdgenos podem interferir. A agregacdo secunddria ¢ sempre
iniciada por processo endogeno de liberacdo de célcio intracelular, ADP e outros fatores que
determinam a agregac¢ao final (grafico 1). A prescri¢ao de varios outros medicamentos podem
interferir na fungao plaquetaria. Os antibidticos que apresentam o anel B lactamico, tais como
as penicilinas e as cefalosporinas podem afetar a agregagao plaquetaria. O mecanismo de agado
ocorre por um alteragdo na membrana da plaqueta com conseqiiente bloqueio da interagdo
receptor-agonista ou através de efeito inibitdrio sobre o influxo de célcio.

Os anestésicos também tém demonstrado efeito sobre a resposta de agregacdo das
plaquetas. Os anestésicos como a lidocaina tém um efeito direto sobre a membrana
plaquetaria. De acordo com relatos na literatura, os pacientes submetidos a anestesia geral ndo
somente tem um tempo de sangramento aumentado, mas também apresentam uma reducdo na

resposta de agregacao plaquetaria (WHITE e JENNINGS, 1996).
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Transmitancia

A
»

1. Adesdo Temp 0

2. Agregacdo primaria Resposta exogena
3. Liberacao ,

4. Agregacdo secundaria Resposta endégena

Aas — inibi fase liberagdo, inibindo sintese tromboxame A2 e prostaglandinas

Grafico 1 - Acdo de fatores exdgenos sobre a agregacao plaquetaria.

Na avaliacdo laboratorial da agregagdo plaquetaria, bem como em outros
procedimentos de laboratorio, ¢ essencial o controle de varidveis que poderdo afetar os

resultados. Segundo WHITE e JENNINGS (1996), entre estas variaveis podemos citar:

a) Anticoagulantes:

e Citratos: ambos 0,1 e 0,129 mol/L de citrato de sdédio no padrao de 9 partes de
sangue e 1 parte de anticoagulante sdo tradicionalmente utilizados para testes de agregacao
plaquetaria.

e Heparina: também pode ser utilizada, mas em muitos pacientes a contagem de
plaquetas do PRP sera significativamente menor quando comparada ao citrato. Além disso,
uma pequena porcentagem da populacdo apresenta agregacdo espontdnea na presenga da
heparina. A heparina ndo ¢ um anticoagulante de escolha para o teste de agregacao.

e Acido etilodiaminotetraacético dipotassico ou dissodico (EDTA): ndo ¢ indicado
para testes de agregacdo devido ndo determinar niveis de cdlcio suficientes para que a

agregagao possa Ocorrer.

b) PH:
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Os testes de agregacao devem ser realizados em pH de 7,2-7,4. Em pH muito baixo, as
respostas das plaquetas sdo diminuidas até o ponto de total inibicao de agregacdo em pH de

6,5. Ao contrario, em pH de 8,1 ou mais alto, pode determinar agregacdo espontanea.

¢) Temperatura:

A agregacgio plaquetaria deve ocorrer em 37° C para mimetizar a situa¢do in vivo.
Alguns estudos tém demonstrado que a exposicao das plaquetas a baixas temperaturas pode
determinar agregacdo espontdnea durantes os testes. Portanto a armazenagem incorreta das

plaquetas pode levar a erros nos valores das respostas de agregagao.

d) Tubos de ensaio:
As preparacgdes de plaquetas deveriam sempre ser realizadas em tubos plasticos ou em
tubos de vidro com interior siliconizado.Os tubos somente com vidro podem determinar

ativagdo plaquetaria.

e) Contagem de plaquetas:

O PRP (plasma rico em plaquetas) deve ser ajustado para uma contagem constante de
plaquetas utilizando para diluigdo o PPP (plasma pobre em plaquetas) ou solugdo salina.
Geralmente, os estudos de agregacdo plaquetdria utilizam um padrdo de 250 a 300.000

plaquetas/mm’ em solugio de PRP.

f) Eritrocitos:
A presenca de células vermelhas no PRP pode determinar uma baixa porcentagem de

agregacao por inibir a habilidade do agregdmetro na medicao.

g) Agonistas plaquetarios:

Todos os agonistas plaquetdrios tém um efeito final similar que ¢ indugdo a
agregacdo.Estes agonistas determinam um aumento do calcio intracelular e ativagdo da
proteina quinaseC,ou seja, ocorre uma ativacao na superficie do receptor GPIIb/IIla. Todos
estes mecanismos levam a uma mudanca de forma e expressam uma alta afinidade da

plaqueta ao fibrinogénio (FITZGERALD, 2001).
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Entre os agonistas plaquetarios que determinam agregagdo, podemos citar (WHITE e

JENNINGS, 1996):

e Adenosina Difosfato (ADP):

