N Plasma Rico em Plaquetas lo.

HEMOCENTRO

HNICAME PRP - Lisado Plaquetario ??!!
Qual a realidade??

Abordagem de uma Universidade Publica

Angela Cristina Malheiros Luzo
MD PhD
Grupo Interdisciplinar de Medicina Regenerativa da UNICAMP

k LCURGIM
—— ) TE’_"(I"|0|Og iada ENGENHARILA LABORATORIO DE CARCINOGENESE
BSCUP S Informagao auiMmicA U N I c M P AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA (LCURGIM )
> de sangue de ) n
unIicAMP

cordso umbilical % RenatoArcher




GRUPO INTERDISCIPLINAR DE
MEDICINA REGENERATIVA DA UNICAMP
d, - ° q & ‘

Lt

9.4

Hemocentro
Instituto de Biologia

Engenharia Mecénica

Gastrocirurgia (Tx Figado, Coloproctologia)

CTI Renato Archer
CEMIB
Endocrinologia
Reumatologia

Cirurgia Plastica

Otorrinolaringologia
Engenharia Quimica
Oftalmologia

Institutos de Quimica e de Fisica

Ortopedia
Neurocirurgia
Cirurgia Pediatrica
Anatomia Patolégica

Urologia




PRP: Conceitos e aplicacoes

Definicao
PRP ou Lisado Plaquetario
produto hemoterapico
concentrado de plaquetas

[] 2 a3 x maior que o normal
pequena quantidade de plasma



PRP: Conceitos e aplicacoes

O qué faz?

= Libera fatores estimulantes de crescimento,
quimiocinas, citocinas, moléculas de
adesao...

Utilizacao???
= Regeneracao tissular?

— | Apoptose celular
— T Viabilidade celular

* Neo angiogenese?
* [munomodulacao?
= Estimula diferenciacao para osso, cartilagem?



PRP — Conceitos e Aplicacoes

Lisado Plaquetério ﬁ PRP Meinrad Gawaz and Sebastian Vogel , BLOOD, 10 october 2013

Reparacdao tissular
HGF-SDF1
fibroblastos neutrofilos
Macrofagos
eliminacdo debri celular
SMC, MSCs
Angiogenesis
CXCR4 (homing)
CD34+ recruta
Apoptosis
TNF Alfa ?
Faz-L, Cd40L ,

Trail Tweak Light (secretados)

Sinalizacédo paracrina
Células tronco neurais
fosforilacao da via Akt

Secrecao de HMGB1
(High Mobility Group Box1)
Ativa resposta imune

Regula apoptose celular
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PRP: Conceitos e aplicacoes

Utilizacao na pratica clinica?
(Primeira citagcao — 1987— cirurgia cardiaca

“Ferra ri M, Zia S, Valbonesi M, A new technique for hemodilution, preparation of autologous platelet-rich

plasma and intraoperative blood salvage in cardiac surgery. Int J Artif Organs 1987, 10:47-50”

CFM....

ANVISA....



PRP: Conceitos e aplicacoes

Resolucoes CFM e ANVISA

CFM —Parecer n°. 20/2011 do datado de 12 de julho de 2011 O uso do PRP em procedimentos NGO

hemoterapicos é considerado experimental, sem nivel de evidéncia, sem comprovacdo da real utilidade

e ou uso definitivo.

Anvisa — A producéao e uso do PRP no ambito da Hemoterapia, (RDC da Anvisa n°® 57/2010,

Portaria Ministerial n® 1353/2011.
I Forum de Hematologia e Hemoterapia do Conselho Federal de Medicina (CFM)

9 de abril, 2013 em SP, 93 participantes, especialistas, pesquisadores e gestores...

CFM - Resolucéo n°® 2.128, de 2015, ratificando o entendimento contido no Parecer CFM n° 20, de 2011.
CFM e ANVISA mantiveram pareceres anteriores e deliberaram:

“O PRP é uma pratica experimental e ndo pode ser cobrado do paciente”

artigo 22 do cédigo: “E vedado ao médico deixar de obter consentimento do paciente ou de seu
representante legal apés esclarecé-lo sobre o procedimento a ser realizado, salvo em caso de risco iminente

de morte.”



