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PLASMA RICO EM PLAQUETAS E FATORES DE CRESCIMENTO: TECNICA
DE PREPARO E UTILIZACAO EM CIRURGIA PLASTICA

PLATELET-RICH PLASMA AND GROWTH FACTORS. PROCESSING TECHNIQUE AND
APPLICATION IN PLASTIC SURGERY

Fabid Spani Vendramin, TCBC-RJ*; Diogo Franco, TCBC-RJ? Carmen MartinsNogueir a,
MarianaSaPereira*; TalitaRomeroFranco, ECBC-RJ®

RESUMO: Objetivo: Estabelecer um método barato e eficiente de preparagdo do plasma rico em plaquetas e fatores de crescimento
para utilizagdo em cirurgia pléstica. Método: Foram realizados 20 testes através de centrifugag@o de sangue, variando-se a forga e o
tempo de centrifugagdo, para determinarmos o melhor método que proporcione uma maior concentracéo plaquetéria e mais 10
testes para comprovar a reprodutibilidade do método. Resultados: A utilizagdo de uma forca de centrifugacdo de 300 g por 10
minutos na 12, centrifugagé@o e de 640 g por 10 minutos na 22 centrifugagao obtiveram as maiores concentragdes plaquetérias,
superiores a 4,5 vezes a concentrago na amostra, e os testes foram reprodutiveis. Conclusdo: Uma alta concentragdo plagquetaria
pode ser obtida por este protocolo de obtencéo de plasma rico em plaquetas e fatores de crescimento e a formacdo do gel é possivel
através da utilizagdo de trombina aut6loga, também obtida pelo protocolo descrito, facilitando sua utilizagdo em cirurgia plastica,
onde vem mostrando bons resultados na cicatrizag@o de feridas e na integragdo de enxertos 6sseos e cuténeos (Rev. Col. Bras. Cir.
2006; 33(1): 24-28).
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INTRODUCAO

O plasmarico em plaguetas (PRP) tem sido bastante
estudado na &rea de odontologia, sendo empregado princi-
palmente em pequenos enxertos 0sseos ha regido alveolar
parafuturosimplantes dentarios e em cirurgiasperiodontaise
maxilo-faciaist®. Suautilizaco em medicinaaindaé pegquena,
porém os estudos existentes sobre este produto mostram um
grande potencial de melhorar os resultados em diversos pro-
cedimentos ortopédicos, neurocirargicos e de cirurgia plasti-
ca®2, O PRP é uma concentrac&o autéloga de plaquetas em
um pequeno volume de plasma, com a conseqiiente presenca
defatores de crescimento (FC) liberados por estas plaguetas,
além de proteinas osteocondutoras, que também servem de
meatriz para migracdo epitelial e formacdo Gssea e de tecido
conectivo3 71314,

As plaguetas atuam no processo de hemostasia, ci-
catrizag8o de feridas e re-epitelizagdo. Elasliberam diversos
FC que estimulam a angiogénese, promovendo crescimento
vascular e proliferacéo de fibroblastos, que por suavez pro-
porcionam um aumento na sintese de colageno°>18, Estas

propriedades das plaquetas tornam o PRP um produto com
grande potencial de melhorar aintegracéo de enxertos, sejam
eles Gsseos, cuténeos, cartilaginosos ou de gordura, bem como
estimular a cicatrizagdo de feridas. Nas cirurgias em que se
trabalha com retalhos cuténeos, inclusive mamoplastias,
abdominoplastias eritidoplastias, 0 PRP gjudanahemostasia
e estimulao desenvol vimento da neovascul arizag&o, diminu-
indo assim complicagGes como hematomas, seromas e sofri-
mento vascular dos retalhos®'t. Estas propriedades podem
ser empregadas paramel horar o tratamento de feridasno mem-
broinferior que costumam evoluir com umacicatrizagdo mais
lenta e com aincidénciade complicagdes nos retalhoslocais
maior que em outras partes do corpo’®*2,

O gel de PRP éobtido através daadi¢éo detrombina
egluconato de célcio ao PRP. Estes ativam o sistema de coa
gulaco, resultando na gelacdo do PRP, o que facilita sua
aplicacdo em diversas cirurgias e também ativam as
plaguetas'®?. |nicialmente o PRP era obtido através de ma-
quinas de plasmaferese e utilizava-se atrombinabovinapara
suaativagdo. O interesse em facilitar suaobtenc&o e diminuir
os custos fez com que surgissem algumas maquinas
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automatizadas e diversos protocolos, inclusive com substi-
tuicdo da trombinabovina por trombina autéloga??. Asma
quinas automatizadas com seus “kits’ tornam simples a ob-
tencd@o do PRP, porém os custos ainda sdo elevados. Assim,
alguns protocol osforam criados para se obter pequenas quan-
tidades de PRP e trombina autél ogos, utilizando-se centrifu-
gas comuns e reduzindo muito os custos na preparagéo do
produto’®22,