A adicdo de ADP nas plaquetas causa mudanca na forma, exposi¢ao do fibrinogénio e
agregacao plaquetdria. O ADP induz um aumento do nivel de célcio livre citoplasmatico
através de liberagdo de calcio intracelular bem como por influxo. O ADP inibe o estimulo
sobre a enzima adenilciclase e também causa reorganizagao do cito-esqueleto das plaquetas.
Tem sido sugerido que o ADP pode ativar as plaquetas através de uma proteina G identificada
como Gj. Também existem evidéncias que sugerem dois receptores de ADP nas plaquetas:
um responsavel pela agregacdo que estd associado a proteina G e outro responsavel pelo

influxo de calcio e mudanca de forma na plaqueta.

o Epinefrina:
A Epinefrina € unico entre os agonistas plaquetarios porque determina agregacao
plaquetaria e degranulagdo, mas ndo determina mudanga na forma da plaqueta. As respostas

das plaquetas a epinefrina sdo altamente variaveis.

e Colageno:

O colageno ¢ uma proteina insoluvel que induz ativagdo, adesdo, degranulacio e
agregacao plaquetaria. A agregagdo das plaquetas induzida por baixas doses de colageno ¢
altamente dependente da reagdo de degranulacdo e ¢ muito sensivel a inibi¢do por aspirina.

e Trombina:

A trombina é considerada o mais potente agonista plaquetdrio. A trombina ativa
agregacao plaquetaria em concentragdes muito mais baixas que as necessarias para produzir o
efeito de coagulagdo.O receptor da trombina ¢ uma proteina integral de 425 aminoacidos que

expande a membrana em sete vezes. Existe uma grande regido extracelular amino-terminal

que submete a trombina a clivagem.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Verificar a quantidade e agregagdo plaquetaria através de dois diferentes protocolos

ambulatoriais de obten¢@o do plasma rico em plaquetas.

3.2. Objetivos especificos

e Aplicar dois métodos de centrifugacdo para obter o plasma rico em plaquetas.
e Comparar a quantidade de plaquetas obtidas pelos dois protocolos testados.

e Analisar a agregacdo plaquetaria dos dois protocolos testados através do

agregOmetro.
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4. MATERIAIS E METODOS
A metodologia desta pesquisa foi aprovada pelo CEPSH (Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos) com o projeto n® 177/03.
4.1. Materiais
4.1.1. Equipamentos:

e (Centrifuga Fanem Baby I.

e Dispositivo de contagem plaquetaria manual (Camara de Newbauer).

Figura 5 - Dispositivo de contagem manual.

Figura 6 - Camara de Newbauer.
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et Agregomecter

Figura 7 — Agregdmetro.

Figura 8 - Pipetas Eppendorf (para separacéo do plasma).

4.1.2. Materiais de consumo:

e Alcool 70;

e Rolo de algodao;

e Garrotes de borracha;
e Scalp vacuntainer;

e Tubos de ensaio vacuntainer estéreis (vidro interior siliconizado) de 05 ml,

contendo como anticoagulante citrato de sédio (0,5ml);
e tubos de ensaio estéreis vacuntainer de 05 ml, contendo como anticoagulante
EDTA;
e Tubos de ensaio plésticos de 15ml;
¢ Etiquetas;
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e Ponteiras descartaveis para pipeta;

e ADP.

Esta amostra selecionou de forma aleatéria vinte e cinco individuos, doadores
voluntarios (estudantes e funciondrios) da UFSC. Os individuos selecionados foram
submetidos a anamnese e apresentavam bom estado de saude geral, além de nao estar fazendo
uso de nenhum tipo de medicamento.

Estes individuos foram orientados para coleta do sangue, de forma a ndo ingerir
nenhum medicamento por dez dias antes da data prevista da coleta e manter jejum por quatro
horas prévias a pun¢do venosa.

De acordo com a resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude, os voluntarios
assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (apéndice 1) permitindo a coleta do
volume sanguineo, realizacdo dos protocolos de centrifugacdo para analise das plaquetas e
posterior inutilizacdo deste material em locais adequados de coleta e destino final do lixo
hospitalar da UFSC.

Os individuos foram divididos em grupamentos de cinco para realizagdo de todo o
processo, a fim de minimizar os desvios estatisticos(tabela 1). O tratamento estatistico
utilizado foi o Teste T.

De cada voluntdrio foi coletado aproximadamente 35 ml de sangue total, para
realizacdo de contagem plaquetaria e preparagdo do plasma rico em plaquetas. O sangue foi
coletado em 6 tubos de vidro (interior siliconizado) com volume de 5 ml, sendo que 0,5 ml
corresponde ao volume do anticoagulante: citrato de sédio. Para contagem de plaquetas no

sangue total foi coletado um tubo adicional contendo EDTA como anticoagulante.

