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Plasma rico em plaquetas para reparacdo de falhas 6sseas em cées

Platelet-rich plasma for canine bone restoration
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RESUMO

As plaquetas chegam rapidamente ao local da
ferida e liberam multiplos fatores de crescimento (FC) e
citocinas que contribuem para a reparagdo Gssea e aumentam
a vascularizacao local. O Plasma Rico em Plaquetas (PRP)
concentra as plaquetas e os FC liberados por elas, aceleram a
formacdo 6ssea e melhora a qualidade do trabeculado. Este
trabalho apresenta um protocolo para confecgdo de PRP e
demonstra alguns aspectos da sua utilizagdo na reparacdo
6ssea de cdes. O protocolo foi desenvolvido a partir de sangue
coletado por puncéo jugular em trés cdes adultos, pesando em
média 20kg. Para avaliacdo da aplicacdo clinica e dos
aspectos da reparagdo 6ssea, foram criadas duas falhas mediais
no tergo proximal de cada tibia. Assim, a falha 1 nédo foi
preenchida, constituindo o controle, a falha 2 foi preenchida
com 3mg de enxerto 6sseo autégeno da crista da tibia, a falha
3 com gel de plaquetas (PRP) e falha a nimero 4 com a
associacdo PRP e 3mg de enxerto dsseo autégeno. O protocolo
laboratorial proposto mostrou-se de facil execugdo e de baixo
custo e possibilitou a concentragdo adequada de plaquetas no
PRP final, cujo nimero foi dependente da contagem inicial no
sangue total de cada animal. A comparacéo da radiopacidade
na regido da falha, em todos os tratamentos, e ao longo do
tempo demonstrou que o PRP associado ao enxerto determinou
maior precocidade e uniformidade de radiopacidade, quando
comparado a falha preenchida pelo PRP e ao enxerto usados
isoladamente, e sendo que ambos determinam melhores
resultados de preenchimento que a falha mantida sem
tratamento.

Palavras-chave: gel de plaquetas, enxerto autégeno, fatores
de crescimento.

ABSTRACT

The platelets arrive quickly at the injury site and
release several growth factors (GF) and citokines that contribute
to bone repair and increasing local vascularization. The
Platelet-rich Plasma (PRP) concentrates the platelets and their
growth factors, increasing the rate of bone formation and better
quality of trabecular bone. This research presents a protocol to
PRP formulation and demonstrates some aspects about the
use in canine bone repair. In this protocol blood was obtained
from the jugular ven of tree adult dogs with medium weight of
20kg to produce PRP. Two defects in the medial aspect of
proximal third of the tibia were surgically created to evaluate
the clinical and radiographic aspect of PRP. The control defect
wasn’t treated.The defect 2 was filled with 3 mg of autogenous
bone graft from the tibia crest. The defect 3 was filled with PRP
alone and the number 4 with PRP in the combination with
3mg autogenous bone graft. The proposed laboratory protocol
demonstrated to be easy to execute at low cost. Further, it was
adequate to concentrate platelets in final PRP, whose number
was dependent on the blood from each dog. Comparing the
defect regions, was concluded that the association of PRP and
bone graft showed greater precocity and uniform radiopacity
than the PRP or bone graft isolated, although both determine
better results than the defect without treatment.

Key words: platelet gel, autogenous graft, growth factors.

INTRODUCAO

Entre os tecidos altamente organizados, o
osso destaca-se por exibir grande potencial
regenerativo, sendo capaz de reparar fraturas e defeitos
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locais com semelhanga estrutural, desde que estejam
presentes elementos fundamentais como células
osteocompetentes, mediadores biologicos (entre eles
os fatores de crescimento), matriz associada a condigdes
locais de vascularizagdo e suporte estrutural
(CANDINI 2001).

O plasma rico em plaquetas (PRP) ¢ uma
fonte autdgena e barata de fatores de crescimento (FC),
preparado a partir de pequena quantidade de sangue
total retirado do proprio paciente, no periodo pré-
operatorio (LIEBERMAN et al., 2002). O PRP apresenta
em sua constitui¢do o plasma, os leucdcitos e as
plaquetas. No plasma estdo contidos diversos fatores
de coagula¢do (GOLDBERG, 1997), os leucocitos que
conferem resisténcia natural aos agentes infecciosos e
imunologicos, e as plaquetas que sofrem degranulagdo
nos sitios de lesdo liberando os FC (MARX & GARG,
1999).