PRP: Conceitos e aplicacoes

Numero de estudos
Preparacao do PRP x Aplicacao clinica

600

500

400

300

200

100

. I

Preparacgéo do PRP Aplicacado Clinica do PRP

Diferentes métodos de preparacao - dificuldade de
comparacao, controle e reprodutibilidade dos
resultados clinicos

Fonte: Web of Science, Nov/2012



PRP - Conceito e aplicacoes

Plaquetas

\

Fl‘agmentos CC]LIIaI'eS (anucleada mitocondria, miofibrilas)

Alfa granulos-Fatores Liberados

. Insulin growth factor (osteogenesis)

. PDGF (angiogenesis, proliferacdo celular,
producgdo de coldgeno)

. VEGF (angiogenesis)

. HGF (viabilidade , proliferacédo celular ,
regeneracdo)

. TGF -B (regeneracédo, neogenesis e
proliferacédo de células epiteliais e vasculares)

. EGF (regeneracdo, neogenesis e proliferacéo
de células epiteliais e vasculares)

. FGF (regeneracao tissular proliferacéo celular
, producado de colageno e dcido hialurénico)

. TNF alfa (pré-inflamatoria, osteogenesis)
. Interleucinas: 4, 8,13, 17 (pré-inflamatérias)

= Interferon alfa

{
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PRP: Conceitos e aplicacoes

PRP
\

Normatizacao do processol!?

Como estudar as variaveis?

0 Ha interferéncia das fibras da rede de
fibrina??

*Como tornar mais lenta a liberacao dos fatores??



PRP- Preparo

Centrifugas

Sepax 2 >y

www.biosafe.com WWwW.emcite.com

=iy -;’ Bloody” treatment holds promise

Red Blood Cells b September 13, 2013, Michel Hall
-
Plalaletyoar . “Clinically, however, minimal evidence
plesma exists to support this theory and more
research must be performed.”

Buffy ccat
ip'atelels anc
white zicod calls)
Rad blood cols

www.revolutionhealth.org

www.badbacks.com.au
device (GPS lll, Biomet, Warsaw, IN



PRP- Preparo

Centrifugacao - Cuidados

- —
Recuperacdo das
12, plaquetas com ou
centrifugacéo sem buffy coat
(creme leucocitério)
B » |

Sangue
total

22, centrifugacéo

Temperatura ambiente, sem freio
1 ou 2 centrifugacdes
l
Pellet —» necessidade de homogeneizacao
G > 800G: compromete integridade das plaquetas

ativacao P ou L PRP

PPP
‘ — descartado

Ativacao rede de fibrina




PRP -Unicamp

Projetos desenvolvidos com PRP

Caracterizacao basica do PRP/Lisado plaquetario

Prediction and Modulation of Platelet Recovery by Discontinuous Centrifugation of Whole Blood for
the Preparation of Pure Platelet-Rich Plasma. Perez A et al. BioResearch Open Access, August,

2013

» Relevant Aspects of Centrifugation Step in the Preparation of Platelet-Rich Plasma Perez A et al,.

ISRN Hematol. 2014

» Fibrin network architectures in pure platelet-rich plasma as characterized by fiber radius and

correlated with clotting time. Peres A et al, J Mater Sci: Mater Med 2014.

» Performance of PRP Associated with Porous Chitosan as a Composite Scaffold for Regenerative

Medicine. Shimojo A, et al. Scientific World Journal, 2015,

» In Vitro Performance of Injectable Chitosan-Tripolyphosphate Scaffolds Combined with Platelet-
Rich Plasma. Shimojo A et al, Tissue Eng Regen Med 2016;13(1):21-30.



PRP -Unicamp

Projetos desenvolvidos com PRP

Caracterizacao basica do PRP/Lisado plaquetario

* Anticoagulant effects on Pure Platelet-Rich Plasma. The Journal of the Mississippi Academy of

Sciences - April 2017

» Distribution, recovery and concentration of platelets and leukocytes in L-PRP prepared by

centrifugation. Melo B et al, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 2017.

= Assessment of the Impact of the Architectures of Fibrin Scaffolds on the Quality of Pure Platelet-

Rich Plasma. Perez A et al. Submetido ao Journal of Material Science: Materials in Medicine

» Impact of Hyaluronic Acid Microparticles on the Quality of a Cell-Seeded Fibrin Scaffold derived

from Pure Platelet-Rich Plasma. Perez A et al.