1 TUBO EDTA
GRUPO 1|5 INDIVIDUOS| 7 TUBOS || 3 TUBOS CITRATO COM UMA CENTRIFUGACAO (GRUPO )

3 TUBOS CITRATO COM DUAS CENTRIFUGACOES (GRUPO 1I)
1 TUBO EDTA

GRUPO 2 |5 INDIVIDUOS| 7 TUBOS || 3 TUBOS CITRATO COM UMA CENTRIFUGACAO (GRUPO 1)

3 TUBOS CITRATO COM DUAS CENTRIFUGACOES (GRUPO 1)
1 TUBO EDTA

GRUPO 3 |5 INDIVIDUOS| 7 TUBOS || 3 TUBOS CITRATO COM UMA CENTRIFUGACAO (GRUPO )

3 TUBOS CITRATO COM DUAS CENTRIFUGACOES (GRUPO 1)
1 TUBO EDTA

GRUPO 4 |5 INDIVIDUOS| 7 TUBOS || 3 TUBOS CITRATO COM UMA CENTRIFUGACAO (GRUPO I)

3 TUBOS CITRATO COM DUAS CENTRIFUGACOES (GRUPO 1)
1 TUBOEDTA

GRUPO 5 |5 INDIVIDUOS| 7 TUBOS || 3 TUBOS CITRATO COM UMA CENTRIFUGACAO (GRUPO I)

3 TUBOS CITRATO COM DUAS CENTRIFUGACOES (GRUPO 1)

Tabela 1 - Delineamento experimental.
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O processo completo de preparacao para cada grupo foi dividido nas seguintes etapas:

1. Identificagdo dos tubos com os nomes dos voluntarios e grupos de pesquisa
(GRUPO I e II).

2. Cada individuo foi submetido a uma coleta de aproximadamente 35 ml de sangue
total em sete tubos de 05 ml. O acesso venoso preferencial foi a fossa antecubital com opgao
das veias mediana ou basilica. Como segunda opg¢ao, deixamos o acesso venoso do dorso da
mao. Todas as pun¢des venosas foram realizadas por um tUnico operador e realizadas de
maneira menos traumatica possivel para evitar a ativacao precoce das plaquetas.

3. Um tubo contendo EDTA foi utilizado para contagem plaquetaria do sangue total
em dispositivo manual (Camara de Newbauer).

4. Os 03 tubos de cada paciente contendo citrato, foram submetidos a uma
centrifugacdo com uma freqiiéncia previamente calculada e estabelecida de 1200 rpm por dez
minutos (Protocolo do Nucleo de Cirurgia e Traumatologia do Hospital Universitario da
UFSC). O dispositivo utilizado foi a centrifuga Fanem baby 1.

5. Apoés a primeira centrifugagdo que determina uma separagcdo celular em duas
camadas distintas, procedeu-se a pipetagem do plasma rico em plaquetas e permanecendo no
tubo somente a camada das células vermelhas do sangue que foi desprezado em recipiente
apropriado e recebendo destino final no lixo hospitalar da UFSC.

6. O conteudo pipetado do plasma rico em plaquetas dos trés tubos foi acondicionado
em outro tubo de ensaio de plastico e seco (sem anticoagulante) e receberam a identificacao
do grupo de experimento (GRUPO I).

7. Foi realizada a remog¢ao de uma aliquota de 10 microlitros do plasma obtido no
GRUPO 1 e realizacdo de contagem de plaquetas em dispositivo manual (Camara de
Newbauer).

8. Foi realizada a remo¢ao de uma aliquota de 200microlitros do plasma do GRUPO
I, em seguida procedeu-se a diluigdo com solugdo salina até a concentragao de
aproximadamente 250.000 plaquetas e dividiu-se em duas aliquotas acrescentando 0,3 e 6,3
microlitros de ADP (GRUPO I-A e I-B). As amostras foram entdo submetidas a prova de
agregacao plaquetaria no agregdmetro.

9. Os outros trés tubos restantes (contendo citrato) de cada individuo foram
identificados (GRUPO II) e submetidos a uma centrifugagio estabelecida de 1200 rpm por
dez minutos (Protocolo do Nucleo de Cirurgia e Traumatologia do Hospital Universitario da

UFSC). O dispositivo utilizado foi a centrifuga Fanem baby 1.
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10. O conteudo pipetado do plasma rico em plaquetas dos trés tubos foi acondicionado
em outro tubo de ensaio de pléstico e seco (sem anticoagulante) e submetido a um segundo
processo de centrifugagdo em uma freqiiéncia de 1200 rpm por dez minutos (Protocolo do
Nucleo de Cirurgia e Traumatologia do Hospital Universitario da UFSC).

11. O conteido de PPP (plasma pobre em plaquetas) resultante do processo da
segunda centrifugacdo foi pipetado em aproximadamente 80% do seu volume, permanecendo
no tubo o concentrado de plaquetas e uma pequena aliquota de PPP (20%) que foi utilizado
para realizar a resuspensado destas plaquetas e entdo permitir a contagem.

12. Foi realizada a remo¢do de uma aliquota de 10 microlitros do plasma obtido no
GRUPO 1II e determinado a contagem plaquetaria em dispositivo manual (Camara de
Newbauer).