A sinalizagdo realizada pelos FC é mediada
por receptores de membrana localizados na superficie
das células em que atuam, determinando especificidade
de acdo frente a cada situagdo e promovendo
proliferagdo ou inibicao (LENHARO & COSSO, 2001).
Os FC influenciam a divisao celular, a sintese de matriz
e a diferenciagdo tecidual. Estudos tém apontado-os
como importantes na reparagao dssea, na formagao de
cartilagem e na reparagdo de tecidos musculares e
esqueléticos (LIEBERMAN et al., 2002). Eles sdo
osteoindutores, agindo nas células osteoprogenitoras
diferenciando-as ¢ auxiliando na osteogénese (LEMOS
etal.,2002).

Pelo menos trés fatores sdo derivados
dos granulos plaquetarios: fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento e transformagédo beta (TGF-B) e fator
de crescimento semelhante a insulina [IGF]
(GIANNOBILE, 1996).

PDGF ¢ uma glicoproteina cujas atividades
sdo mitogénese, angiogénese, ativagdo de macrofagos
e promogao de quimiotaxia (MARX & CARLSON, 1996).
O aumento de sua quantidade inicial propicia maior
atividade das células osteocompetentes do que
ocorreria no enxerto ou coagulo apenas, determinando
rapidez na formagdo 6ssea e melhor qualidade do
trabeculado (BRANDAO, 2005).

TGF-B é uma superfamilia que inclue TGF-
31, TGF-B2 e proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP).
Presume-se que TGF-B1 e B2 sejam langados pelas
plaquetas ap6s a formagdo do codgulo na fratura,
estando associados a proliferagdo de tecido periosteal
no periodo inicial da consolidagdo. No entanto, sua
acdo mais intensa ocorre durante a proliferacdo celular
cartilaginosa e a ossificagdo endocondral (MARX &
GARG, 1999; LIEBERMAN etal., 2002).

O IGF ¢ mitogénico para as células da
linhagem osteoblastica e estimulador da osteogénese
a partir dos osteoblastos diferenciados. Quando
combinado com outros FG, como PDGF ou TGF-8, pode
acelerar a osteogénese (GIANNOBILE, 1999).

Este trabalho apresenta um protocolo para
confecgao de plasma rico em plaquetas (PRP) e alguns
aspectos da sua utilizacdo na reparagdo de falhas
Osseas experimentais na tibia de caes.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados trés cdes adultos,
clinicamente saudaveis, sem raga definida, sendo duas
fémeas e um macho, pesando 20kg em média.
Inicialmente foram realizados hemograma, leucograma
e contagem plaquetaria, determinando o padrdo do
sangue total para cada c@o. O protocolo laboratorial
foi elaborado a partir dos protocolos apresentados por
CANDINI (2001),ROSSI (2001) e LEMOS et al. (2002),
Todas as etapas foram desenvolvidas em capela de
fluxo laminar, sob luz ultravioleta e com utilizagdo de
luvas esterilizadas.

As diferentes etapas para preparo do PRP
foram, pela ordem, as seguintes: por meio de pungéo
jugular obteve-se 18mL de sangue venoso colhidos
em 4 tubos de vacutainer de 4,5mL, contendo citrato
de sddio. O conteudo dos tubos foi homogeneizado e
centrifugado a 1300rpm, por 8 minutos. Apds a
centrifugagdo, a por¢ao celular (leucocitos e hemacias)
precipitou na porcdo final do tubo e o plasma
sobrenadou, existindo uma pequena camada
intermediaria, a zona de névoa, constituida de
leucocitos, plaquetas maiores e hemacias. O plasma foi
pipetado dos tubos e acondicionado em outros dois
tubos. Pipetou-se também 200uUL, por tubo, da zona de
névoa, que foram reservados em um terceiro tubo.
Posteriormente, esta suspensdo sera utilizada
juntamente com o PRP para a obtencdo do coagulo.
Realizou-se uma nova centrifugacdo dos dois tubos
contendo o plasma, a 1300rpm, por oito minutos. Ao
retirar os tubos da centrifuga, observou-se o botdo de
plaquetas no fundo de cada tubo e o plasma separado,
tomando o restante do tubo. O plasma sobrenadante
foi retirado, deixando apenas 450uL, formados pelo
plasma e o botdo plaquetario. Ao agitar o tubo, ocorreu
a resuspensao do botdo e observou-se o PRP em sua
colorag¢do normal. Foram adicionados 50UL da zona de
névoa aos 450uL de PRP em cada tubo, obtendo o PRP
final. Separou-se, em uma seringa, uma aliquota de 25uL
(0,25mL) de soluplastinc, para cada tubo de PRP,
seguindo a propor¢do de 1:2, ou seja, 0,25mL do
coagulante para 0,5ml de PRP. Acondicionaram-se os
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dois tubos de PRP final e as duas seringas contendo
soluplastin em uma caixa de isopor identificada com o
nome do cdo. No momento do uso do PRP, a aliquota
contendo soluplastin foi adicionada ao tubo contendo
o PRP final para confecgdo do gel de plaquetas.