= Platelet-Rich Plasma and hyaluronic acid association: The importance of the gel matrix structure.

Shimoji A et al.



Terapia Celular — Medicina Regenerativa

Lisado Plaquetério ﬁ PRP Meinrad Gawaz and Sebastian Vogel , BLOOD, 10 october 2013
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PRP -Unicamp

Projetos desenvolvidos com PRP

Projetos pré-clinicos

Acao imunomoduladora

= Effects of Intravesical Therapy with Platelet-Rich Plasma (PRP) and Bacillus Calmette-Guérin (BCG) in
Non-Muscle Invasive Bladder Cancer. Paro L et al, Tissue and Cell, 2018.

“o PRP xeno, ndo causou efeito adverso, imunomodulando os animais através do aumento da producdo de interferon o IFN que exerce a¢do
antitumoral por inducdo de TRAIL, potente indutor de morte celular tumoral, sendo que o IFNy é responsdvel pela estimulacdo de vias
antiproliferativas e antitumorais em macrofagos e células tumorais. A associacdo com BCG desencadeou melhor resposta de inibi¢cdo do

crescimento tumoral, quando comparada com a terapéutica de BCG e PRP isolados.”

Regeneracao neuronal

= Recovery of sensory-motor integration after dorsal rhizotomy and repair with platelet-rich plasma (PRP).

Neuroscience 2017.
“Rizotomia dorsal leva a graves alteracées de sensibilidade no membro lesionado, bem como a perda do controle motor. A utilizagcéo do PRP
possibilitou a regeneracdo das aferéncias, promovendo restauracdo de circuitos proprio-medulares. Houve diminuicdo da reagdo de micréglia”




Experimentacao basica
PRP e MSCs

PRP ativado — Rede de fibrina + Acido Hialurénico e MSCs

Fibras finas
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Experimentacao basica
PRP e TA-MSCs Diferenciacao osteogénica

A) PRP 1 centrifugacao
(PRP1a.C) concentrado a 2%

B) PRP 1.C 10% em relacao ao
meio

C) PRP preparado por 2
centrifugacoes (PRP2a.C)
concentrado a 2%.

D) PRP preparado por
2centrifugacoes (PRP2a.C) 10%
em relacao ao meio;

E) Controle Soro Fetal Bovino
a 10%.




Experimentacéo basica

Esponjas de acido hialurénico “auto crosslinked” ce)
Liberacdo de F. de crescimento —Tproliferacao celular mscs)

Platelet-rich plasma associated to microparticles or sponges of auto-crosslinked hyaluronic acid improves the proliferation and
differentiation of h-AdMSCs. Andréa Arruda Martins Shimojo, Isabela Brissac, Sofia Galdames, Amanda Gomes Marcelino Perez, Angela
Cristina Malheiros Luzo, William Dias Belangero,and Maria Helena Andrade Santana. Journal of Tissue Engeneering and Regenerative Medicine

A estrutura das esponjas de ACP
foram atoxicas, apresentaram
melhores propriedades mecanicas,
aumentando a viscoelasticidade
liberando os fatores de crescimento
continuamente por 10 horas
(relacionada com o tempo de
degradacao do scaffold). Houve
maior proliferacao das TA MSCs e
diferenciacao para linhagem
osteogénica.

EH-?J’\.HH e LEAZIFFG
ok 1 Prate-  ARF & W= 25 rn DeTectar- AR THTIAKT

=
1P ph LK

A
Heg-

MEV, microscopic ACP scaffolds after 5 days in h-AdMSCs. culture



Experimentacao Basica

A Hyaluronic acid-based hydrogels for cartilage regeneration: capability for proliferation of mesenchymal stem cells

stimulated by platelet-rich plasma in 3D culture. Andréa M. Shimojo, Bruna A G de Melo, Carla G. Franga, Daniel P. Sacomani,
Angela C. Luzo, Maria Helena Santana. Innovative Material Science & Nanotechnology Conference, Valencia Espanha, 2018.