13. Foi realizada a remog¢ao de uma aliquota de 200 microlitros do plasma do GRUPO
II, em seguida procedeu-se a diluicdo com solugdo salina até a concentragdo de
aproximadamente 250.000 plaquetas e dividiu-se em duas aliquotas acrescentando 0,3 e 6,3
microlitros de ADP (GRUPO II-A e II-B). As amostras foram entdo submetidas a prova de
agregacao plaquetaria no agregémetro.

Os grupos analisados e divididos foram comparados da seguinte forma:

e Contagem plaquetaria do GRUPO I (plasma obtido com uma tnica centrifugagao)
versus contagem plaquetaria do sangue basal.

e Contagem plaquetiria do GRUPO II (plasma obtido com duas centrifugacgdes)
versus contagem plaquetaria do sangue basal.

e (Contagem plaquetaria do GRUPO I (plasma obtido com uma tnica centrifugagao)
versus contagem plaquetaria do GRUPO II (plasma obtido com duas centrifugacoes).

e Avaliacdo da agregagao plaquetaria do GRUPO I-A versus GRUPO I-B.

e Avaliagdo da agregacgdo plaquetaria do GRUPO II-A versus GRUPO II-B.
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Figura 9 - Ilustragdo esquematica da metodologia.
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5. RESULTADOS

Dos vinte e cinco voluntérios selecionados aleatoriamente, quatorze individuos eram
do sexo masculino e onze individuos eram do sexo feminino. A faixa etdria variou de vinte a
quarenta um anos, com uma média de 29 anos.

A contagem plaquetaria do GRUPO I (protocolo de uma centrifugagcdo) observou-se
um aumento médio de 143% quando comparado com a contagem basal do sangue periférico

(Tabela 2). Os testes estatisticos foram calculados com 8% de nivel de significancia.

Amostra Basal 1° Centrifugagao %
1| 180000 447000 148%
2 210000 521000 148%
3 196000 552000 182%
4 252000 752000 198%
5 275000 885000 222%
6 195000 403000 107%
7 | 248000 539000 117%
8 289400 598700 107%
9 159500 398000 150%
10 265000 702000 165%
"M 169400 493120 191%
12 218900 495300 126%
13 267000 587000 120%
14 243800 586000 140%
15 198400 485800 145%
16 268900 639000 138%
17 290000 702000 142%
18 295900 798000 170%
19 237000 602400 154%
20 210500 456000 117%
21 204300 402000 97%
22 170300 395000 132%
23 195600 406000 108%
24 284000 604000 113%
25 243000 589000 142%

Tabela 2 - Comparacao do Grupo I com sangue periférico, baseado na contagem do numero de
plaquetas.

No grafico 2 podemos observar que a variagdo percentual da contagem basal e a

primeira centrifugacdo estd entre os limites 97 e 222%.
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Grafico 2 - Variacao percentual do Grupo I com sangue periférico, baseado na contagem
do ndmero de plaquetas.

Na contagem plaquetaria do GRUPO II (protocolo de duas centrifugagdes) houve uma
média de aumento de 327% quando comparada com a contagem de plaquetas do sangue basal
(tabela 3). Com uma variagdo entre 208% e 369% nos individuos 15 e 17 (dois extremos)

respectivamente, conforme grafico nimero trés.
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Tabela 3 - Comparacdo do Grupo II com sangue periférico, baseado na contagem do nimero de
plaquetas.

B R e R I S S A e AN L

Grafico 3 - Variacao percentual do Grupo II com sangue periférico, baseado na contagem
do nimero de plaquetas.

45



Na comparacdo quantitativa do nimero de plaquetas no plasma do GRUPO I versus

GRUPO II, pudemos observar que no GRUPO II obtivemos um concentrado de plaquetas

76% maior (Tabela 4). No grafico 4 podemos observar que a variagdo percentual do numero

de plaquetas entre a primeira e segunda centrifugacdo ¢ bastante sensivel determinando

extremos entre 26% € 95%.

Amostra

T 0 © ® N o o b~ wN

N
N

NN DNDNDNDN_LD A A A QA
A WON -0 OCO0ONO OB W

25

1° 2° %
447000 696000 56%
521000 880000 69%
‘ 552000 812000 47%
752000 1081000 44%
‘ 885000 1213000 37%
403000 639000 59%
‘ 539000 940000 74%
598700 1030050 72%
398000 737000 85%
702000 1105000 57%
‘ 493120 639000 30%
495300 790000 59%
‘ 587000 956000 63%
586000 926000 58%
‘ 485800 612040 26%
639000 1040600 63%
| 702000 1360050 94%
798000 1297000 63%
‘ 602400 940000 56%
456000 890400 95%
| 402000 680500 69%
395000 639500 62%
| 406000 680500 68%
604000 954000 58%
‘ 589000 1037000 76%

Tabela 4 - Comparagao do Grupo I (uma centrifugagdo) versus GRUPO II (duas centrifugacdes),
baseado na contagem do numero de plaquetas.
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Grafico 4 - Variagdo percentual do Grupo I (uma centrifugagdo) versus GRUPO II (duas
centrifugagdes), baseado na contagem do nimero de plaquetas.

