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RESUMO

Objetivo: Avaliar fatores de crescimento e citocinas em amostras
de plasma rico em plaquetas obtidas por trés diferentes métodos
de centrifugacdo. Métodos: Foi coletado sangue periférico de
seis individuos, sem doenga hematoldgica, com idades entre 18 e
68 anos, para obtengéo de plasma rico em plaquetas, utilizando o
método aberto e sistemas comerciais das empresas Medtronic e
Biomet. Os produtos obtidos com os diferentes tipos de centrifugagéo
foram submetidos as andlises laboratoriais, incluindo citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas, por meio de ensaios de citometria de
fluxo, concentracdo do fator de crescimento fibroblastico-2 (FGF-2)
e fator de crescimento transformador-betal (TGF-B1). Resultados:
As diferentes centrifugagdes geraram perfis sistematicamente
diferentes referentes ao nimero de plaquetas e de leucécitos. 0
sistema da Medtronic originou produto com a maior concentragao
de plaquetas, e o0 método aberto com a menor concentragao de
plaquetas. Os resultados da anélise de citocinas demonstraram
que os diferentes tipos de centrifugagcdo originaram produtos com
elevadas concentragdes de interleucina 8 e interleucina 1. O sistema
aberto resultou em produto com elevados niveis de interleucina 6. As
demais citocinas e quimiocinas mensuradas foram similares entre os
sistemas. 0 produto obtido com o método aberto apresentou niveis
superiores de TGF-B1 em relagédo aos demais sistemas e reduzidos
niveis de FGF-2. Conclusao: Os elementos figurados, fatores de
crescimento e citocinas, em amostras de plasma rico em plaquetas,
variaram conforme a técnica de centrifugacao utilizada.

Descritores: Plasma rico em plaquetas; Citocinas; Peptideos e proteinas
de sinalizagao intercelular; Centrifugagdo/métodos

ABSTRACT

Objective: To evaluate growth factors and cytokines in samples
of platelet-rich plasma obtained by three different centrifugation
methods. Methods: Peripheral blood of six individuals with no
hematological diseases, aged 18 to 68 years, was drawn to obtain
platelet-rich plasma, using the open method and commercial
columns by Medtronic and Biomet. The products obtained with
the different types of centrifugation were submitted to laboratory
analysis, including pro-inflammatory cytokines and chemokines
by flow cytometry assays, the concentration of fibroblast growth
factors-2 (FGF-2) and transforming growth factor-betal (TGF-f1).
Results: The diverse separation methods generated systematically
different profiles regarding number of platelets and leukocytes. The
Medtronic system yielded a product with the highest concentration
of platelets, and the open method, with the lowest concentration of
platelets. The results of cytokine analysis showed that the different
types of centrifugation yielded products with high concentrations of
interleukin 8, interleukin 1P3. The open system resulted in a product
with high levels of interleukin 6. Other cytokines and chemokines
measured were similar between systems. The product obtained with
the open method showed higher levels of TGF-B1 in relation to other
systems and low FGF-2 levels. Conclusion: The formed elements,
growth factors and cytokines in samples of platelet-rich plasma
varied according to the centrifugation technique used.

Keywords: Platelet-rich plasma; Cytokines; Intercellular signaling peptides
and proteins; Centrifugation/methods
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INTRODUGAO

Plaquetas sao fragmentos celulares originados dos me-
gacaridcitos, com aproximadamente 2um de didmetro.
Possuem, em sua estrutura, algumas organelas, como
mitocondrias, microtibulos e granulos (o, & e A). Os
granulos o contém mais de 30 proteinas bioativas, entre
fatores de crescimento, citocinas, moléculas de adesao
e outras, que possuem papel fundamental na homeos-
tasia e na remodelagao tecidual.!? A analise do proteo-
ma das plaquetas mostra que, em resposta a ativacao
pela trombina, as plaquetas humanas liberam mais de
300 proteinas diferentes.® Esses fatores de crescimen-
to tém um impacto importante no funcionamento das
células mesenquimais durante os processos de cicatri-
zacao tecidual.®® Além disso, citocinas e quimiocinas
eventualmente presentes no plasma rico em plaquetas
(PRP) podem auxiliar na modulagdo da inflamagao e
na resolucao dos processos de regeneragao.®!9 O uso
de plaquetas como uma fonte rica de fatores bioativos
foi sugerido inicialmente como um complemento para
a cola alogénica de fibrina. Porém, a disponibilidade
dos fatores de crescimento nos concentrados de pla-
quetas tornou-se um grande atrativo como indutor da
cicatrizacao e regeneracao tecidual, sendo considerada
uma alternativa de baixo custo,!) embora ainda nestes
ultimos 10 anos tenha ocorrido mudanga gradativa no
custo da aplicacdo. Um sucedaneo desses concentrados
de plaquetas € um produto do qual sao retirados leuco-
citos e hemacias, mas preservadas as plaquetas, que sao
elementos de menor tamanho e peso, e que recebem o
nome de PRP.

