UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA FACULDADE DE MEDICINA

VETERINARIA E ZOOTECNIA

ENXERTOS CUTANEOS AUTOLOGOS E HOMOLOGOS TRATADOS
COM PLASMA RICO EM PLAQUETAS. ESTUDO EXPERIMENTAL EM

COELHOS

BERNARDO KEMPER

BOTUCATU - SP
Janeiro 2015



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA FACULDADE DE MEDICINA

VETERINARIA E ZOOTECNIA

ENXERTOS CUTANEOS AUTOLOGOS E HOMOLOGOS TRATADOS
COM PLASMA RICO EM PLAQUETAS. ESTUDO EXPERIMENTAL EM

COELHOS

Bernardo Kemper

Tese apresentada junto ao Programa de Pés-Graduagao em Medicina

Veterinaria para obtengao do titulo de Doutor.

Orientadora: Prof.2. Adjunto Claudia Valéria Seullner Brandao



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU — UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSANGELA APARECIDA LOBO-CRB 8/7500

Kemper, Bernardo.

Enxertos cutdneos autdlogos e homodlogos tratados com plasma rico
em plaquetas : estudo experimental em coelhos / Bernardo Kemper.
- Botucatu, 2015

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista "Julio de
Mesquita Filho", Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia
Orientador: Cldudia Valéria Seullner Brandao

Capes: 50501003

1. Plasma Rico em Plaquetas. 2. Pele - Enxerto. 3. Transplante
homologo. 4. Substancias de crescimento.

Palavras-chave: PRP; fatores de crescimento; integracao do enxerto;




Nome do Autor: Bernardo Kemper
Titulo: ENXERTOS CUTANEOS AUTOLOGOS E HOMOLOGOS
TRATADOS COM PLASMA RICO EM PLAQUETAS. ESTUDO

EXPERIMENTAL EM COELHOS

COMISSAO EXAMINADORA

Prof.2. Dra. Claudia Valéria Seullner Brandao

Presidente e Orientadora, Departamento de Cirurgia e Anestesiologia
Veterinaria — area de Oftalmologia, FMVZ — UNESP — Botucatu

Prof.2. Dra Sheila Canevese Rahal

Membro, Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria —-FMVZ -
UNESP - Botucatu

Prof. Dr. Carlos Roberto Teixeira

Membro, Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria — FMVZ —
UNESP - Botucatu

Prof. Dr. Fernando de Biasi

Membro, Departamento de Clinicas Veterinarias- Area de Cirurgia de pequenos
animais UEL

Prof. Dr. Bruno Watanabe Minto

Membro, Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria — FCAVJ — UNESP-
Jaboticabal

Data da defesa: 08/01/2015



5

DEDICATORIA

A todos aqueles que de alguma forma estiveram e estdo proximos de mim,

fazendo a vida valer cada vez mais a pena’’



AGRADECIMENTOS

A Deus por me amparar nos momentos dificeis, me dar forga interior para
superar as dificuldades, mostrar os caminho nas horas incertas e me suprir em
todas as minhas necessidades.

A minha esposa Daniela e meu filho Eduardo, pela paciéncia, amor, dedicacéo
e apoio incondicional em todas as situagao.

Aos meus pais Maria e Bernhard Kemper pelo amor e formagédo recebidos
durante a vida.

A Professora Dra. Claudia Valéria Seullner Brand&o, pela oportunidade e
confianga em mim depositado, pela paciéncia e dedicagdo que me passou
durante toda a realizagado do doutorado.

Ao Professor Dr. Werner Okano, que sempre foi um grande amigo e
incentivador.

A professora Dra. Monica Vicky Bahr pelo constante incentivo, pela sua
amizade e conselhos.

Aos professores Flavio Barca e Alexey pela valiosa contribuicdo na realizagao
do experimento.

Aos grandes amigos Flavia Navas e Pedro Henrique de Carvalho que sempre
estiveram presentes e disponiveis para ajudar em todas as etapas.

Ao Alfailton que tanto contribuir na realizacdo dos procedimentos durante a
execucao do experimentos.

