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PROTOCOLOS DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS EM ENXERTOS CUTANEOS
EM COELHOS (Oryctolagus cuniculus)

RESUMO - A cirurgia reconstrutiva em pequenos animais é especialidade que
vem ganhando importancia nas Ultimas duas décadas devido ao manejo das feridas
traumaticas. Uma variedade de procedimentos da cirurgia reconstrutiva estdo
disponiveis para prevenir complicacdes e evitar custos desnecessarios. Grandes
defeitos podem exigir que o tecido seja mobilizado a partir de outros locais, retalhos
pediculados ou enxertos. O plasma rico em plaquetas (PRP) é tido como produto
adjuvante no processo cicatricial de cirurgias reconstrutivas, devido ao seu potencial
auxilio nos processos de hemostasia e estimulagdo da formacdo de novos vasos
sanguineos. Neste estudo, objetivou-se avaliar os resultados da aplicacdo de
diferentes protocolos de PRP nos enxertos cutaneos de coelhos. Foram utilizados 32
coelhos da raca Nova Zelandia branco, distribuidos em quatro grupos de 8 animais,
sendo: grupo controle (GC) no enxerto foi adicionado soro fisiolégico, grupo PRP
adicionado Gluconato de célcio (PRP-G), grupo PRP adicionado 100uL de zona
nevoa e hemacias (PRP-ZN) e grupo PRP sem adicdo de nenhuma substancia
(PRP-L). Coletou-se sangue de cada animal e centrifugou-se conforme cada
protocolo proposto. A avaliacdo macroscopica foi feita no 3° 7° e 14° dia do
procedimento cirdrgico. Na sequéncia, com 14 dias do procedimento cirdrgico 0s
animais foram submetidos a eutanasia para coleta do material e confeccdo das
laminas histolégicas para posterior analise microscépica. Na analise macroscopica
demostrou que o grupo PRP-G apresentou menor reagéo inflamatoria que o GC e os
grupos PRP-ZN e PRP-L. Na avaliacdo histolégica, observou-se que nao houve
significancia entre o GC e 0s grupos experimentais para a proliferacdo vascular.
Porém, o PRP-G apresentou maior intensidade entre os grupos tratados. Quanto a
inflamacéo observou-se que o grupo PRP-G teve menor inflamagé&o apresentando
diminuicdo de macrofagos e neutréfilos. Desta forma sugere-se que o protocolo PRP
adicionado de gluconato de célcio propiciou melhores resultados na cicatrizacdo dos
enxertos em coelhos com relacdo aos tratamentos PRP-ZN e PRP-L.

Palavras-chave: Cirurgia reconstrutiva, concentracdo plaquetaria, inflamacao,
ferida, neovascularizacao, protocolos PRP.
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PROTOCOLS OF PLATELETS-RICH PLASMA IN SKIN GRAFTS IN RABBITS
(Oryctolagus cuniculus)

ABSTRACT — Reconstructive surgery in small animals is a specialty that has
gained importance in the last two decades due to the management of traumatic
wounds. Varieties of reconstructive surgery procedures are available to prevent
complications and avoid unnecessary costs. Large defects may require tissue to be
mobilized from other sites, pedicle flaps, or grafts. Platelet rich plasma (PRP) is seen
as an adjunct in the healing process of reconstructive surgeries, due to its potential
aid in the processes of hemostasis and stimulation of the formation of new blood
vessels. The objective of this study was to evaluate the results of the application of
different PRP protocols in rabbit skin grafts. A total of 32 white New Zealand rabbits
were distributed in four groups of 8 animals, the control group (GC) in the graft was
added physiological saline, PRP group added calcium gluconate (PRP-G), PRP
group added 100pL zone (PRP-ZN) and PRP group without addition of any
substance (PRP-L). Blood was collected from each animal and centrifuged according
to each proposed protocol. Macroscopic evaluation was performed on the 3rd, 7th,
and 14th day of the surgical procedure. After 14 days of the surgical procedure, the
animals were submitted to euthanasia for collection of the material and preparation of
the histological slides for later microscopic analysis. In the macroscopic analysis it
was shown that the PRP-G group had a lower inflammatory reaction than the CG and
the PRP-ZN and PRP-L groups. In the histological evaluation, it was observed that
there was no significance between GC and experimental groups for vascular
proliferation. However, PRP-G presented greater intensity among the treated groups.
As for the inflammation, it was observed that the PRP-G group had lower
inflammation with a decrease in macrophages and neutrophils. In this way it is
suggested that the PRP protocol added calcium gluconate provided better results in
the healing of the grafts in rabbits in relation to PRP-ZN and PRP-L treatments