HA Scaffolds PRP Association Strategies
e Fluid HA e Short or Long Time Mixture
* Autocrosslinked * E'ggg * (Activation) + Seeded Cells
Microparticles * HA Microparticles + PRP (Activation) +
 Thermosensitive Plain Activation Seeded Cells
Hydrogel

e Thermosensitive HA (Plain or Nano
* Crosslinked with ADH Particles) + PRP (Activation) + Seeded

e Thermosensitive Cells in liquid phase

Nanoparticles
Crosslinked with ADH

Promising strategies

Safe strategies, easy to standardization for clinical applications.
Improved physicochemical and mechanical properties leading to a large surface area for the MSCs adhesion and
proliferation.
Thermosensitive hydrogels allow self-molding ,may incorporate cells, PRP, its nanoparticles may carry other active

compounds.



PRP - Aplicacoes

Aplicacao clinica



PRP -Uso clinico

Projeto Clinico fase 1

Acao do lisado plaquetario (PRP) na cicatrizacdo de tlceras em pé diabético

Aluno: Guilherme Martins Neri. bolsa PIBIC 2018.
Co-orientacdo: Professora Maria Candida Ribeiro Parisi

Tratamento compassivo

Paciente FLG, sexo masculino, portador de Diabetes TIpo 2,
transplantado renal desde 2003, coronariopata e cardiopata,
apresentando quadro de tlceras cronicas em membro inferior
E (perna) ha 10 meses, de etiologia mista (venosa e vascular-
microangiopdtica), sem indicagdo de revasculariza¢do
cirurgica, com quadro de dor local intensa (E.V.A. 10/10), em
terapia analgésica com derivado opioide , 4 comprimidos/dia
com resposta parcial, e sem resposta a terapia tépica
convencional em todo este periodo. foi solicitado a
autorizacdo para tratamento compassivo com prp d
coordenacado de assisténcia do HC UNICAMP em 28 de junho
de 2018 e apds autorizagdo foi encaminhado para o CEP DA
Universidade

- i X
“") G0y ~—
% > PRPS
UniGaNE SERLcAME URicaEmp

Cidade Universitaria “Zeferino Vaz", 05 de julho de 2018.

Of. CEP/PRP/N® 156/2018

Dra. Angela Cristina Malheiros Luzo

Diretora Médica do Servigo de Transfusdo e do Laboratério de Processamento Celular
Hemocentro Campinas

Unicamp

REF. : Uso compassivo com plasma rico em plaquetas (PRP).

Prezada Senhora,

O uso compassivo ndo é pesquisa, mas situacdo de assisténcia cuja gravidade e
falta de opgdes terapéuticas justificam os riscos de um procedimento. Nao pode, portando
gerar dados relativos a eficacia, seguranga ou tolerabilidade. Sao situagdes dramaticas e
que devem ser conduzidos com todos os cuidados éticos e de esclarecimento da familia e
paciente.

Diante disso, o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de

Campinas tomou ciéncia da utilizagao do tratamento das ulceras com o biocurativo

produzido de lisado plaquetario a partir de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) do proprio
paciente.

Ressaltamos, que esse procedimento conta com a ciéncia da Profa. Dra. Maria
Candida Ribeiro Parisi, Chefe do Ambulatério de Pé Diabético Hospital de Clinicas da
UNICAMP e do Prof. Dr. Plinic Trabasso, Coordenador de Assisténcia do Hospital de
Clinicas da UNICAMP.

Atenciosamente,

Dra. R&phta Maria cTé S San\tfog Celeghini

COORDENA DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126
13083-887 Campinas — SP
% http:/fveww. .unicamp.br/index.php!/ ite-de-etica-em-pesquisa

Fone/Fax (019) 3521-8936
Fone/Fax (019) 3521-7187
cep@fcm.unicamp.br




PRP -Uso clinico

Tratamento compassivo fotos iniciais

1%. Semana
(pré tratamento)




PRP -Uso clinico

Tratamento compassivo fotos iniciais

22, Semana 3%. Semana 42 Semana
(p6s 1 semana de tratamento) (pos 2%. semana de tratamento) (pés 3%. semana de tratamento)




PRP -Uso clinico

Tratamento compassivo fotos

52, semana
(4%. semana de tratamento)




PRP - Uso clinico

Plasma Rico em Plaquetas

PRP - Lisado Plaquetario
l

Abordagem de uma Universidade Publica

l
Padronizacao do processo
Experimentacao basica
Ensaios pré-clinicos
Ensaios clinicos aprovados pelo CEP
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