Ao Prof. Dr. José Joaquim Titton Ranzani, pelos conselhos, amizade e
confianga.

Ao professor Dr. Juliano de Conti, pela amizade e incentivo.

Aos amigos Natalie, Cinthia e Victor Rossetto pela disponibilidade e constante

ajuda em todas as etapas da realizagao do experimento, muito obrigado.



-
A Universidade Estadual Paulista, pela oportunidade de realizacdo do
doutorado.

A UNOPAR e todo os seus funcionario pela oportunidade e da realizagao do
experimento.

A todos os demais amigos que, direta ou indiretamente, colaboraram para a

realizacao e finalizagao de mais uma etapa em minha vida.



LISTA DE TABELAS
Tabela 1- Valores da contagem plaquetaria no sangue total e no PRP, bem
como o0 incremento plaquetario obtido nos diferentes

animais..........c........ 27

Tabela 2 — Valores médios e desvio padrao dos escores de avaliagdo quanto a
presenca de secregao, nos diferentes tratamentos e momentos de

avaliagao POS-0PEratOria.........cceeveeieeiiiiiee e 29

Tabela 3 — Valores médios e desvio padrao dos escores de avaliacdo quanto a
coloragao, nos diferentes tratamentos e momentos de avaliagédo pés-

(o] 01T =1 (0] 1 = 1P 30

Tabela 4 — Valores médios e desvios padrdes dos escores de avaliagdo quanto a
aspecto cosmética, nos diferentes tratamentos e momentos de

avaliagao POS-0PEratOria..........cceeveeviiii e 32

Tabela 5- Mediana e valores minimos e maximo das variaveis intensidade de
fiboras de colagenos e vasodilatacdo, nos diferentes grupos

EXPEIMMENTAIS. ...t e e e et e e e e e e e e eaae 38

Tabela 6.-Frequéncia das alteragcbes teciduais observadas na avaliagéo

histologicade G1, G2, G3 e G4.....ooiiniiiiii e, 39



9
Tabela 7. Coeficiente de correlagéo (r) e valores de p entre as variaveis: fibras
de colagenos, dilatacdo do vaso, alteracdo histolégica e

fibroblasto..39



10
LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Imagem fotografica do resultado das etapas da centrifugacdo do
sangue dos coelhos A: Primeira etapa de centrifugacédo a
(200G/10min.). Observar separagcdo do plasma e das células
vermelhas; B: Segunda etapa de centrifugacao (400G/10min.), notar a
formacéao do botao plaquetario
(ST )ttt 19

Figura 2- Representagdo esquematica da formagao dos grupos experimentais,
em dois animais. G1: enxerto autologo tratado com PRP, G2: enxerto
autélogo, G3: enxerto homodlogo tratado com PRP, G4: enxerto
[aT0T 3 0o (oo o TP 20

Figura 3- Imagens fotograficas, A: tricotomia e antissepsia da superficie
cutdnea. B: demarcacédo dos enxertos dos coelhos. C: aplicacdo do
PRP, apo6s colocacdo dos campos. D: aspecto final imediato da
colocagao dos quatro
=T 00 (=] (01 TP 21

Figura 4-lmagem fotografica do poés-operatorio dos coelhos. A observar a
aplicacéo e fixacdo da bandagem rayon e em B, o apecto final da
DANAAGEM.....ee e 22

Figura 5.-Frequéncia absoluta dos escores de coloragdao nos diferentes
tratamentos, N0 5 de pos-operatdrio..........cccevvveiiiiiiiiiii i, 30

Figura 6.-Frequéncia absoluta dos escores de coloragdo nos diferentes
tratamentos, no 19 de pds-operatorio...........oovevevviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 31

Figura 7. Valor médio + desvio padrédo de macréfagos e fibroblastos contados
em trés campos de observacdo de cada tratamento, sendo: G1
enxerto autdélogo com PRP, G2 enxerto autdlogo sem PRP, G3
enxerto homologo com PRP e G4 enxerto homologo sem PRP. (a)
Contagem de macréfagos por campo, com diferengas entre os grupos
de enxerto autdlogo, G1 e G2, do grupo de enxerto homologo, G3 e
G4, (P < 0,001). (b) Contagem de fibroblastos por campo, com G1 e
G2 diferindo de G3 (P = 0.004). Letras diferentes sobre as colunas
indicam significancia estatistica (P<0,05), pelo teste ANOVA seguido
por teste de