Keywords: Inflammation, neovascularization, platelet concentration, protocol
PRP, reconstructive surgery, wound.
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CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Introducéo

A cirurgia reconstrutiva de pequenos animais € uma especialidade que vem
ganhando importancia nas Ultimas duas décadas devido a perdas teciduais
secundarias das feridas traumaticas, decorrentes da exérese de neoplasias ou
defeitos estéticos (CASTRO et al., 2015).

O importante em cirurgias reconstrutivas é escolher a técnica mais apropriada
para cada situacdo, evitando complicacbes e custos desnecessarios. Grandes
defeitos ou aqueles sobre as extremidades podem exigir que o tecido seja
mobilizado a partir de outros locais, retalhos pediculados de padrdo axial ou
subdérmico e enxertos, podem ser realizados no reparo destas lesées (MACPHAIL,
2015). Os objetivos da cirurgia reconstrutiva em Medicina Veterinaria sdo o reparo
do defeito, permitir a cicatrizacdo, mantendo seu funcionamento local e estética
(AMSELLEM, 2011).

Em muitos estudos, o plasma rico em plaquetas (PRP) é tido como produto
adjuvante no processo cicatricial de cirurgias reconstrutivas, devido ao seu potencial
auxilio nos processos de hemostasia e estimulacdo da formacdo de novos vasos
sanguineos (VENDRAMIN et al., 2010). O PRP € uma fracdo de plasma de sangue
autdlogo, com concentracédo de plaquetas acima dos valores basais. PRP é obtido
por centrifugacdo separando os diversos componentes do sangue e aumentando a
concentracdo de plaquetas, potencializando o0 processo de cicatrizacao,

principalmente a mitose e angiogénese (SOMMELING et al., 2013).



As plaquetas por ter papel hemostatico no organismo, essenciais ho processo
inflamatorio, na reparacéo tecidual e liberacdo de mediadores quimicos, atualmente
estdo sendo pesquisadas e descobertas novas utilidades para as mesmas, Visando
com isso, o aperfeicoamento de técnicas terapéuticas com melhores resultados no
tratamento de lesGes (PAGLIOSA; ALVES, 2007).

Considerando a utilidade do PRP como produto adjuvante na reparacao
tecidual quanto a hemostasia e estimulacdo na formacdo de novos vasos
sanguineos, a grande variacdo na metodologia do seu preparo e as complicacoes
pos-operatorias apresentadas nos enxertos cutaneos nos membros toracicos e
pélvicos dos animais de estimacado, esse trabalho objetivou-se avaliar o efeito de
diferentes protocolos de PRP na reparacdo tecidual em enxertos cutaneos em

coelhos.

1.2 Revisao de Literatura
1.2.1 Anatomia da Pele

A pele cobre toda a superficie do corpo e € considerado o maior 6rgdo do
corpo do animal. Funcionalmente, é responsavel pela defesa do corpo contra
microrganismos, producdo de vitamina D, reservatério de eletrélitos, agua, lipidios,
carboidratos e proteinas (MILLER; GRIFFIN; CAMPBELL; 2013).