O uso do PRP tem sido proposto em véarias areas da
saude e, em especial, na ortopedia, na medicina espor-
tiva e na odontologia, como adjuvante terapéutico em
processos de regeneracao tecidual. Varios investigadores
relacionaram este tipo de aplicacio clinica do PRP com a
inducao de formacdo Gssea ou aceleracdo na cicatrizacao
de tecidos, como ligamentos, musculo ou tendoes.*!21)
No entanto, o tema & controverso, pois alguns rela-
tos referem bons resultados com o uso do PRP,(%!7)
enquanto outros indicam resultados insuficientes ou
negativos.(1¢19

O PRP corresponde a um volume de plasma cuja
concentracao de plaquetas esta acima do valor normal.
Normalmente, a contagem de plaquetas, no sangue &,
em média, de 200.000 plaquetas/ul, mas, apds o pro-
cessamento, espera-se no PRP uma concentracio de
1.000.000 plaquetas/uL, ou seja, um enriquecimento
de cinco vezes.*? Sendo este um produto geralmen-
te de origem autdloga, é considerado, por este motivo,
seguro para aplicacao clinica, por nao envolver reagao
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com hospedeiro e nem transmitir doengas.®* No en-
tanto, ao utilizar preparados oriundos de pacientes com
doencas de natureza imune e inflamatdéria, uma variavel
nao controlada é adicionada a proposta terapéutica. Ha
poucos estudos que documentam, de forma consistente,
os efeitos da aplicacdo de PRP nos pacientes ou mesmo
a propria composiciao dos preparados.?? Informagoes
mais claras sobre eficiéncia do tratamento, tempo de
duracgao dos efeitos, incidéncia e tipo de eventos adver-
sos nao sao conhecidas. Além disso, nao ha consenso
sobre a composic¢ao ideal e nem sobre o perfil dos com-
ponentes presentes nas diversas formulacoes e modos
de preparo do PRP.?"?22) Nao menos importante, di-
versos estudos que mostram efeitos positivos da apli-
cacao de PRP conduziram, na verdade, ensaios que in-
cluiram osso autégeno, além do PRP na regeneragao
de pele e 0ss0.!® Uma das questdes ainda em aberto
trata da presenca de hemdcias e leucdcitos contami-
nantes do PRP e seu papel no sucesso ou fracasso do
tratamento. Alguns estudos mostram que as hemacias
presentes em injecoes intra-articulares podem levar a
irritacao da membrana sinovial, ao passo que leucécitos
podem ser associados tanto a protecao tecidual quanto
a maior inflamacao.® De fato, a presenga de leucécitos
parece acarretar um aumento significativo de citocinas
inflamatdrias, alterando o potencial regenerador do
PRP,?*?% induzindo dor e limitagao funcional. Por outro
lado, outros estudos mostram a possivel funcao antibac-
teriana do PRP.