Nos GRUPO I-A (0,3 uM de ADP) ¢ I-B (6,3 uM de ADP) a fung¢do plaquetaria manteve-
se estavel com uma porcentagem de aproximadamente 96% de agregacdo em todos os

individuos (Tabela 5).
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Tabela 5 - Percentual da agregagdo plaquetaria nos Grupos I-A (0,3 uM de ADP) e I-B (6,3 uM de
ADP) e variagdo percentual entre os grupos.

B R R S S B e kAL

Grafico 5 - Variacao percentual da agregacao plaquetaria entre os Grupos I-A e I-B.

Com relagdo a agregagao plaquetaria houve uma diminui¢do da fun¢do quando o
plasma foi submetido a duas centrifugagdes (GRUPO II), tanto em concentracdo de 0,3
microlitros (II-A) quanto com uma concentracdo maior de 6,3 microlitros (II-B) de ADP

(Tabela 6).
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Tabela 6 - Percentual da agregacio plaquetaria nos Grupos I1-A (0,3 uM de ADP) e II-B (6,3 uM de
ADP) e variagdo percentual entre os grupos.

Grafico 6 - Variacdo percentual da agregacao plaquetaria entre os Grupos II-A e II-B.
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Os resultados mostram que o plasma submetido a um processo de centrifugagao

(GRUPO 1) apresenta um menor numero de plaquetas quando comparado com o GRUPO I,

mas observamos que a fun¢do de agregacdo plaquetaria se mantém praticamente inalterada.

Enquanto que no GRUPO II podemos observar que apesar de se obter um maior nimero de

plaquetas, estas apresentavam uma diminui¢do considerdvel da agregagao(Grafico 7 e tabela

7).
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Grafico 7- Variacao percentual da agregacao plaquetaria entre os Grupos I e II.

3.
3.

1
2
5.3

| 63uM 447000
| 63uM 696000
| Basal 180000 | |

| 552000 | 96%
812000
Basal 196000

I I
885000
| 1213000 |  46%
| | Basal 275000 | |

Tabela 7 — Comparagao de contagem e agregagao plaquetaria nos Grupos IB (6,3 uM de ADP) e 11
B(6,3 uM de ADP) .

50



6. DISCUSSAO

A utilizacdo do plasma rico em plaquetas ¢ um processo que determina uma
aceleragdo e aumento quantitativo da cicatriza¢do Ossea pela adi¢do acentuada de fatores de
crescimento que estimulam a osteocondugdo através do enxerto. O plasma rico em plaquetas
representa indubitavelmente um dos grandes avangos na cirurgia reconstrutora, oferecendo
um acesso aos fatores de crescimento com uma tecnologia simples e acessivel.

Virios procedimentos t€m sido pesquisados e empregados para a reconstru¢do do
tecido d6sseo perdido. O enxerto dsseo ¢ o segundo tecido mais comumente transplantado nos
organismos, a excecao apenas do tecido sanguineo (PROLO e RODRIGO, 1985).

Os enxertos Osseos continuam sendo o material mais utilizado para corre¢ao de
defeitos esqueléticos adquiridos ou congénitos. A sua previsibilidade pode ser explicada pelo
fornecimento de células com capacidade de neoformacgdo Ossea, fatores de crescimento e um
arcaboug¢o imunologicamente idéntico ao leito receptor.

O processo dos enxertos 0sseos depende de algumas varidveis que determinam o
padrdo de sucesso do procedimento cirirgico. Entre estas varidveis podemos citar:
caracteristicas da area doadora, técnica cirargica, condi¢des da area receptora, imobilizagao
do enxerto e mecanismo de reparo.

A escolha da area doadora normalmente estd baseada na obten¢do do volume 6sseo
necessario e menor morbidade. Varios relatos na literatura sugerem que a origem embrionaria
e o processo de ossificagdo da 4rea doadora do enxerto dsseo sdo importantes para a
previsibilidade do procedimento. No entanto, outros estudos experimentais t€m demonstrado
que a origem embrioldgica isoladamente analisada nao ¢ um fator decisivo para o sucesso dos
enxertos Osseos. O fator decisivo estd baseado na relagdo entre osso cortical e esponjoso. Um
enxerto 0sseo mais corticalizado e com esponjosa mais densa, sofre uma menor reabsor¢ao
independente da area doadora ser intramembranosa ou endocondral (GORDH e ALBERIUS,
1999).

A érea receptora deve ser previamente analisada em relacdo a anatomia do osso
remanescente, presenca de eventuais patologias, bem como a vascularizacdo também
determinada pela quantidade e qualidade do tecido de revestimento.