E constituida basicamente de epiderme, derme e anexos (foliculos pilosos,
glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas) e subcutaneo (VAN DIJK J.E et al.,
2008). Na epiderme inclui os estratos basal ou germinativo, espinhoso, granuloso,

ldcido e corneo, além de melandcitos, células de Merkel e células de Langherans. A

derme pode ser divida em camada papilar (mais externa) e camada reticular (mais



interna) e fornece base firme, além de nutrir a epiderme e 0s anexos cutaneos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A estrutura histologica varia intensamente entre os distintos locais e entre as
diferentes espécies animais. A pele recoberta por pelos tem epiderme mais fina, ao
passo que a pele sem pelos do nariz e coxins possui epiderme mais espessa. O
tecido subcutaneo, constituido por I6ébulos de tecido adiposo e fascia, conecta as
camadas mais superficiais (epiderme e derme) a fascia e a musculatura subjacentes.
A pele apresenta diferencas de espessura por todo o corpo sendo maior na regiao
dorsal (HARGIS; GINN, 2013).

A epiderme organiza-se em camadas e a medida que as mais superficiais sdo
eliminadas as camadas profundas sédo restauradas por divisdo celular. A camada
germinativa é a mais profunda e faz limite com a derme e a camada cOrnea € a mais
superficial. A camada coérnea, constituida por células escamosas, cheias de
queratina, proporciona protecdo contra traumas fisicos e quimicos (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013).

A derme é uma espessa camada de tecido conjuntivo que se estende da
epiderme até o tecido subcutdneo. Nesta camada situam-se os anexos da pele,
vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos, dividindo-se em camada papilar, mais
externa e camada reticular, mais interna. A derme contém diferentes tipos de
células, incluindo fibroblastos e fibrécitos, macréfagos, mastocitos e leucocitos
provenientes do sangue, particularmente neutréfilos, eosindéfilos, linfécitos e
monaocitos. Esta camada fornece uma base firme para a epiderme e para 0s anexos

cutaneos (CONCEICAQ; SANTOS, 2011).



1.2.2 Irrigacéo da Pele

Ocorre por meio das artérias cutaneas diretas que dao origem a trés plexos
vasculares: profundo, médio e superficial. O plexo profundo supre o tecido
subcutédneo e as porcdes profundas dos foliculos e glandulas apdécrinas; o plexo
meédio supre as glandulas sebaceas, a porcdo média dos foliculos e dos musculos
eretores dos pelos, e o plexo superficial prové as porc¢des superficiais dos foliculos e
a epiderme. Os capilares linfaticos superficiais surgem na epiderme superficial e se
juntam ao plexo linfatico profundo no tecido subcutdneo. Os vasos linfaticos
convergem, entdo, para formar canais maiores aferentes que, eventualmente se
estendem até os linfonodos periféricos eferentes (HARGIS; GINN ,2013;

CONCEICAO; SANTOS, 2011).

1.2.3 Cicatrizacao das Feridas

E um fendmeno complexo, porém ordenado, envolvendo diversos processos,
que inicia-se quase imediatamente apds a ocorréncia de uma lesdo. O tecido lesado
passa por quatro fases temporais de reparo da ferida: hemostasia, inflamacéao
aguda, proliferacdo (granulacdo) remodelamento e maturacdo (ACKERMANN,
2013). Essas fases ocorrem nessa sequéncia reguladas por processo dinamico que
envolve complexa interacdo de varios tipos celulares (plaquetas, macroéfagos,
células endoteliais e fibroblastos), moléculas da matriz extracelular (MEC) e
compostos soluveis, em coordenada cascata de eventos celulares: moleculares,
fisiolégicos e bioquimicos. Sdo mediados pela quimiotaxia, neovascularizacéo,
proliferacéo, depdsito e reorganizacdo da matriz extracelular levando a reparacéo da

pele (KUMAR; ABBAS; FAUSTO; ASTER, 2010).



A hemostasia ocorre logo apdés a lesdo dependendo da ativacdo das
plaguetas e do endotélio lesado para ativar a cascata de coagulacéo e € controlada
por vasoespasmo, logo apés os vasos sanguineos lesados se relaxam, permitindo
mais sangramento, caso ndo haja ativacdo de plaquetas. No inicio da
vasoconstricdo as plaguetas se agregam e aderem ao colageno exposto das células
endoteliais lesionadas. Depois de aderidas, as plaquetas secretam substancias
vasoconstritoras para manter a constricdo dos vasos seccionados, iniciar o processo
de trombogénese para conter o extravasamento e iniciar a cicatrizacdo do vaso
sanguineo (ACKERMANN, 2013).