Neste trabalho ser8o mostrados os estudos desen-
volvidosho Servigo de CirurgiaPlasticado Hospital Universi-
tario Clementino FragaFilho (UFRJ), em conjunto com o Ser-
vico de Hemoterapia e o Laboratdrio de Tecido Conjuntivo,
com a intencdo de estabelecer um protocolo de obtencéo do
gel de plaguetas e fatores de crescimento e da trombina
autologa, bem como um comentario sobre osresultadosinici-
aiscom aaplicagéo do produto em enxertos 6sseos, cuténeos
enacicatrizag8o deferidas.

METODO

Foram realizados 30 testes, promovendo a
centrifugacdo de amostras de sangue, variando-se aforca (g)
eotempo (T) de centrifugagéo, sendo o produto final subme-
tido & dosagem de plaguetas. Analisamos os resultados para
determinar osmelhoresg e T, queresultavam em maiores con-
centragdes de plaquetas, buscando-se um aumento minimo
de 400% da concentracdo plaquetéria em relagcdo ao sangue
testado. Vinte testes iniciais serviram para estabelecer o pro-
tocol o que conseguisse umamaior concentracdo de plaquetas
e outros dez testes obedeceram a este protocol o, objetivando
verificar areprodutibilidade do método.

Em cada teste foram utilizados dois tubos Falcon,
cadaum com 10ml de sangue, que foram submetidosaprimei-
ra centrifugacdo (centrifuga JOUAN BR 4i) promovendo a
separacdo das células vermelhas que, por terem um peso es-
pecifico maior, depositam-se naparteinferior do tubo. Napar-
te superior fica o plasmacom as plaguetas e, entre estas duas
camadas, existe umaoutrafinae esbranquicada, denominada
de zona de névoa, que contém as células brancas, principal-
mente leucdcitos, e as plaguetas maiores. Com uma pipeta
milimetradaforam colhidos 50 microlitros daporcéo superior
do plasma de cada um dos tubos, totalizando 1,0 ml, que foi
colocado em outro tubo Falcon (Tubo A), para obtermos a
trombina autéloga. Neste 1ml de plasma foram adicionados
0,3ml de gluconato de calcio a10% e o tubo foi colocado em
banho—maria por 15 minutos. Durante este tempo, foram
pipetados o restante do plasma e a zona de névoa que foram
acondicionados em outro tubo Falcon (Tubo B). Os tubos A
(ap6s o banho-maria) e B foram submetidos a nova
centrifugagdo, que resultou na separacdo de um liquido rico
em trombina no tubo A e na sedimentacdo das plaguetas (e
algumas hemécias) no fundo do tubo B. Foi retiradaaporcao
superior do plasma no tubo B, que era o plasma pobre em
plaquetas (PPP), até a reducdo de 50% do volume total do
plasma neste tubo. O tubo B foi agitado para dispersar as
plaquetas no plasma restante, obtendo-se assim o PRP.

A concentrac&o da trombina existente no tubo A foi
medida através de ensaio de atividade amidolitica, utilizando
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substrato cromogénico especifico paraaenzima(S-2238). Para
0 célculo da concentragdo, foram utilizados os resultados de
uma curva padréo obtidos com testes feitos com trombina
humanapurificada.

A qualidade do PRP obtido em cadatestefoi feitapor
contagem de plaguetas através de microscopio (INALH-MEB-
215-T). Analisamosaforca(g) e otempo (T) de centrifugagéo,
correlacionando com a qualidade do PRP, para que fosse de-
terminado o protocolo de obtencéo de PRP. Em seguida, dez
testesforam realizados seguindo-se o protocolo paraquefos-
se definidaareprodutibilidade do mesmo.

RESULTADOS

Astabelas 1 e 2 mostram as médias das concentra-
¢Oes plaquetérias no PRP em relagdo aamostra de sangue, de
acordo com aforca(g) e o tempo (T) de centrifugagdo nas 12,
e 22 etapas de centrifugac@o, respectivamente. Na primeira
centrifugacdo, as maiores concentracfes plaquetériasno PRP
foram obtidas quando utilizamos aforcade 300 g por umtem-
po de 10 minutos, onde observamosumamédiade 4,54 (+0,71)
vezes superior ao da amostra de sangue. Na segunda
centrifugagado, as maiores concentracoes plaquetérias no PRP
foram alcancadas quando utilizamos a forca de 640 g por 10
minutos, onde obtivemos uma média de 4,96 (£0,36) vezes
superior ao da amostra de sangue.