11

LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

%

°C
ML
Mm
aFGF
bFGF
cm
EDTA
EGF
FC
FMVZ

G1
G2
G3
G4
HGF
IGF
IGF-I

mg/kg
min.
mL

mm
PDGF
PPP
PRP
TGF-a
TGF-B
UNESP

= por cento

=grau Celsius

=microlitro

=micrometro

=Fator de Crescimento fibroblastico acido
=Fator de Crescimento fibroblastico basico
=centimetros

=acido etilenodiamino tetra-acético

=Fator de Crescimento epidermal

=Fatores de Crescimento

=Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
=gravidades

=enxerto autdlogo com PRP

=enxerto autdlogo sem PRP

=enxerto homologo com PRP

=enxerto homologo sem PRP

=Fator de Crescimento dos hepatocitos
=Fator de Crescimento semelhante a insulina
=Fator de crescimento semelhante a insulina |
=quilograma

=miligrama por quilograma

=minutos

=mililitros

=milimetros

=Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas
=Plasma Pobre em plaquetas

=Plasma Rico em Plaquetas

=Fator de Crescimento transformador alfa
=Fator de Crescimento transformador beta

=Universidade Estadual Paulista

UNOPAR =Universidade Norte do Parana

VEGF

=Fator de Crescimento Endotelial Vascular



SUMARIO

RESUMO ... .ttt ettt e e e ettt e e e eat e e e e s ssae e e e e sasaeeessnsaessseeesassaeeaesassesneaeannneeas

F =S I 2 AN 2 PSP
TANTRODUGAO. ...ttt ettt ae e et et e eaeaeeaeeneaeanesannn e 1
2 REVISAO DA LITERATURA . .....ooo ettt saenn e et 4
D B =1L T PP PPPTP PRSP 4
D20 I I ¥ g o= T T = TN o 1= 1= T 4
2.1.2 ANAtOMIA A PEIE......ceeeeeeeeeeeeee e 4
2.2. Cicatrizaga0 CULANEA.........cuuiiiiiieiee et e e e e e e e e e e eeeae e e e s 5
2.2.1.FaSeS da CICANZAGAO. ... .uuuueeeitiicee e it s e et e e e e e e e eeeeee et e s e e e aaeaaaaaaaaeaee 6
2.2.1.1.Fase inflamatoria..........ceueeiieee e 6
2.2.1.2. Fase de debridamento............cooiiiiiiiiiiii e 7
P I B o= Y= N o Lo =T 0= T = Vo= Lo SRR 7
2.2.1.4 Fase de MatUraGa0........oiiiiiiiiiiie e ettt e e ettt e e e e e e e e e e e e e e aeaeeeaeannns 8
2.3. Plasma rico em plaquetas na reparagao CUtANEA...........ccoovveeieiiiiiiiiiiiiiiiieee e 8
2.3.1. Plasma rico em plaquetas (PRP).........coooiiiiiiiiiieee et 8
2.3.2. Aplicagoes clinicas gerais dO PRP............ooo oo 10
2.3.3. Aplicagdes clinicas em feridas CULANEAS...........cccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiie e 12
2.3.4. Aplicagoes clinicas do PRP em €nXertos...........ooovviiiiiiiiiieiieies s 13
R T O] = N 1 1 Y SRR 16
4. MATERIAL E METODOS ..ottt ettt n s en e s 17
4.1 Grupos experimentais e ambiente de experimentagdo...........ccccoveeeeeiiiiiieie e, 17
4.2. Preparo dO PRP......... et 17
4.3. Grupos de tratameEnto.........ooouuiiiiiii e 19
4.4. Preparo pré-cirirgico € protocolo anesteSiCo...........uuiiiiiiiiiiiiiiiie e 20
4.5, Procedimento CIrUIQICO. ...cccoieii i e s s e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeaeeees 21
4.6. AvaliaGao dOS @NIMaliS......cccceeeiiiieee e e e e e e e e e, 23
4.7.Avaliagao CliNiCa MaACIOSCOPICA. ... uueeeeieieieeeee e eeee ettt e e e e e e e aaaas 23
4.8. Avaliagao HiStOlOQICA. ..........ceeiieeeeeeeee et ———— 24
5. ANALISE ESTATISTICA. ..ot e et en et en e 26
6. RESULTADOS E DISCUSSAO.........cooeceiieeeeeeeee ettt e 27
B.1. ANIMAIS € PRP ...t e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e nrnaeeees 27
I V= 1= Tor= o 1Y =T o LT oo o] o TR PP PR 28
Lt S T o T TR 28
LS 070 ][] - Vo= Lo J S 29
6.2.3. Variavel aspecto COSMELICO.........coooii i e e 32
6.3. AvaliaGao HiStOIOGICA. ... ....ueeeiiiiiiei e 32
6.4. LiMitagies dO €STUAO..........co i e e e e e —————— 39
7. CONCLUSOES.......ooeoeeeeeeeee ettt n e e e 42
8. BIBLIOGRAFIA. ..ottt ettt e e e e e e e e ettt e e e e ettt e e e eannnteeaeeenbeeeeeansteeeeeennees 43