As plaquetas liberam granulos que contém fator transformador do crescimento
beta (TGF-B), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de necrose tumoral (TNF),
prostaglandinas e tromboxanas que atraem neutrofilos a ferida. Forma-se o coagulo,
cuja funcdo € aderir as bordas da ferida e atuar como matriz provisoria para que
neutrdéfilos, mondcitos, fibroblastos e células endoteliais possam ingressar na ferida
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

A inflamacéo caracteriza-se pela ativacdo de neutrofilos e macréfagos. Os
neutréfilos produzem radicais livres, dentre eles o 6xido nitrico (NO) e enzimas
proteoliticas, que auxiliam na destruicdo bacteriana e sdo gradativamente
substituidos por macrofagos. A ativagdo de células inflamatérias € critica,
especialmente para os macréfagos, que fagocitam bactérias, direcionam o
desenvolvimento do tecido de granulagdo, sintetizam e liberam NO, também séao

liberadas a partir da ativagdo de células inflamatorias, enzimas, como colagenases



que debridam a ferida, e citocinas, como as interleucinas (ILs), TNF, os quais
estimulam os fibroblastos a produzir colageno além de promover a angiogénese
(EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014; ACKERMANN, 2013; KUMAR ; ABBAS;
FAUSTO; ASTER, 2010).

Os leucdcitos podem chegar aos locais da ferida tanto por extravasamento
dos vasos rompidos como por aderéncia ao endotélio pela mediacdo da matriz
extracelular, durante as primeiras seis horas (PITZER; PATEL, 2011). A
vasodilatacao local, extravasamento de liquido para o espaco extra vascular e a
oclusdo dos vasos linfaticos sdo responsaveis pelos sinais classicos da inflamacao:
rubor, tumor e calor. A presséo, e talvez a estimulacdo quimica produzem o quarto
sinal, a dor (JUNQUEIRA; CARNEIRO 2013).

A fase proliferativa envolve angiogénese, fibroplasia e epitelizacdo. Inicia-se
dentre trés a cinco dias apés trauma e o processo torna-se responsivo a lesao
proporcionando estimulo celular migratério e proliferativo a partir das margens
lesadas com invasdo de fibroblastos e aumento de colageno no leito da ferida
(EMING; MARTIN; TOMIC-CANIC, 2014). Estes eventos vao formar tecido de
granulacdo, que atua como superficie para a migracdo das células epiteliais e como
barreira protetora (ABDELRAHMAN; NEWTON, 2011; EMING; MARTIN; TOMIC-
CANIC, 2014). A angiogénese, estimulada pelo TNF, é marcada pela migracédo de
células endoteliais e a formacao de capilares que ativam os fatores de crescimento
dos fibroblastos para posterior sintese do colageno (CAMPOS; BORGES-BRANCO;
GROTH, 2007; HOSGOOD, 2007).

O processo de remodelamento da pele envolve producéo, digestdo e

orientacdo das fibras colagenas. A celularidade do tecido de granulacéo é reduzida e



as fibras de colageno tornam-se mais espessas. A taxa de sintese de colageno
aumentada durante a cicatrizacdo da ferida ndo ocorre apenas em decorréncia da
maior quantidade de fibroblastos, mas também pelo aumento na sintese de
colageno por cada célula individualmente. Com o tempo, os fios de colageno iniciais
tipo Ill sdo reabsorvidos e substituidos por colageno mais espesso tipo |, que
confere maior organizacao e resisténcia. Estas mudancas resultam em uma ferida
com forca ténsil aumentada (HOSGOOD, 2007). Fibroblastos e leucocitos secretam
colagenases que promovem a lise da matriz antiga e a cicatrizacdo tem sucesso
guando h& equilibrio entre a sintese da nova matriz e a lise da matriz antiga (FAHIE;
SHETTKO, 2007; ABDELRAHMAN; NEWTON, 2011; SONNEMANN; BEMENT,

2011).