A concentragdo datrombinaativamedidano liquido
dotuboA foi de27,9 (£3,54) U/ml.

Na etapa de verificacdo da reprodutibilidade do mé-
todo, observamos que el e é reprodutivel e promoveu umacon-
centracdo plaguetariaem média4,19 (+0,09) vezesmaior quea
medida naamostrade sangue, o que foi um pouco menor que
a observada nos testes iniciais.

DISCUSSAO

O PRP éum produto que promove um forte estimul o
para a cicatrizagao’*121318, Foram identificados pelo menos

Tabela 1 - Média da concentracgéo plaquetéria do PRP de
acordo coma variagdo do tempo e da forga de centrifugacéo
na 12 etapa.

T\g 300 460
10 454 437
15 310

T = tempo de centrifugacdo; g = forga de centrifugagéo.

Tabela 2 - Média da concentracéo plaquetéria do PRP de
acordo coma variagdo do tempo e da forga de centrifugacéo
na 22 etapa.

T\g 460 660 752
10 435 49 310
15 310 444

T = tempo de centrifugacdo; g = forga de centrifugagao.
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Figura1 - Paciente comferidatraumatica, tratada comenxerto de peleparcial. A: Pré-operatério. Na parte esquerda da ferida, emseu leito,
foi colocado o gel de PRP, sob o enxerto, e na parte direita foi realizado o enxerto de modo convencional, semo gel de PRP. B: Aspecto com 1
més de pds-operatdrio, evidenciando cicatrizagéo completa no lado em que foi utilizado o gel e perda de 67,2% do enxerto (software Scion
Image) no lado em que néo o utilizamos.

sete diferentes fatores de crescimento secretados ativamente
pelas plaguetas e que atuam na fase inicial da cicatrizagdo.
S&0 eles: trés isdmeros do fator de crescimento plaquetario
(PDGF) — PDGFow, PDGF3B e PDGFoff —doisfatoresde cres-
cimento transformadores (TGF) —TGF31 e TGH32—o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de cresci-
mento epitelial (EGF) 38918, Os TGF ativam osfibroblastospara
formagdo de protocolageno, que resulta na deposicdo de
coldgeno e cicatrizagdo da ferida. Os PDGF, associados ou
ndo com os TGF, aumentam avascul ari zag&o tissul ar, promo-
vem aproliferacéo defibroblastos, aumentam aquantidade de
colageno, estimulam producéo de tecido de granulacdo e me-
Ihoram a osteogénese®®172, O VEGF estimulaaangiogénese,
a mitogénese e a permeabilidade vascular e 0 EGF induz o
crescimento de tecido epitelial e promove também a
angiogénese. Estas substancias tornam a cicatrizagdo mais
rapida e eficiente, favorecendo aintegracdo de enxertos, se-
jam eles 6sseos, cuténeos, cartilaginosos ou de células de
gordura. Além disto, o PRP possui proteinas como a fibrina,
fibronectina e vitronectina, que promovem a osteocondugdo
através de suaagdo naadesdo celular, aém daprépriaagéo do
TGFB edo PDGF naestimul aggo dos osteocl astos, mel horan-
do a qualidade dos resultados obtidos nas enxertias 0sse-
a§,23,24_

As primeiras formas de extracdo do PRP autélogo
para utilizagdo em cirurgias empregavam maquinas de
autotransfusdo para fazer a separacdo celular do sangue que
circulava por ela proveniente de um cateter venoso profundo
colocado no paciente duranteacirurgia. Eram necessarios 400
a450 ml de sangue e um técnico especializado paraoperar esta
méquina®*22%, |sto limitava a obtencdo do PRP aum centro
cirargico de grande porte e representavamaior morbidade para
0 paciente. A intencdo de simplificar o método levou ao de-
senvolvimento de protocolos utilizando aparelhos mais sim-
ples (AG Curasan®, 3i PCCS®, Sequire® e SmartPReP®) que
obtinham emtorno de 7 a10 ml de PRPapartir de50a60 ml de
sangue retirados através de puncdo venosa periférica®t. No
Brasil, dispomos de kits importados para obtencéo do PRP
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pelo sistema automatizado, porém os custos ficam em torno
de R$ 2.300,00. A possibilidade de se obter PRP com custos
menores, utilizando-se umacentrifugaconvencional, fez sur-
gir alguns protocolos que, embora sejam mais trabalhosos e
necessitem de aprendizagem por parte de quem irarealizar o
procedimento, permitem a preparacdo do PRP com custo dez
vezes menor e em ambientes mais ssimples, desde que possu-
am umacentrifuga.