9. TRABALHO CIENTIFICO



13
KEMPER B. Enxertos cutaneos autélogos e homologos tratados com
plasma rico em plaquetas. Estudo experimental em coelhos. Botucatu,
2015, 91p. Tese (doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar clinica e histologicamente, os
efeitos do uso do PRP na viabilidade de enxertos cutaneos autdlogos e
homodlogos de espessura total em coelhos. Para isso foram constituidos quatro
grupos experimentais (n=9), designados como: G1: o enxerto autdlogo tratado
com o PRP; G2: enxerto autélogo; G3: enxerto homologo tratado com PRP e
G4: enxerto homdlogo. Deste modo, cada coelho foi submetido ao tratamento
com PRP e seu controle dos enxertos autélogos e homdlogos, totalizando 36
amostras. Todas a etapas foram documentadas para a avaliacdo clinica
macroscopica e no 19° dia foi coletado da area central, um fragmento de cada
enxerto para a avaliacdo histomorfoldgica. O tratamento do enxerto autdlogo
com o PRP promoveu influéncia positiva na fase inicial ou de “pega” do
enxerto, demonstrada por coloragdo avermelhada a avaliagdo macroscopia e
aspecto cosmético comparado aos demais tratamentos. Na avaliagao
histomorfométrica, o numero de macrofagos foi superior nos enxertos
homologos em relagao aos autdlogos. Porém, ndo houve diferenga no numero
de macrofagos e fibroblastos com a instituicdo do tratamento com PRP. O
tratamento do enxerto autélogo com o PRP, na forma liquida, promove

influéncia positiva na fase inicial ou de “pega” do enxerto

Palavras-chave: integragao do enxerto, fatores de crescimento, pele, PRP
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KEMPER B. Autologous and homologous skin grafts treated with platelet-
rich plasma. Experimental study in rabbits. Botucatu, 2015, 91p. Tese
(doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, campus
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The obijective of this study was to evaluate clinically and histologically, the effect
of PRP on the viability of the autologous and homologous full thickness grafts in
rabbits. Four experimental groups (n=9) were studied and designated as G1:
autologous graft treated with PRP; G2: autograft; G3: homograft treated with
PRP and G4: homograft. Each rabbit was subjected to treatment with PRP and
its control of autologous and homologous grafts, representing 36 samples. All
steps were documented for the macroscopic clinical assessment and at 19t
postoperative days, skin biopsy was collected from the central area, for
histomorphological evaluation. The treatment of graft with PRP resulted positive
influence in the initial phase or "handle" of the graft, demonstrated by the
reddish macroscopic and cosmetic appearance compared to others treatments.
The histomorphometric evaluation, the number of macrophages in the grafts
was higher in homologs compared to autologous. However, there was no
difference in the number of macrophages and fibroblasts with the PRP
treatment. The treatment of the graft with PRP in liquid form, promotes a

positive influence on the initial phase or "take" of the graft

Keywords: graft integration, growth factors, skin, PRP.