1.3 Cirurgias Reconstrutivas

Sao comumente realizadas para fechar defeitos secundarios a traumatismos,
corrigir ou melhorar anomalias congénitas ou ap6s a remocdo de neoplasias.
Existem vérios procedimentos reconstrutivos, sendo importante escolher a técnica
ou as técnicas apropriadas para evitar complicagcbes e custos desnecessarios.
Defeitos extensos ou irregulares podem, as vezes, ser fechados usando-se incises
relaxantes apo0s organizacdo das bordas e posterior utilizacdo de aproximacao
primaria das bordas e em casos mais graves com retalhos subdérmicos ou dérmicos
incisbes relaxantes. Defeitos extensos ou aqueles localizados nas extremidades

podem exigir a utilizagdo de enxertia ou retalhos cutdneos (MACPHAIL, 2015).

A evolucdo da cirurgia reconstrutiva proporciona novas opg¢des no uso dos

tecidos para o fechamento de defeitos de tamanho moderado e grande. Existe uma



extensdo de procedimentos cirdrgicos realizados em cdes e gatos, como:
hemipelvectomia, orbiectomia, craniectomia, resseccdes orofaciais e de
extremidades sdo rotina e elas apresentam na maioria dos casos, uma relativa
facilidade de encerramento e manutencao da funcédo (SZENTIMREY, 1998).

A cirurgia reconstrutiva € indicada nas lesdes de grande extensdo secundaria
a traumas ou ampla ressecdo por técnica minimamente invasiva de pele. Para ter
sucesso nha reconstrucao dos tecidos é fundamental conhecer os fatores que afetam
a cicatrizacdo, como saude geral e nutricional do paciente. Nos animais submetidos
a tratamentos por cancer deve-se considerar alguns fatores de risco como a
hipoproteinemia, uremia, infeccdo da ferida, hiperadrenocorticismo, efeitos da

guimioterapia e tipo de tumor (AMSELLEM, 2011).

1.4 Enxertos Cutaneos

S&o segmentos de pele separados completamente de um local do corpo e
utilizados para cobrir outro local desprovido de superficie epitelial. Carecem de
conexdes vasculares apos a transferéncia e devem sobreviver absorvendo fluidos do
leito receptor por acdo capilar durante as primeiras 48 a 72 horas ap6és o transplante.
Novos capilares crescem posteriormente no interior do enxerto, através dos canais
de remodelagcdo vascular. Além disso, o tecido conjuntivo fibroso formado
proporciona maior firmeza ao enxerto no local. Enxertos com pouca irrigacéo
sanguinea tém tonalidade ciandtica até que a circulacdo melhore (PAVLETIC, 2010).

Enxertos cutdneos na cirurgia reconstrutiva sdo usados para correcao de

defeitos que néo podem ser reconstruidos por justaposicao direta nem por retalhos



de pele, normalmente nos membros e grandes defeitos no tronco (MACPHAIL, 2015;
PAZZINI; MORAES, 2015; TOBIAS, 2011).

A associacdo do PRP com técnicas de cirurgia reconstrutiva na realizacao
dos enxertos é uma boa opcao para favorecer a formacdo de vasos sanguineos
(angiogénese), crescimento de novo tecido e maior aderéncia do enxerto ao local
receptor (ANDREASSI et al.,, 2005; CASSELL et al.,, 2002; VENDRAMIN et al.,
2009).

Os enxertos classificam-se pela relacdo do doador para o receptor.
Autoenxertos € quando os locais receptor e doador provém do mesmo animal e séo
mais Uteis; aloenxertos (também conhecidos como homoenxertos) € quando os
locais receptor e doador pertencem a animais geneticamente diferentes, mas da
mesma espécie; xenoenxertos (heteroenxertos) os locais receptor e doador
encontram-se em animais de espécies diferentes que acabam por serem rejeitados
e isoenxertos é o enxerto entre gémeos idénticos ou cepas altamente puras. O
Autoenxerto é o tipo mais comum utilizado na préatica da clinica veterinaria
(BRISTOL, 2005; GREGORY; BERNSTEEN, 2007).