Existem varios métodos que buscam a obtencao de
PRP a partir do sangue total.?'?» O método aberto, ain-
da visto como um dos mais eficientes, utiliza a centrifu-
gagao com posterior recuperacgao do plasma isolado.!®
Ha também colunas para obtencao do PRP comerciali-
zados em forma de kits sem especificacoes de seu conteu-
do. Nesse estudo, comparamos o PRP obtido por meio
do método aberto com dois produtos comerciais, mais es-
pecificamente as colunas Magellan (Arteriocyte Medical
System, Cleveland, Ohio, EUA) e GPSIII (Biomet,
Warsaw, Indiana, EUA). Analisamos amostras de sangue
antes do preparo e o PRP obtido apds o processamento,
quanto a presenca e contagem de elementos figurados,
em especial a contagem de plaquetas, concentracao fator
de crescimento transformador-betal (TGF-B1) e fator
de crescimento fibroblastico 2 (FGF-2), TGF-f1 e FGF-2
basico. Além disso, medimos citocinas e quimiocinas
envolvidas em processo de cicatrizacdo ou com poten-
cial imunomodulador, a saber: interleucina (IL) 1, IL-6,
IL-8, IL-10, tumor necrosis factor alpha (TNF-o),
monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), macrophage
inflammatory protein-1 (MIP-1) e regulated on activation,
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normal T cell expressed and secreted (RANTES). As amos-
tras foram obtidas de pacientes submetidos a cirurgia
por lesao com o racional de avaliar se estavam presen-
tes fatores pro- e anti-inflamatérios, e se as amostras
de PRP se encontravam livres de elementos figurados
eventualmente danosos ao tratamento.

OBJETIVO

Avaliar fatores de crescimento e citocinas em amostras
de plasma rico em plaquetas, obtidas por meio de trés
métodos diferentes de centrifugacao.

METODOS

Obtencao do plasma rico em plaquetas
Foi coletado sangue periférico de seis individuos, sub-
metidos a cirurgia de lesdo do manguito rotador, sem
doenca hematoldgica, com idade entre 18 e 68 anos,
para obtencao de PRP, aplicando o método aberto e,
em paralelo, utilizando as colunas Magellan e GPSIII.
A primeira refere-se a uma coluna de separacao de pla-
quetas usada em uma tnica etapa de centrifugacao, sem
indicacdes sobre a contaminacdo com hemaécias, mas
com a informacdo de que leucdcitos estarao presentes
no concentrado. A segunda coluna ¢é indicada para uso
em um protocolo de duas etapas, nas quais o PRP ¢
recuperado da camada intermedidria entre as hemacias
e o sobrenadante. Foram coletados 26mL e 60mL de
sangue periférico, respectivamente, para cada kit. As
amostras foram processadas pelo representante local
de cada marca, seguindo o protocolo estabelecido pelos
fabricantes. Estas duas marcas tém em comum o fato de
prepararem PRP mais rico em leucdcitos e plaquetas.®?

Para analise do sistema aberto de obtencao de PRP,
desenvolvido por Anitua et al.,?» foram coletados 20mL
de amostra de sangue periférico com agulha de calibre
19, em tubos contendo citrato sédico, de quatro indivi-
duos, com idade entre 54 e 63 anos. O material foi cen-
trifugado a 650g por 8 minutos, em temperatura am-
biente, e o sobrenadante de plasma coletado na terceira
fracdo, proxima dos leucdcitos e hemacias, correspon-
dendo a fragdo rica em plaquetas e fatores bioativos,
mas buscando evitar a coleta de leucdécitos.®

Ap0s, dentro do periodo maximo de 1 hora apés a
coleta das amostras de PRP, pelos trés diferentes méto-
dos, estas foram submetidas a avaliacio em laborato-
rio clinico, sem ativa¢do com a trombina ou tratamento
com cloreto de calcio para induzir a formacao de fibrina.
O restante das amostras foi armazenado a -20°C até o
momento das andlises.

O estudo foi realizado em plena conformidade com
as diretrizes do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Israelita Albert Einstein, nimero do protocolo 07/733,
CAAE: 0182.0.028.000-07. As amostras foram coletadas
apo6s obtencao do consentimento informado por escrito
de todos os doadores.

Analise laboratorial dos componentes do plasma rico
em plaquetas

Os seguintes parametros foram medidos nas amostras
de PRP: concentracao de plaquetas, leucicitos e hema-
cias, volume médio plaquetario (VMP), hemoglobina
e hematdcrito, no laboratério de analises clinicas do
Hospital Israelita Albert Einstein.