A integracdo do enxerto na area receptora depende da perfeita estabilizacdo e
imobilizagdo favorecendo um contato intimo com o0sso remanescente € a conseqiiente
proliferacdo vascular e celular. A revitalizagdo do enxerto e o sucesso da incorporagdo
dependem de uma perfeita adaptacdo e uma ampla superficie de contato com o leito vascular

do local receptor.
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O reparo depende muito da qualidade e quantidade de células viaveis, principalmente
relacionadas com a angiogénese e osteogénese. As células do canal medular do enxerto, que
sdo as principais células de regeneracdo dssea, existem em niimero reduzido. A proporcao de
células mesenquimais para células estruturais da medula ¢ de aproximadamente 1 para
100.000 em adolescentes, 1 para cada 250.000 na faixa etaria dos 35 anos e 1: 400.000 aos 80
anos (MARX, 1999).

Apo6s anos de pesquisas da fisiologia 6ssea e procura de um substituto ideal do osso
humano ou de um material que possa melhorar o reparo tecidual, as plaquetas surgem como
um precursor de reparo e hemostasia que agrega fatores de crescimento que s2o os iniciadores
de todo o processo. As comprovagdes clinicas e laboratoriais dos efeitos benéficos das
plaquetas sobre o reparo, principalmente nos enxertos 6sseos, determinaram a amplia¢do de
pesquisas € a expectativa de um futuro promissor na cirurgia reconstrutiva maxilofacial e
Implantodontia.

Os fatores de crescimento presentes no plasma rico em plaquetas sao mediadores que
podem aumentar o nimero destas células e promover maior eficiéncia no processo de reparo.
Outro beneficio adicional do PRP ¢ a habilidade de formar um gel biologico que pode conter
o enxerto, estabilizar o coagulo e funcionar como adesivo.

O tempo de atividade de uma plaqueta no reparo ¢ de aproximadamente cinco dias,
inicialmente pelo aumento e ativacdo de osteoblastos seguindo-se por quimiotaxia e ativacao
dos macrofagos.

Estudos experimentais em animais (ISOGALI et al, 1999) comprovaram a eficiéncia da
cola de fibrina como veiculo de crescimento celular determinando crescimento Osseo em
tecidos heterotopicos. O rumo das pesquisas em engenharia tecidual acalenta a expectativa de
um futuro proéximo, onde teremos banco de células e fatores de crescimento isolados como
recursos disponiveis para os procedimentos de reconstru¢do dos tecidos.

A técnica simplificada para obtencdo do plasma rico em plaquetas determinou uma
ampla utilizagdo do plasma por meio acessivel e simples. O plasma rico em plaquetas
preparado ambulatorialmente representa um procedimento com varias vantagens técnicas,
entre as quais podemos citar:

e Procedimento minimamente invasivo.

e Coleta do volume sanguineo no pré-operatdrio imediato.

e Utilizacdo do plasma rico em plaquetas fresco, sem armazenamento.

¢ Imunologicamente seguro (fonte autdgena).
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e Custo acessivel.

e Utilizacdo de equipamentos simples e transportaveis, permitindo sua utilizacdo em
ambiente ambulatorial e hospitalar.

e Facilidade de manipulagdo do enxerto, devido a formagao do gel.

e Diminui a quantidade de material de enxerto.

A recente tecnologia permite o uso do PRP com pequenos volumes de sangue,
minimizando a necessidade de reinfusdo de células vermelhas e riscos associados. Contudo ha
pouca informacao sobre a quantidade ideal de plaquetas para um melhor reparo dsseo
(KASSOLIS et al, 2000).

Qualquer protocolo de obtengdo do PRP deve concentrar plaquetas no seu nivel
maximo para que corresponda aos resultados clinicos referidos na literatura. Mas além de uma
alta concentracao plaquetdria com grande liberacdo de fatores de crescimento, ¢ muito
importante que seja mantida a integridade da plaqueta. Os fatores de crescimento devem ser
liberados de plaquetas vidveis, uma vez que no ato de exocitose granular, a plaqueta completa
a estrutura terciaria das proteinas do fator de crescimento. As plaquetas fragmentadas podem
degranular grandes quantidade de fatores de crescimento, mas com efetividade diminuida
(MARX, 2000). Alguns autores (LANDSBERG, ROY e GLICKMAN, 2000) referem teste de
quantifica¢do dos niveis de PDGF e TGFB, mas no entanto o método nao permite avaliar a
atividade biologica dos fatores que pode estar alterada pelo método de obtengdo do plasma
rico em plaquetas.

A escolha do anticoagulante (citrato de sddio) que preserva a membrana plaquetaria,
bem como a calibragem da centrifuga com uma for¢a G, freqiiéncia e tempo ajustados sdo
muitos importantes na manuten¢do da viabilidade da plaqueta. A forga G excessiva pode
fragmentar as plaquetas e ser um fator determinante na ndo eficiéncia do PRP. A coleta do
sangue de forma atraumatica e os tubos de acondicionamento que devem ser plasticos ou
siliconizados também sdo fatores determinantes para manter a estrutura da plaqueta e nao
provocar uma adesdo ou agregagao precoce.