1 INTRODUCAO
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A cicatrizacdo de feridas € um processo bioldgico que restaura a
continuidade dos tecidos apdés um ferimento. Envolve processos fisicos,
quimicos e eventos celulares para reparar o tecido lesado ou substitui-lo por
colageno (FAHIE, 2012).

A cicatrizacdo ideal de feridas na pele deve ser um processo bem
orquestrado, incorporando eventos biolégicos e moleculares complexos, que
incluem atragdo de células para o local da ferida, proliferagdo celular,
diferenciagao e angiogénese (MARTIN, 1997; SINGER e CLARK, 1999).

Considerando o aspecto econémico associado ao manejo e tratamento
de feridas crbnicas e complexas na Medicina, nos EUA cerca de 20 bilhdes de
ddlares anuais sao empregados no tratamento destas afecg¢des. Portanto,
inumeros esforcos tém sido feitos, especialmente desde os anos 1980, para
melhorar os resultados clinicos, com enfoque especial no uso de terapias
baseadas nos fatores de crescimento (ROBERT et al., 2010).

Os fatores de crescimento (FC) atuam nos receptores de superficie
celular e contribuem para a ativagcdo dos mecanismos de transdug¢ao de sinal
(PAVLETIC, 2010). Assim, os fatores liberados pelos granulos plaquetarios
possuem efeitos na proliferacado celular, modificam a resposta inflamatdria, tem
acao antibacteriana, sdo quimiotaticos para macréfagos e fibroblastos e
promovem a secrecdo de enzimas proteoliticas que facilitam a reparagao e
remodelagao do tecido (BERNUZZ| et al., 2007). A base da terapia utilizando o
plasma rico em plaquetas (PRP) é o aumento da concentracao de plaquetas e,
consequentemente, de fatores de crescimento, liberados na ferida com o intuito
de potencializar sua cicatrizagado (FREYMILLER e AGHALOOQO, 2004).

A introducdo de procedimento que favorecam a pega dos enxertos é

sempre positivo, pois varias complicacbes associadas a essa cirurgia podem
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impedir ou retardar a revascularizacdo e resultar em necrose do enxerto.
Dentre estas cita-se movimentagao entre o enxerto e o leito receptor, presenca
de pus, seroma, sangue ou corpo estranho entre o enxerto e seu leito e
fibrindlise secundaria a infecgdo bacteriana (PAVLETIC, 2010). Tais aspectos
estimularam o desenvolvimento do presente estudo, o qual objetivou avaliar a

acao do PRP em enxertos cutaneos autélogos e homdélogos em coelhos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Pele
2.1.1 Funcdes da pele

O tegumento é o maior 6rgéo do corpo, e a primeira barreira defensiva
contra microrganismos. Considerando sua proporgéo este corresponde a 24%
do peso corporeo nos filhotes, e a 12% do peso corpoéreo no adulto
(PAVLETIC, 2010).

A pele é um receptor de contato, presséao, vibragéo, dor, calor, e frio.
Entre as suas multiplas fungdes destacam-se a producdo de vitamina D, o
armazenamento de agua, gordura, eletrdlitos, carboidratos e proteinas, e ainda
em conjunto com a gordura subcutdanea fornece isolamento térmico
(PAVLETIC, 2010).
2.1.2 Anatomia da pele

A pele é formada por duas camadas basicas: a epiderme e a derme,
bem como subjacente a esta ultima, a hipoderme, tecido subcutaneo rico em
adipdcitos e tecido conectivo (FAHIE, 2012). A epiderme é avascular e recebe
seus nutrientes através de fluidos que penetram as camadas mais profundas
vindos dos capilares da derme. A espessa e vascularizada derme encontra-se
profundamente a epiderme. A derme é composta de fibras colagenas,
reticulares e elasticas, envolvidas por substancia fundamental de
mucopolissacarideos. Fibroblastos, macréfagos, plasmadcito e mastdocitos sao
encontrados nesta camada; contém ainda sangue e vasos linfaticos, nervos,
foliculos pilosos, glandulas, ductos e fibras musculares lisas (HEDLUND,
2007).