Andlise dos fatores de crescimento

Os fatores de crescimento FGF-2 (basico) e TGF-B1
foram mensurados utilizando Quantikine Human FGF
basic Immunoassay kit (R&D) e Human TGF-1 ELISA
Set, (BD OptEIA™), respectivamente, seguindo as
instrucdes dos fabricantes. Foram incubados 100uL
de cada amostra com reagente RD1-43 ou tampao de
captura Ab por 2 horas (apds ativagdo com HCI 1N,
na diluicdo de 1:25 por 60 minutos a 4°C, seguido de
neutralizagio com NAOH 1IN 1:25) em temperatura
ambiente. Apos lavagens, as amostras foram incubadas
com FGF-2 conjugado ou com substrato TGF-B1 por
30 minutos. A reacdo foi interrompida com adicao da
solucao stop, e as leituras de absorbancia foram obtidas
em leitor de microplacas (DTX 880 Multimode Detector —
Beckman Coulter, Inc.), no comprimento de onda de
450nm para FGF-2 e 570nm para TGF-B1.

Andlise das citocinas inflamatorias

As andlises de citocinas inflamatdrias e quimiocinas fo-
ram realizadas utilizando a técnica de Cytometric Bead
Array (CBA), com o kit Human Inflammatory Cytokines
(IL-8, IL-1B, IL-6, IL-10, TNEF, IL-12p70) e Human
Chemokine (IL-8, RANTES, MIG, MCP-1, IP-10), am-
bos da BD Pharmingen (San Diego, CA), seguindo as
indicacoes do fabricante. Resumidamente, uma curva
de diluicao seriada foi preparada com a amostra padrao
das citocinas. Para a reacao, S0uLL de cada amostra fo-
ram incubados com a mistura de beads especifica para
cada um dos analitos, seguidos da reacao com o anticorpo
secundario conjugado com o reagente PE Detection, por
uma hora, em temperatura ambiente. Em seguida, as
amostras foram lavadas e ressuspensas com tampao de
lavagem (Wash Buffer), sendo analisadas no citdmetro
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de fluxo (FACSARIA, BD Biosciences, San Jose, CA).
Os dados foram analisados por meio dos programas
FlowJo (TreeStar, Ashland, OR) e BD CBA.

Analise estatistica

Média e erro padrao foram calculados para todas as
varidveis, utilizando o programa GraphPad Prism versao
6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA). As varia-
veis foram avaliadas pelo teste de Anélise de Variancia
(ANOVA) para dados nao paramétricos. Os valores de
p<0,05 foram definidos como nivel de significancia.

RESULTADOS

O perfil e a composi¢ao do concentrado plaquetario ob-
tido por meio dos trés métodos sao apresentados na
tabela 1. Observaram-se diferencas significativas em re-
lacao a composi¢cdo do PRP das mesmas seis amostras
submetidas aos diferentes métodos. Apesar da variabi-
lidade observada entre amostras, as duas colunas gera-
ram, para cada amostra, perfis sistematicamente diferen-
tes referentes ao nimero de plaquetas e de leucdcitos.
A maior concentracao de plaquetas foi obtida usando-se a
coluna Magellan, em média 2,7 (2,11 a 3,95) vezes maio-
res que GPSIII. Os dados indicaram um concentrado de
apenas 1,5 vez obtida com a coluna GPSIII, ao contrario
da coluna Magellan, capaz de concentrar as plaquetas
em torno de 5 vezes. No entanto, nao houve diferenca no
volume médio de plaquetas em nenhuma das amostras,
indicando auséncia de lise das plaquetas, um fator que
poderia explicar os valores mais baixos.

Tabela 1. Perfil e composicéo do concentrado plaquetério

Sistema Plaquetas \!n_lume Leucadcitos Hematocrito Hemoglobina
(x 10%uL) médio (mL) (x 10%/uL) (%) (g/dL)
GPSII 606,33+84,7  6,7+1,3 25,03+19 142351 5,65=1,4
Magellan 1630,26+271  64+13  1296+187  6,96+14 31+06
Aberto 55+8,6 5,65+0,27 0,6=02 0,025+0 0,13=0,1

Valores de referéncia para plaquetas: de 150 a 450 x 10°/uL; para volume médio: de 6,5 a 11mL; (n=6).