Um requisito primordial para que o enxerto cutaneo possa realizar-se, tem
que dispor de leito receptor bem vascularizado para um bom sucesso da
cicatrizagdo, que ocorre no sétimo ou oitavo dia poés-operatorio. Um tecido de
granulacdo saudavel ou uma ferida limpa e recente, e sem infecgcbes nem residuos,
podem servir como leito para o enxerto. Ossos, cartilagens, tenddes e nervos
despojados de seu tecido conjuntivo sobrejacente ndo toleram enxertos cutaneos.

Feridas criadas cirurgicamente e limpas aceitam prontamente um enxerto cutaneo

(ANDREASSI et al., 2005, AUER; STICK, 2006).
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O insucesso de enxertos cutaneos ocorre sobre tecido subcutaneo, lesdes por
esmagamento, tecidos infectados, tecido irradiado, tecido de granulacdo hipertrofico
ou antigo e Ulceras cronicas. Tecido de granulacéo crénico deve ser excisado para
permitir que se forme um novo tecido antes do procedimento (aproximadamente
quatro a cinco dias) (MACPHAIL, 2015).

Dependendo da espessura, 0s enxertos podem ser de espessura total ou de
espessura parcial. O de espessura total contém a epiderme e toda a derme, sem
tecido subcutaneo e os enxertos de espessura parcial podem conter epiderme e
porcao variavel da derme (BRISTOL, 2005; PAZZINI; MORAES, 2015).0s enxertos
de espessura total preferem-se em pequenos animais, pois proporcionam, apos a
sua cicatrizacdo, cobertura resistente e com funcdo glandular e pilosa preservadas,
nao é necessario o uso de instrumental especializado, e, devido a abundancia de
pele dos locais doadores, é possivel a realizacdo de sintese direta do defeito doador
(STANLEY et al., 2013).

Enxertos em camada de espessura total sdo indicados para evitar contratura
de defeitos na face distal dos membros e sobre superficies flexoras (TONG;
SIMPSON, 2012). Devem ser usados somente sobre leitos de granulacdo né&o
infectados e quando se espera uma producdo minima de liquido, porque seu
acumulo ou drenagem impede a adesdo. Geralmente usa-se a pele da parede lateral
e dorsal do térax e entre as escapulas (MACPHAIL, 2015). A principal indicacéo
para este tipo de enxerto € a reconstrucdo de tecido em locais com poucas

possibilidades de reparo (SWAIM, 2007).

A enxertia passa por quatro fases: embebicdo plasmatica, aderéncia,

inosculacdo e neo-angiogenése. A embebicdo corresponde a absorcdo do liquido
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acumulado no leito do local receptor pelo enxerto, o qual ocorre por capilaridade
apos vasodilatacdo iniciada no momento de sua aplicacdo. Esse liquido ira nutrir o
enxerto e causar edema que atinge seu ponto maximo por volta de 48 a 72 horas
(ANDREASSI et al., 2005). A aderéncia inicia-se com a absorcdo do plasma que
transuda da area receptora para o enxerto, formando uma malha de fibrina que vai
servir para a fixacao e nutricdo. Essa malha de fibrina é convertida em tecido fibroso
por invas&o dos fibroblastos, eritrdcitos, leucdcitos e polimorfonucleares (LOFEGO et
al., 2006). Na sequéncia, pequenos capilares se anastomosam comunicando a
superficie do enxerto a do leito receptor (fase inosculatdria). O enxerto encontra-se
ainda fragilmente fixado, podendo estar cianotico. O surgimento e proliferacdo de
novos vasos € que irA garantir a sobrevivéncia da pele transplantada. A
reorganizacao vascular ocorre do quinto ao sétimo dia do pds-operatorio (JENSEN

et al., 2008; LOFEGO et al., 2006).