Apesar da literatura (WHITE e JENNINGS, 1996) sugerir a coleta do sangue
preferencialmente com seringa e agulha, ainda ndo estd claro o efeito dos equipamentos a
vacuo nos trabalhos com medicdo da funcdo plaquetaria. Até que possa ser comprovado que
0s equipamentos a vacuo ndo aumentam a ativacdo das plaquetas ou afetam a
farmacodinamica das medigdes, recomenda-se a utilizagdo dos mesmos pela facilidade de

manuseio e agilidade no processo de obtencao do plasma rico em plaquetas.
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De acordo com este experimento, o nimero de plaquetas do sangue periférico
comparado com a contagem final obtida no plasma com uma ou duas centrifugacoes,
apresenta um comportamento ndo linear. Apesar de todos os individuos apresentarem um
aumento significativo das plaquetas, os resultados sdo varidveis. Este achado vai de encontro
com citagdes da literatura, onde a possibilidade de influéncia do numero de plaquetas pré-
operatorias ainda nao esta esclarecida (WEIBRICH , KLEIS e HAFNER,2002).Na primeira
centrifugagdo observamos um aumento das plaquetas em aproximadamente uma vez e meia. E
importante salientar que todos os individuos apresentavam um nimero superior a 150.000
plaquetas, com um extremo maximo de contagem de 295.900 plaquetas no sangue basal. Para
minimizar os erros de contagem, em cinco individuos aleatérios, foi realizada uma segunda
contagem para conferéncia dos nimeros obtidos.

Outros resultados obtidos neste estudo experimental determinam que uma segunda
centrifugacdo aumenta o numero de plaquetas em aproximadamente trés vezes quando
comparado com a contagem inicial do sangue periférico. No entanto, apesar de um maior
nimeros de plaquetas, estas apresentavam uma alterag¢do significativa na fun¢do de agregacao
plaquetéria. Nos grupos IA e IB a funcdo de agregacdo plaquetdria manteve-se praticamente
sem alteragdes, alcangcando percentuais de mais de 90% tanto em maior quanto menor
concentracdo de agonista plaquetario. Nos grupos IIA e IIB, obtivemos um percentual
maximo de agregacao de 63%, com uma média de 53% e 56% nas concentragdes de 0,3 e 6,3
uM de ADP. Uma maior concentracdo de agonista plaquetario ndo conseguiu induzir a uma
maior agregacdo e confirma possivel dano na estrutura plaquetaria durante o processo de
obteng¢do do plasma.

Esta menor efetividade na agrega¢do pode comprometer a degranulacdo com seus
respectivos fatores de crescimento e conseqiientemente os resultados esperados com o uso do
PRP.Mas existem outras varidveis que ndo nos permitem concluir de forma incisiva sobre a
fungdo plaquetaria. Um primeiro fator a ser considerado ¢ a dificuldade de analise da
efetividade biologica dos fatores de crescimento, além da necessidade de estudos clinicos
comprobatdrios sobre a eficiéncia do plasma rico em plaquetas com diferentes concentragdes
plaquetarias.

A quantidade de PDGF necessaria para encontrar os efeitos bioldgicos ainda
permanece obscura. Novas pesquisas sdo necessarias para obter a concentragdo ideal dos
fatores de crescimento e para caracterizar outros fatores fisioquimicos que podem estar
presentes no PRP e poderdo explicar melhor o efeito benéfico na cicatrizacdo de feridas e

formagao 6ssea (ANITUA, 1999; WEIBRICH , KLEIS e HAFNER, 2002).
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As variagdes na concentragao de PDGF podem influenciar o reparo 6sseo. MARDEN
et al (1993) demonstraram em um estudo experimental animal que o PDGF em certas
concentragdes pode interagir com proteinas osteomorfogéticas e resultar em inibi¢do do
reparo 6sseo. A complexa interacdo bioquimica que pode ocorrer entre diferentes fatores de
crescimento contidos no PRP e o hospedeiro durante as fases do reparo ainda ndo esta
claramente compreendida e requer estudos futuros.

Com tecnologia e preparagdo facilitadas, o plasma rico em plaquetas constitui-se em
uma alternativa vidvel que através da agdo dos fatores de crescimento justifica o seu uso nas
cirurgias de reconstrugdo dssea.

O fator questionavel relacionado a utilizagdo do PRP, diz respeito a dificuldade em
determinar um niimero de plaquetas e conseqiientemente uma concentragdo ideal de seus
respectivos fatores de crescimento. A literatura apresenta escassos estudos clinicos em
humanos cuja metodologia e acompanhamentos apresentam-se geralmente ndo adequados.
Novas pesquisas com numeros e controle bem delineados ainda se tornam necessarias para
comprovar a eficacia em termos quantitativos e qualitativos do PRP. Além da dificuldade na
definicdo numérica das plaquetas ,existe caréncia de comprovagdo qualitativa dos fatores de
crescimento. Alguns estudos conseguiram rastrear e quantificar os fatores, mas a efetividade
biologica ainda nao foi avaliada.