Anilise dos fatores de crescimento TGF-B1 e FGF-2
Apesar do baixo nimero de plaquetas no PRP prepa-
rado pelo método aberto, o produto resultante continha
as moléculas bioativas desejadas. De fato, a concentragao
de TGF-B1 observada foi a maior das trés preparacoes.
A presenca de FGF-2 (Figura 1A) também apresen-
tou alta variabilidade, mas majoritariamente, de forma
invertida, em relacdo ao TGF-B1 (Figura 1B).
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Figura 1. Concentracéo dos fatores de crescimento. (A) fator de crescimento
transformador beta 1 e (B) fator de crescimento fibroblastico 2 analisados nos
plasmas rico em plaguetas obtidos pelos métodos Magellan (n=6), GPSIII (n=6)
e aberto (n=4)

Citocinas e quimiocinas

Os resultados da andlise de citocinas e quimiocinas en-
contram-se nas figuras 2 e 3, respectivamente. Os valores
das citocinas foram muito semelhantes entre as amostras
obtidas pelas trés técnicas. Nas amostras obtidas com
GPSIII, este indice foi ainda mais elevado quando com-
parado as amostras Magellan (Figura 2A). O mesmo
ocorreu em relagdo a IL-1f, pois as amostras obtidas
com GPSIII apresentaram uma quantidade expressi-
vamente maior que as dos demais grupos (Figura 2B).
Por outro lado, embora as plaquetas nido tenham sido
recuperadas com o método aberto, os niveis de IL.-6 ob-
servados foram consistentemente elevados neste tltimo
método do que nos outros dois (Figura 2C). As demais
citocinas, IL-10, TNF-a e IL-12p70 (Figuras 2D, 2E e
2F), foram similares nos trés tipos de amostras.

Os resultados mostraram a presenca, ainda que
moderada, das quimiocinas MIG, MCP-1 e IP-10 nos
concentrados obtidos pelos trés métodos (Figura 3A,
3B e 3C), ao contrario de RANTES, presente em valo-
res maiores que os esperados, em especial nas amostras
obtidas pelo sistema aberto (Figura 3D).
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Figura 3. Niveis de quimiocinas medidos nas amostras de plasma rico em
plaquetas pelos métodos Magellan (n=6), GPSIII (n=6) e aberto (n=4)

DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse estudo mostram uma enor-
me variabilidade, conforme o tipo de preparacao, mes-
mo em se tratando da mesma amostra coletada. Per-
gunta-se qual é, afinal, a composi¢ao desejada de um
PRP? E, acima de tudo, quais sdo os componentes in-
desejados que podem levar a efeitos colaterais e a dano

ao tecido quando do seu emprego? Ja foi descrito que o
contetdo final do PRP obtido com os métodos comer-
ciais apresenta uma maior concentracido de hemacias, o
que aparentemente ndo induz complicacoes inflamato-
rias em razao de alguma reacao tecidual a hemacias.?%*"
No entanto, nesse trabalho a aplicagdo em tratamento
ortodontico foi testada e foram possiveis efeitos infla-
matorios diferentes conforme o tecido avaliado.®” De
fato, no caso do reparo musculoesquelético, preconiza-se
evitar a contaminacdo com hemacias. O ferro contido
nas moléculas heme catalisa a formagao de radicais li-
vres, que, por sua vez, podem induzir nao s6 a morte
das bactérias, mas também a apoptose das células no
tecido em resposta a sinalizagdo pro-inflamatéria.®® O
numero de hemaécias e leucdcitos presente no prepara-
do GPSIII era praticamente o dobro do encontrado no
preparado em coluna Magellan. Esta dltima, em con-
traste, gerou amostras com concentracao de plaquetas
trés vezes maior, na faixa do preconizado, ao contrario
dos demais métodos.