1.5 Plasma Rico em Plaguetas

Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é produto derivado da centrifugacao do
sangue autdgeno para concentrar maior quantidade de plaquetas no menor volume
de plasma (MARX, 2004). As plaguetas sdo componentes sanguineos muito
conhecidos por seu papel hemostatico no organismo, porém sua funcdo nao se
limita apenas a isso, e atualmente estdo sendo pesquisadas e descobertas novas
utilidades para as mesmas, como a reparacao de tecidos lesados. Visando com isso,
0 aperfeicoamento de técnicas terapéuticas com melhores resultados no tratamento

de lesdes (PAGLIOSA; ALVES, 2007).
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O PRP foi desenvolvido originalmente em unidades de transfusdo sanguinea
para separar as hemacias e plasma do sangue. Foi usado pela primeira vez como
hemostatico durante procedimentos cirdrgicos. E conhecido também como
concentrado rico em plaquetas, gel de plaquetas autélogo e concentrado plaquetéario
(GOBBI; VITALE, 2012). Existem relatos do PRP autélogo usado como terapia Unica
ou associado em cirurgias odontoldgicas, ortopédicas, oftalmicas, neuroldgicas,
laparoscopicas, reconstrutivas, promovendo a proliferacdo celular, quimiotaxia,
diferenciacdo celular e angiogénese (WROBLESWKI et al., 2010; ALEIXO et al.,
2011). Além disso, as elevadas concentracfes de leucécitos podem aumentar o
desbridamento local e a atividade antibacteriana em feridas crbnicas. Recentes
estudos indicam que o PRP autélogo pode ser (til como terapia adjuvante em
cirurgia ndo oncoldgica e lesdes cutaneas complexas ndo cicatrizantes, constituindo-

se no método de tratamento facil e rapido (KIM; PARK; PARK, 2008).

1.5.1 Ativacéo das Plaquetas

As plaquetas derivam de megacaridcitos (MKs), células gigantes residentes
na medula Ossea. A liberacdo de plaquetas é posterior a reorganizacdo no
citoplasma dos MKs em extensdes filiformes, chamados proplaquetas. Antes da
liberacdo das plaguetas na circulagcdo os granulos sintetizados no corpo dos MKs,
sao transportados e armazenados pelas proplaquetas (GOBBI; VITALE, 2012). Na
fase final, as plaguetas séao células anucleadas funcionalmente caracterizadas como
efetoras primarias da hemadstasia, essenciais no processo inflamatorio, na reparacao

tecidual e na liberacdo de mediadores quimicos, contendo muitos granulos de tipos

diferentes (MAIA; SOUZA, 2009).
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No interior das plaquetas encontram-se o glicogénio, os lisossomos e dois
tipos de granulos: os densos, que contém substancias fisiologicamente ativas, tais
como adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP), serotonina e calcio; e
granulos alfa que contém fatores de crescimento (GFs), fatores de coagulacao e
outras proteinas (EVERTS et al., 2006; KAZAKOS et al., 2009).

A ativacao das plaguetas pode ser realizada por agentes fisiolégicos como:
trombina, tromboxano, colageno, ADP, fator ativador de plaquetas, serotonina e
epinefrina e farmacoldgicos como: o ionéforo de célcio e o cloreto de calcio. Apos
ativacdo, as plaguetas mudam sua forma emitindo novas projecdes membranosas,
conhecidas como pseudépodes e os granulos localizados no seu interior séo
liberados (degranulacdo). Com isso liberam para a matriz extracelular diversas
substancias como serotonina, fibrinogénio, trombina, tromboxano A?, tromboplastina,
catecolaminas, célcio e principalmente, os fatores de crescimento (EVERTS et al.,

2006; MAIA; SOUZA, 2009).

1.5.2 Fatores de Crescimento

Sao vérios os fatores de crescimento originados nas plaquetas, tais como
Fator de Crescimento Transformador Beta (TGF-f3), Fator de Crescimento Derivado
de Plaquetas (PDGF), Fator de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF), Fator de
Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF), Fator de Crescimento Epidermal
Derivado de Plaquetas (EGF) e Fator de Crescimento Fibroblastico 2 (FGF-2). Cada
um desses fatores age de maneira especifica no processo de reparacédo tecidual

(BECA et al., 2007).