A checagem do PRP foi obtida pela contagem
do numero de plaquetas, em maquina automatica, que,
segundo LEMOS et al. (2002), deve ser superior a
1.000.000 de plaquetas em 1puL para ser considerado
positivo. Imediatamente apos a obteng@o do PRP final,
cada animal foi preparado para os procedimentos
cirurgicos. Foram pré-anestesiados com acepromazina
(0,1mgkg',IV), submetidos a indugéo anestésica com
tiopental sodico (12,5mgkg™, IV), ¢ anestesiados com
halotano vaporizado por oxigénio. No periodo pré-
operatdrio, os animais receberam o antibiotico
enrofloxacina (10mgkg',IM) e o analgésico
monofenilbutazona (0,15mLkg ', IV).

Os animais foram posicionados de forma a
permitir a abordagem cirtirgica a por¢ao medial do ter¢o
proximal da tibia. Em cada membro, foram realizadas
duas falhas circunferenciais na cortical 6ssea até a
exposi¢ao do canal medular, com 0,5cm de didmetro e
distancia de 1,0cm entre elas, por meio de trefina
cirargica®.

A falha proximal do membro pélvico
esquerdo (falha 1) foi mantida vazia, constituindo o
controle. A falha distal (falha 2) foi totalmente
preenchida com 3mg de enxerto 6sseo esponjoso
coletado na crista da tibia do mesmo membro e no
mesmo tempo cirargico.

No membro pélvico direito, apds a
confeccdo das falhas proximal e distal, coletou-se 3mg
de enxerto dsseo autdgeno da crista da tibia, que foi
colocado dentro de um dos frascos contendo o PRP
autogeno previamente preparado. Adicionou-se, entéo,
a aliquota de soluplastin e, ap6s resuspenséo,
procedeu-se ao aquecimento com o calor de uma das
maos por 20 segundos. Dessa forma, foi confeccionado
o gel de plaquetas contendo em seu interior o enxerto
osseo autdgeno (Figura 1A), que foi aplicado a falha

distal ou falha 3 (Figura 1B). A falha proximal (falha 4)
foi preenchida apenas com o gel de plaquetas. Em
ambos os membros, ao término dos procedimentos, o
tecido subcutineo e a pele foram suturados de forma
rotineira.

Os caes permaneceram em baias individuais,
e foram avaliados diariamente. Os membros operados
foram radiografados logo depois da cirurgia, apos 7, 15
e 30 dias, com objetivo de avaliar o grau de
preenchimento 6sseo das falhas, determinado pela
radiopacidade na area da falha.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo laboratorial proposto foi de facil
execucdo e de baixo custo. Ele permitiu a adequada
concentragdo de plaquetas (Tabela 1) em niimero
superior a 1.000.000u!, que foi descrito como adequado
por LEMOS etal. (2002). Recomenda-se a manutengao
dos procedimentos laboratoriais durante o pré-
operatorio imediato, como apresentado, uma vez que a
realizacdo das diversas etapas no periodo trans-
operatorio acarreta atraso nos tempos cirirgicos e
conseqiientemente maior periodo anestésico.

Ap0s a primeira centrifugacao, foi possivel
separar o plasma sobrenadante em dois tubos para ser
centrifugado novamente e a zona de névoa em um
terceiro tubo. A zona de névoa é composta pelas
hemacias e plaquetas maiores que ddo mais
consisténcia ao gel de plaquetas (ROSSI, 2001), e por
leucdcitos que, segundo MARX & GARG (1999),
conferem imunidade ao enxerto, conferindo-lhe
resisténcia natural aos processos infecciosos e
alérgicos.