Este estudo demonstrou que a agregacdo, uma das fungdes plaquetarias, foi alterada
quando no preparo do PRP. Considerando o resultado desta pesquisa, onde uma segunda
centrifugagdo determina uma menor agregacao, retornamos a trés questionamentos:

e A degranulagdo dos granulos alfa estaria também afetada pela menor agregagao?

e E se a degranulagdo ndo foi efetivamente afetada, estes fatores ainda estariam
biologicamente viaveis?

e Qual a concentracdo ideal plaquetas e de dos fatores de crescimento, para
obtermos o melhor sucesso clinico desta técnica?

Portanto, para restringirmos problemas que podem afetar o produto final deste plasma
sugerimos que:

e Os protocolos de obtengdo do PRP devem estar baseados no conhecimento dos
equipamentos de separacdo celular e de todas as varidveis (ex: anticoagulantes, tubos e
método de coleta) que podem interferir na quantidade e qualidade das plaquetas do plasma

que vai ser obtido pelo processo.
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e Novas pesquisas envolvendo acompanhamentos clinicos tornam-se necessarias

para efetivar a eficacia do PRP.
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7. CONCLUSOES

Através deste experimento pode-se verificar que o processo de dupla centrifugacdo
para obtenc¢ao do concentrado em plaquetas determina um substancial aumento no numero de
plaquetas quando comparado com o processo de apenas uma centrifugacdo. Na contagem
plaquetdria no GRUPO II (protocolo de duas centrifugacdes) houve um aumento de 327%
quando comparada com a contagem de plaquetas do sangue basal. Na comparagdo
quantitativa do nimero de plaquetas no plasma do GRUPO I versus GRUPO 1I, podemos
observar que no GRUPO II obtivemos um concentrado de plaquetas 76% maior.

No entanto, os GRUPOS I-A e I-B a fun¢do plaquetaria manteve-se estavel com uma
porcentagem de aproximadamente 96% de agregacdo em todos os individuos. Enquanto que a
agregacdo plaquetaria nos GRUPOS II-A e II-B houve uma diminui¢do significativa da
funcao obtendo-se uma agregagdo média que variou de 53 a 56%.

Os resultados obtidos demonstraram que o processo duplo de centrifugagdao determina
uma maior concentragdo de plaquetas no plasma, mas ocorre uma diminuicao na fun¢do de
agregacao plaquetdria.

Novas pesquisas serdo necessarias para melhor avaliagdo da degranulagdo plaquetaria

e a conseqiiente acao dos seus respectivos fatores de crescimento.
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10. APENDICE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, Adriana Parisotto Macedo (mestranda em Odontologia-Implantodontia), sob a
orientagdo do Professor Dr. José Nazareno Gil, estamos desenvolvendo a pesquisa_PLASMA
RICO EM PLAQUETAS: UMA ANALISE QUANTITATIVA E QUALITATIVA DE DOIS
PROTOCOLOS DE OBTENCAO com o objetivo de comparar dois métodos de obtengdo do

plasma rico em plaquetas. Este estudo ¢ necessario porque o plasma possui propriedades que

favorecem o reparo 6sseo e diminui a quantidade necessaria de retirada de enxerto dsseo.

A participacdo como voluntario desta pesquisa restringe-se apenas 4 doacao de 35ml
de sangue. Os voluntarios serdo submetidos a puncdo venosa para a coleta sanguinea.Este
procedimento pode trazer os seguintes riscos e desconfortos:

e moderado desconforto momentaneo;

e transfixagdo do vaso sanguineo ou nao obtenc¢do do acesso venoso determinando a
formacgdo de equimoses ou hematomas;

e na coleta o paciente podera sentir mal estar, tontura, que estarao relacionados com
o estado psicologico e reflexo vagal.

Mas esperamos que traga os beneficios esperados, tais como:

e melhor reparo 6sseo;

e aceleracao da cicatrizagao;

e menor morbidade nas cirurgias de enxertos 6sseos bucais, devido a presenga do
plasma rico em plaquetas a quantidade de osso requerida sera menor.

Se vocé tiver alguma divida em relagdo ao estudo ou ndo quiser mais fazer parte do
mesmo, pode entrar em contato pelo telefone 47 9967-3223. Se vocé estiver de acordo em
participar, posso garantir que as informagdes fornecidas serdo confidenciais e todo material

coletado s6 sera utilizado neste trabalho.

Assinaturas:

Pesquisador principal

Pesquisador responsavel
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Eu, fui esclarecido sobre a

pesquisa PLASMA RICO EM PLAQUETAS: UMA ANALISE QUANTITATIVA E
QUALITATIVA DE DOIS PROTOCOLOS DE OBTENCAO e concordo que meus dados

sejam utilizados na realizagdo da mesma.

Floriandpolis, de de 2004.

Assinatura: RG:
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