O suprimento vascular da pele é dividido em trés niveis interconectados:

plexo subdermal profundo, o plexo médio ou cutédneo e o plexo subpapilar ou
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superficial (PAVLETIC, 2010; FAHIE, 2012). O plexo subdermal é a maior rede
vascular da pele sobrejacente. Quando a camada de musculo cutaneo esta
presente, o plexo percorre profundo e superficialmente ao musculo. Desta
forma, a separagdo completa do musculo do paniculo resulta em necrose do
retalho, enquanto a preservagao deste assegura a sobrevida pela preservagao
do plexo subdermal (PAVLETIC, 2010).

Ramos do plexo subdermal segundo Hunt (2012) acendem para derme
para formar o plexo cutaneo, que nutre as glandulas sebaceas e reforga a rede
de capilares em torno dos foliculos pilosos. Ramos do plexo cutadneo acendem
para suprir o plexo superficial, o qual localiza-se nas camadas superficiais da
derme. Ramificagbes capilares deste plexo projetam-se nas papilas dérmicas
para suprir as papilas epidermais e a epiderme adjacente. Contudo, este
sistema é pouco desenvolvido no cao e gato, diferentemente do humano,
primatas e suino que o apresentam de forma bastante desenvolvida (HUNT,
2012).

2.2. Cicatrizacao cutanea

A cicatrizacdo de feridas € um processo complexo e dindmico, que
integra fungbes de componentes sanguineos, matriz extracelular, células
parenquimatosas e mediadores soluveis. Avancos significativos em biologia
molecular e celular, ao longo dos ultimos anos, tém melhorado o entendimento
sobre os processos de cicatrizacdo e regeneracgao tecidual (PAVLETIC, 2010,
FAHIE, 2012).

Em feridas ndo complicadas, o processo de reparacdo segue uma
sequéncia bastante consistente, descritas segundo suas diferentes fases: fase

de inflamacéao, fase de debridamento, fase de reparacao e fase de maturacao,
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Estas fases se sobrepdem nos acontecimentos teciduais e sado afetados por
multiplos fatores enddégenos e exdgenos (FAHIE, 2012).

Desta forma cada fase da cicatrizacdo é regulada em grande parte por
mediadores chamados citocinas. As citocinas podem agir nas células
responsaveis pela sua liberagao (autocrino), células adjacentes (paracrino) e
células distantes (endocrino); e podem direcionar as células a produzirem
proteinas, enzimas, proteoglicanos de adesdo, e outros componentes
requeridos na reparacgéao de tecido extracelular (PAVLETIC, 2010).

2.2.1. Fases da cicatrizacao
2.2.1.1. Fase Inflamatoria

A fase inflamatéria € denominada de preparagao para a cicatrizacao.
Caracteriza-se pelo aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia de
células circulantes, liberagao de citocinas e fatores de crescimento, e ativacao
celular. Apés uma leséo, o coagulo formado preenche a ferida imediatamente;
ocorre vasoconstriccdo por 5-10 minutos iniciais para limitar a hemorragia,
mediada por catecolaminas, serotonina, bradicinina e histamina; a seguir
ocorre vasodilatacdo, a qual permite o extravasamento de fibrinogénio e
elementos coagulantes para a lesdo (CORNELL, 2012).

A agregacgao plaquetaria forma um coagulo que assegura a hemostasia,
alem de promover um ambiente para a migragao celular. As plaquetas ainda
liberam potentes quimioatrativos e fatores de crescimento que sdo necessarios
em fases mais tardias. O coagulo une as bordas da ferida e promove limitada
resisténcia, além de prover uma barreira imediata a infecgdo e perda de fluido,
como também permite um substrato para organizacdo precoce da lesao.
Células da fase inflamatéria como plaquetas, mastdcitos, macréfagos liberam

fatores de crescimento e citocinas que iniciam e mantém a fase proliferativa.
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Esta fase de inflamagao inicia imediatamente apds o trauma e persiste por
aproximadamente cinco dias (FAHIE, 2012).
2.2.1.2 Fase de debridamento