Na contagem celular, ndo foi observada
presenca de leucocitos e hemacias no PRP inicial,
enquanto que na zona de névoa houve quantidade
significativa de plaquetas e leucocitos e algumas
hemacias. Portanto, foi imprescindivel sua adi¢do ao
PRP, garantindo, além da resisténcia ao enxerto, maior
consisténcia ao gel, determinada pelas

Figura 1 - A) Gel de plaquetas associado ao auto-enxerto 6sseo espon-
joso, pronto para uso. B) Falha dssea distal do mebro pélvico
direito de cdo (seta) preenchida com gel de plaquetas associ-
ado ao enxerto 0sseo.

hemacias e plaquetas maiores.

Observou-se que o resultado final
do numero de plaquetas no PRP foi
dependente da contagem inicial no sangue
total do animal. Quanto maior o niimero inicial,
mais rico em plaquetas foi o PRP (Tabela 1).
Portanto, a presenca de trombocitopenia ou
um nimero menor de plaquetas sdo fatores
limitantes para realizagdo do procedimento.

No presente estudo, quando foram
somados 450uL do plasma que envolvia o
botdo de plaquetas aos S0UL da zona de
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Tabela 1 - Contagem plaquetaria e de leucocitos em 1uL nas diversas etapas do protocolo laboratorial, no sangue dos trés cdes do

experimento.

Animais Plaquetas pL" Leucocitos/pL
animal 1 244.000 12.100

Sangue Total animal 2 418.000 35.000
animal 3 341.000 36.000

Pl Ri PL animal 1 1.640.036 -

asma Rico em Plaquetas . )

(PRP) Inicial an%mal 2 2.809.570
animal 3 2.292.018 -
animal 1 360.000 72.300

Zona de Névoa animal 2 616.721 134.750
animal 3 355.000 138.600
animal 1 1.512.032 72.300

PRP Final animal 2 2.590.285 134.750
animal 3 2.098.316 138.600

névoa e aos 250uL de soluplastin, obteve-se o gel de
plaquetas de tamanho semelhante ao da falha dssea.
Além disso, a confec¢do do gel no fundo do tubo de
ensaio de SmL determinou formato coincidente com o
da falha, facilitando sua deposi¢ao no periodo trans-
operatorio. Ou seja, foi possivel definir o volume e o
formato do gel previamente ao procedimento cirurgico
de forma coincidente ao tamanho da falha, o que ¢
desejavel.

A associagdo do enxerto 0sseo ao PRP,
antes da adi¢do do soluplastin, permitiu que o enxerto
permanecesse misturado ao gel, ficando bem distribuido
em toda a falha e evitando perda durante a aplicag@o.
Ao depositar o gel de plaquetas sobre as falhas,
observou-se menor quantidade de sangramento local
em relagdo a quantidade evidenciada quando o enxerto
foi utilizado de forma isolada. De acordo com
LIEBERMAN et al. (2002), este fato pode ser explicado
pelo potencial hemostatico plaquetario, a semelhanga
do observado no foco da fratura, quando ocorre a
agregagdo de plaquetas e o inicio da cascata de
coagulagdo.

A trombina bovina topica, anteriormente usada
na confecgdo do gel de plaquetas, ¢ dificil de ser
encontrada no mercado brasileiro atualmente, e foi
substituida com sucesso pelo soluplastin, formando um
gel consistente, assim como observado por ROSSI (2001).

Vinte e quatro horas ap6s os procedimentos
cirurgicos os animais apoiaram o membro ao solo sem
manifestagdo de dor. Durante os primeiros quinze dias,
observou-se cura mais rapida da ferida de pele e menor
formacdo de edema nos membros direitos dos cies,
que sdo efeitos que podem ser creditados ao potencial
de aceleragdo da cicatrizagdo tecidual inerente ao PRP

(KNIGHTON et al., 1988). Além disso, GREEN et al.
(1997) afirmaram que os FC foram capazes de promover
diferenciagao de células mesenquimais que estimularam
eventos regenerativos.

Na avaliagdo radiografica (Figura 2) no
momento zero, observou-se a presenca de
radiopacidade difusa nas falhas que receberam o
enxerto 6sseo autogeno isoladamente e associado ao
PRP ¢ a radioluscéncia nas falhas 1 ¢ 4.

No dia 7, na falha 2 (Figura 2), preenchida
com o auto-enxerto isoladamente, a reparagdo
aconteceu a partir das bordas da falha, especificamente
na interface enxerto/osso receptor, provavelmente
porque o enxerto encontrou suporte estrutural e
vascularizagdo necessarias provenientes da borda do
defeito. Ja na falha 3 (Figura 2), foram observadas areas
de radiopacidade no centro da enxertia, sugerindo a
formacgdo de focos de reparagdo, que podem ser
atribuidos a presenga do PRP que, segundo KNIGHTON
et al. (1988), contém PDGF em altas concentragdes,
juntamente com TGF-B1, TGF-B2 e IGF, que aceleram a
angiogénese, estabelecendo assim uma rede vascular
precoce, e garantindo maior producdo de ostedide em
menor tempo.