Por outro lado, o volume médio plaquetario se man-
teve proporcional em todos os métodos, indicando que
a concentracao final obtida nao ¢ um artefato, devido
a lise plaquetdria durante o processo de centrifugacao,
deixando claro, entdo, que, para cada método utilizado,
obtém-se um produto final diferente. Assim, conclui-se
que as diferencas no nimero de plaquetas observadas
€ devida a préopria composi¢cao das colunas ou aos pro-
cedimentos indicados pelos fabricantes. J& o método
aberto resultou em produto com a menor concentragao
de plaquetas, ou seja, um resultado inesperado. Duran-
te o processo aberto, parece ter havido perda de pla-
quetas, mas nao foi possivel precisar 0 motivo, ja que a
perda foi significativa. Na definicio aceita de PRP, este
deve conter, no minimo, 200.000 plaquetas/wL.®® Ain-
da assim, nas amostras obtidas pelo sistema aberto, as
demais analises foram efetuadas para avaliar se esses
preparados, apesar da baixa concentracao de plaquetas,
continham os fatores considerados importantes para o
efeito terapéutico desejado. E importante salientar que
o produto obtido na coluna GPSIII apresentou uma
quantidade significativamente maior de leucécitos quan-
do comparado a coluna Magellan, € 0 mesmo ocorreu
com o hematocrito. Havia, ainda, niveis altos de hemo-
globina nas amostras de PRP preparadas com as duas
colunas comerciais (Magellan e GPSIIT).%>)

Em contraste, a medida dos fatores de crescimento
TGF-B1 e FGF-2 mostrou um maior nivel de TGF-$1
apenas no preparado obtido com o sistema aberto, in-
dicando que a concentracao dos fatores de crescimen-
to TGF-B1 e FGF-2 no PRP nao estd necessariamente
relacionada a massa de plaquetas recuperadas. Este
resultado contrapde estudos anteriores, que sugerem
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uma relacao direta entre a concentracao de plaquetas e
de outros elementos figurados nos preparados e os ni-
veis de TGF-B1 ¢ FGF-2.42Y A maior concentracio de
TGF-B1 no PRP obtido com o sistema aberto pode ter
sido em razdo do TGF-B1 circulante no plasma. Por ou-
tro lado, a obtencdo de medidas reprodutiveis de TGF- 1
¢ reconhecidamente dificil.®” Alguns trabalhos indicam
valores séricos na faixa de 0,1 a 25ng/mL®**" ou em tor-
no de Sng/mL.®Y Na comparagao, os valores obtidos
no nosso estudo sdo bem mais baixos. De acordo com
Vesely et al.,®) o FGF-2 é normalmente indetectavel no
soro, com valores muito baixos, conforme pudemos ob-
servar. No entanto, apesar de serem classificadas como
geradoras de PRP rico em leucdcitos® e, portanto,
com potencial de apresentarem quantidades maiores
de TGF-B1, apenas o preparado com GPS III atingiu
niveis estatisticamente significantes em relagio ao sis-
tema aberto. A grande variagdo dos dados, mesmo em
se tratando de analises feitas concomitantemente, em
triplicata, indica que a variacao nesses valores nio deva
ter um grande significado bioldgico. De fato, os valores
séricos normais de TGF-B1 relatados na literatura va-
riam entre 4,83 e 55,05ng/mL,®Y confirmando que os
valores obtidos de TGF-B1 sao, na verdade, todos abai-
x0 do esperado. Os valores medidos neste trabalho sao
equiparados aos obtidos por outros autores® e corres-
pondem provavelmente ao TGF-B1 das plaquetas, pois
as amostras de plasma sofreram processo de ativagao
para liberar o TGF-B1 dimerizado com peptideo asso-
ciado a laténcia (LAP - latency-associated peptide)."
Em paralelo, nossos resultados mostram que a ob-
tencao de PRP pelos trés métodos descritos produzi-
ram consideraveis quantidades de IL-6, IL-1pB, IL-8 e
TNF-o. Todas as amostras de PRP apresentaram niveis
de IL-8 elevados em comparacao aos valores de refe-
réncia descritos na literatura, ou seja, 1,2 a 1,5ng/L.?4%
A proliferacao de fibroblastos, com producdo de ma-
triz e fibrose cicatricial, ¢ uma das caracteristicas prin-
cipais dos estdgios finais da cicatrizacdo, e varios fato-
res de crescimento tém sido estudados com possivel
atuagdo em melhorar a cicatrizacao de tecidos alvo.¢?
Os fibroblastos proliferam em resposta ao estimulo
de citocinas e fatores, como IL-1, IL-6, IL-4, TNF-q,
FGF-2 e TGF-B1 — justamente os fatores liberados
pelas plaquetas e, por este motivo, medidos neste estu-
do. Estes resultados sugerem que a utilizacao de PRP
em tecido cartilaginoso pode acarretar um efeito for-
temente proé-inflamatorio. De fato, ja foi mostrado que
a IL-6 esta associada a mecanismos pro-inflamatdrios
na cartilagem e que, junto da IL-1 e do TNF-a, atua
no mecanismo de degradacdo da cartilagem.®® 1L-6 e
TNF-o também estdo associados a cicatrizacao de lesao
muscular,®” e o TGF-B1 age por meio da IL-6 na trans-
diferenciacao de fibroblastos em miofibroblastos.®
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No entanto, é importante salientar que, neste estudo,
os niveis de TGF-B1 nao acompanharam os valores al-
tos de IL-6 observados. Por fim, a IL-10, considerada
uma citocina anti-inflamatéria, também se apresentou
em concentragoes acima do esperado.®® No entanto, é
consenso que os valores de IL-10 circulante podem va-
riar fortemente e, em especial, aumentam em resposta
a estimulos inflamatdrios.¢3%)