14

PDGF e TGF- B sé@o os fatores de crescimento de maior importancia
presentes no PRP. PDGF junto com DNA aceleram a sintese protéica, atua como
agente mitogénico para as células mesenquimais e como fator quimiotatico das
células do musculo liso, fibroblastos, leucdcitos e as Células Progenitoras
Mesenquimais (PPM). TGF- B presente em concentracdes elevadas no interior das
plaguetas, promove a migracdo de muitas populacfes de células por seu potente
estimulo quimiotatico (KIM; PARK; PARK, 2009).

A evidéncia clinica sugere que o PRP pode ter efeitos terapéuticos na
cicatrizacdo de tecidos moles e 0sseos, devido ao conteudo de fatores de
crescimento armazenados nas plaguetas. Quando estes GFs sdo liberados
desencadeiam um processo de regeneracdo de tecidos. Além disso, o PRP contém
outros componentes intra e extra plaquetario que também contribuem para a
regeneracdo. Um exemplo € o fibrinogénio que é precursor da rede de fibrina

necessaria para o implante e multiplicacdo celular posterior (MARTINEZ et al.,

2009).

1.5.3 Obtencéo do Plasma Rico em Plaguetas

A relativa facilidade de preparacdo do PRP levou a variedade de sistemas
comerciais disponiveis, cada um dos quais operam por meio de diferentes técnicas e
rendimento, variando a concentragcao de plaguetas. A maioria das técnicas baseiam-
se no sequestro gravitacional das plaguetas (GPS) por meio de sistema de
centrifugacéo, € a técnica mais comum usada em preparacdo do PRP para separar

0 sangue em camadas distintas: Plasma, cobertura amarelada e as células
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vermelhas do sangue, o volume do PRP que resulta da técnica GPS €& de
aproximadamente 10% do sangue total (WROBLEWSKI; MEJIA; WRIGHT, 2010).

O sangue é submetido a primeira centrifugacdo formando-se trés fracbes, uma
inferior (vermelha com as hemacias) e outra superior (amarela com plasma e
plaguetas). Entre essas duas colunas existem a estreita faixa esbranquicada,
chamada de zona névoa (com um pouco de hemacias), que contém plaguetas
maiores e células brancas (VANAT et al., 2012). Apds a primeira centrifugacdo, sao
aspiradas a coluna superior e a zona névoa, realizando a segunda centrifugacao,
obtendo plasma pobre em plaquetas (PPP) e um botdo eritrocitico plaquetario no
fundo. Retira-se 80% do PPP e as plaguetas dispersam-se com agitacdo do tubo,
formando o PRP liquido. O gel de plasma rico em plaquetas € obtido por meio da
adicdo da trombina autéloga ou trombina bovina com cloridrato de célcio na
proporcdo de 1:5 e o tempo de 1 minuto é necessario para que o gel se forme
(VENDRAMIN; FRANCO; FRANCO, 2009).

A funcéo do gel é formar uma rede de fibrina incorporada ao PRP capaz de
permitir sua aderéncia ao local do implante, bem como impedir a migracdo de
células epiteliais e do tecido conjuntivo para fora da regido de enxerto (PAGLIOSA,
SILVEIRA, 2007).

A concentracdo de plaquetas no PRP para fins terapéuticos deve ser
significativamente maior que a plasmatica para proporcionar a liberacdo adequada
de GFs no local do enxerto. PRP autélogo deve ter uma concentracéo de plaquetas
de aproximadamente 1.407.640 pL, os rendimentos variam em quanto a viabilidade
(30 — 85 %) e concentracdo de plaquetas 2 a 8 vezes sobre o nivel normal. E

provavel que o efeito do PRP sobre a cicatrizacdo da ferida seja em funcédo de
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muitas variaveis, entre elas a concentracéo de plaquetas, volume de PRP, extenséao
e tipo de lesdo. Alguns pesquisadores sugerem que o PRP deveria alcancar
concentracbes de trés a cinco vezes superior ao nivel normal (RODRIGUEZ,

PALOMAR; TORRES, 2012).
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