No dia 15, houve tendéncia ao aumento da
radiodensidade em pontos localizados no interior das
falhas 2 e 3 (Figura 2), inclusive com aspecto semelhante
ao do osso receptor, refletindo um mecanismo de
osteogénese inerente as células da linhagem
osteogénica presentes no interior do enxerto. O auto-
enxerto associado ao PRP (falha 3) determinou maior
preenchimento da falha em razdo da a¢do dos FC
osteoindutores nas células osteoprogenitoras,
diferenciando-as e auxiliando na osteogénese (LEMOS
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7 dias

N

15 dias

Figura 2 - Seqiiéncia de avaliagdes radiograficas das falhas sob diversos tratamentos, ao longo do tempo, ¢ em animais
diferentes. Aos 30 dias, as falhas estabelecidas como controle apresentam areas esparsas de radiopacidade a partir
das bordas da lesdo. As falhas preenchidas pelo enxerto apresentam areas de radiopacidade semelhantes as do osso
receptor, difusas pelo interior da lesdo, porém sem preenché-las totalmente. As falhas preenchidas com enxerto
associado ao PRP apresentam areas de radiodensidade uniforme e semelhante a do osso receptor, demonstrando
incorporagdo do material enxertado. As falhas preenchidas pelo PRP isoladamente,apresentam area uniforme de
radiopacidade difusa, a partir das bordas e do centro da lesdo, mas em menor intensidade que a do osso receptor.

30 dias

Controle (falha 1)

L 1 Enxerto {falha 2)
Enxerto
+
PRP
k (falha 3)

PRP {falha 4)

etal., 2002). Além disso, a concentragdo dos FC no gel
de plaquetas ¢ significativamente alta, resultando em
10 a 25 vezes mais PDGF e TGF-8 do que em um
processo osteogénico sem adi¢cdo de PRP (FLORYAN
& BERGHOFF, 2004).

No dia 30, as falhas estabelecidas como
controle apresentavam areas esparsas de
radiopacidade a partir das bordas da lesdo. As falhas
preenchidas pelo enxerto apresentavam areas de
radiopacidade semelhantes as do osso receptor, difusas
pelo interior da lesdo, porém sem preenché-las
totalmente. As falhas preenchidas com enxerto
associado ao PRP apresentaram areas de
radiodensidade uniforme e semelhante a do osso
receptor, demonstrando incorporagdo do material
enxertado. As falhas preenchidas pelo PRP
isoladamente apresentavam area uniforme de
radiopacidade, difusa, a partir das bordas e do centro
da lesdo, mas em menor intensidade que a do osso
receptor. Para DINATO et al. (2001), o melhor aspecto
de preenchimento observado nas falhas preenchidas
pela associag@o deve-se aos FC presentes no PRP, que
foram capazes de modular e acelerar os processos

osseos de reparagdo, por meio dos fatores de
crescimento presentes.

Em todas as falhas e ao longo do tempo
houve tendéncia a reparacdo. Quando comparados os
resultados do PRP associado ao enxerto e os do PRP
isolado, percebe-se precocidade e uniformidade de
radiopacidade. Estes resultados podem ser explicados
por MARX (1994), que informou que o periodo de vida
das plaquetas no gel ¢ de 3 a 5 dias e a atividade dos
seus fatores se extingue em sete a 10 dias, porém o
reforco inicial oferecido é benéfico, pois acelera a
cascata de eventos da regeneracdo 6ssea. O enxerto
6sseo usado isoladamente determina preenchimento
da falha, mas sem a uniformidade de radiopacidade
observada a partir dos 15 dias no interior da falha 3.

CONCLUSOES

Nas condi¢des deste experimento, o
protocolo laboratorial proposto para confec¢do de um
gel de plaquetas a partir do sangue de cdes ¢ exeqiiivel
e de facil execugdo e concentra as plaquetas de forma
adequada. O gel formado apresenta consisténcia
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adequada para utilizagdo clinica e, a avaliagao preliminar
de uso demonstra resultados promissores.

FONTES DE AQUISICAO

2Soluplastin. Wiener laboratories;
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