Essas consideracoes sdo importantes, ainda mais que
as amostras analisadas foram obtidas de pacientes com in-
dicacao cirturgica para tratamento de lesao do manguito
rotador e, portanto, provavelmente apresentando um pro-
cesso inflamatorio ativo. Assim, € possivel que individuos
tratados com anti-inflamatdrios, portadores de outros ti-
pos de lesdes, ou mesmo sem processos ativos, gerem pre-
parados com perfis muito diferentes dos que observamos.

Torna-se cada vez mais importante a validagdo do
uso de PRP, ao avaliar sua aplicacao de forma direcio-
nada para doencas especificas, escolher os tecidos-alvo
e controlar a heterogeneidade dos pacientes por suas
caracteristicas demograficas. Ensaios clinicos devem
também incluir a otimizagao do preparado, com escolha
do melhor método, dosagem dos componentes presen-
tes nos preparados, volume do concentrado, nimero de
aplicagoes, inclusao ou ndo de leucdcitos, e quaisquer
outros fatores de confusao que tornam controverso o
emprego do PRP.®” Recente estudo revisou os ensaios
clinicos publicados sobre o uso clinico do PRP com trata-
mento de lesdes musculoesqueléticas, e concluiu que as
evidéncias sao insuficientes para a utilizacao desta tera-
pia. Segundo os autores, a padronizacao dos métodos de
preparacao de PRP € um dos pontos criticos que impede
a comprovacao da eficacia do uso clinico do PRP.40

Nossos resultados corroboram a literatura, demons-
trando que as diferentes metodologias de preparo de
PRP geram produtos com composi¢ao totalmente dife-
rentes, tanto em relagio a elementos figurados como em
citocinas e fatores de crescimento, o que, provavelmente,
deve resultar em efeitos terapéuticos totalmente diferen-
tes, fragilizando, assim, a avaliacao clinica do PRP.

CONCLUSAO

Até o momento, 0 uso clinico do plasma rico em plaque-
tas ainda nao apresentou evidéncias seguras e compro-
vadas de eficécia, em parte devido a auséncia de padroes
claros da metodologia para sua obtencdo e sua carac-
terizacdo. A concentragdo de elementos figurados, fa-
tores de crescimento e citocinas, em amostras de plas-
ma rico em plaquetas, variaram conforme a técnica de
centrifugacao utilizada. O método utilizando o sistema
Magellan resultou em um produto com maior concen-
tracao plaquetaria, principal caracteristica do plasma
rico em plaquetas, mas com variabilidade na concentra-
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cao de fatores de crescimento e citocinas. A validagao
do uso terapéutico do plasma rico em plaquetas neces-
sita de estudos clinicos rigorosamente controlados, em
relacao a metodologia de sua obtencao e as caracteristicas
dos doadores. O conhecimento da composicao dos dife-
rentes preparos deve contribuir para as associagoes do uso
do plasma rico em plaquetas com a evolucao do paciente.
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