Com este protocol 0 conseguimos al cangar umacon-
centracdo plaguetariaem média pel o menos quatro vezes su-
perior a0 da amostra de sangue. Esta concentragéo é maior
gue a observada em outros protocol os como o de Anituae o
de Landesberg, que ndo conseguiram chegar a um aumento
de duas vezes a concentragdo plaguetaria no sangue do paci-
ente, segundo verificado no trabalho de Marx?, e semelhante
as concentragdes obtidas pelos métodos automatizados, que
variam de um, seis aquatro vezes superioresado sangue dos
pacientes’. O método também se mostra reprodutivel e de
fécil aplicacdo, desde que executado por umapessoatreinada.
Sua preparacéo demora cercade 45 minutos, apds acoletado
sangue.

Em relagdo a trombina autéloga, necessé&ria para a
formag&o do gel, nosso protocol o de obtencdo mostrou apre-
sengade 27,9 U/ml de trombina ativa no liquido coletado do
tubo A. Assim, comprovamos que este liquido € rico em
trombina ativa e, na prética, promove o efeito desgjado de
gelacdo do PRP.

Adaptamos este protocol o para aplicacéo na prética
meédica e estamos utilizando o PRP em enxertos cuténeos, en-
xertos 0sseos e na cicatrizacdo de feridas. Em relacéo aos en-
xertos, observamos melhor integragdo dos mesmos, com me-
Ihor resultado final dacirurgia(Figural). Emrelacdo asferidas,
observamos umadiminuigdo mais rdpidano seu tamanho, bem
como o desenvolvimento de um tecido de granulagéo de me-
Ihor qualidade, com uma vascul arizagdo maisintensa (Figura
2). Nas regides doadoras de pele parcial, percebemos que o
curativo com PRP torna a primeira troca menos dolorosa e a
epitelizagcdo daferidamaisrépida
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Figura 2 - Tratamento de mal perfurante plantar emum paciente diabético, através de exérese e curativo da ferida comgel de PRP. A: Ferida
profunda resultante da exérese da leséo. B: Aspecto no quinto dia de evolugéo, apds a primeira troca de curativo. Redugéo de 58,6% do
tamanho da ferida (softwar e Scion Image) e nivelagéo do leito da ferida com a pele do paciente.

A obtencdo do gel de PRP e fatores de crescimento mento de pessoal é a condicao especifica para ser possivel a
pode ser feitade formamaisecondmicae em locais sem muitos aplicacdo rotineirado método e, passado este momentoinicia
recursos tecnol 6gi cos, mas que disponham de uma centrifuga de aprendizado e gjuste, a expectativa é de melhorianosre-
e materiais usualmente presentes em ambientes hospitalares sultados obtidos e, possivelmente, aplicabilidade em outras
como seringas, agul has e tubos de col eta de sangue. O treina situagdes.

ABSTRACT

Background: Platelet-rich plasmaisan autol ogous concentration of human platel etsin a small volume of plasma. Thevast majority
of publicationsreportsa significant healing enhancement following itsuse. Thisstudy aimto establish alow-cost method to prepare
aplatelet-rich plasmaand growth factorsto be usedin plastic surgery. Methods: Blood was submitted to two centrifugationsto obtain
platelet-rich plasma. Twenty testswere performed changing theintensity and time of centrifugation, aimto establish the method that
achievesthe optimal platelet enrichment; and ten tests were performed to confirm the reproducibility of this method. Results: The
optimal plateletsenrichment, over 4.5timesbasdline, valueswasobtained using 300 g for 10 minuteson thefirst centrifugationand
640 gfor 10 minuteson the second centrifugation. Conclusions: Platelet-rich plasmawith high platel ets countscan be prepared using
thismethod and the gel can be obtained with the addition of autologous thrombin, obtained in the same procedure. Thisautologous
platelet gel enhanced wound healing, therefore showing improved resultsin skin and bone grafts.

Key words: Reconstructive surgical procedures; Wound healing; Platelet-derived growth factor; Transforming growth factor
beta; Blood platelets.
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