A ferida durante a fase inicial de debridamento esta constituida por
exsudato, células sanguineas, tecido necrético e fluidos. As substancias
quimiotaxicas mobilizam os neutréfilos e mondcitos para o ferimento, e assim
iniciam o debridamento. Neutréfilos degenerados liberam enzimas e produtos
que facilitam a lise de bactérias, debris extracelulares e material necrosado. A
presenca de macrofagos € responsavel pela liberagdo de colagenase
removendo tecido necrotico, bactérias e material estranho. Estes também
secretam quimiotaticos e fatores de crescimento, o quais podem iniciar, manter
e coordenar a formagao de tecido de granulagdo. Durante esta fase, as
plaquetas liberam ainda fatores de crescimento importantes para atividade dos
fibroblastos (HEDLUND, 2007).
2.2.1.3 Fase de reparacgéo

A fase de reparacgao inicia aproximadamente quatro a cinco dias apds o
trauma. As citocinas em conjunto com as moléculas da matriz extracelular
estimulam os fibroblastos do tecido circunvizinho a se proliferar e migrar para a
ferida. O fator de crescimento derivado das plaquetas e o fator de crescimento
de fibroblasto estdo envolvidos neste processo de migragcao celular (CORNELL,
2012).

Associada a migracao dos fibroblastos, desenvolve-se o0 processo de
angiogénese. Este é complexo, e dependente da interacdo da matriz
extracelular com as citocinas que estimulam a migracdo e proliferacao de

células endoteliais. Os fibroblastos, que invadem a ferida seguidos dos
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capilares, sintetizam e depositam colageno, elastina e proteoglicanos que
maturam para formar tecido fibroso (HEDLUND, 2007).

A combinagao de novos capilares, fibroblastos e tecido fibroso formam
um tecido de granulacado de 3 a 5 dias apds a lesao ter ocorrido. Este permite
que ocorra a epitelizacdo que é aleatdria, porém guiada pelas fibras de
colageno (PAVLETIC, 2010).
2.2.1.4 Fase de maturacgéo

A maturacéo da ferida inicia uma vez que tenha ocorrido o depdsito de
colageno na ferida e pode continuar por anos. O acumulo de colageno na ferida
é o resultado do incremento do numero de fibroblastos na ferida e acréscimo
da produc¢ao individual celular de colageno. A resisténcia da matriz progride de
3% do tecido normal para 30% em 21 dias. Trés meses apos o ferimento, o
colageno foi reabsorvido e rearranjado ao longo das linhas de tensao tecidual,
atingindo 80% da resisténcia original (CORNELL, 2012).

2.3. Plasmarico em plaguetas na reparagcéo cutanea
2.3.1. Plasmarico em plaguetas (PRP)

As plaquetas sao conhecidas especialmente devido a sua fundamental
importancia na hemostasia. Apds a sua ativagdo, liberam substancias que
promovem a reparagao tecidual, estimulam angiogénese e regulam a
inflamacao (ANITUA et al., 2004). Desta forma, as plaquetas atuam na
cicatrizacdo de feridas e na neovascularizagao. Elas liberam diversos fatores
de crescimento que estimulam a angiogénese, promovendo crescimento
vascular e proliferacao de fibroblastos que, por sua vez, proporcionam aumento
na sintese de colageno. Fatores de crescimento (FCs) sao polipeptidios
especificos, presentes no plasma e em tecidos, que regulam a diferenciagao e

a proliferacao celulares e, portanto, a regeneracao de tecidos (MAX, 2004).
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O PRP é uma concentracdo autéloga de plaquetas em um pequeno
volume de plasma, com a consequente presenga de FC liberados por estas
plaquetas, além de proteinas osteocondutoras, que também servem de matriz
para migracao epitelial e formagao éssea e de tecido conectivo (CROVETTI et
al., 2004).

Entre outras vantagens o preparo do PRP apresenta baixo custo e por
se tratar de uma técnica na qual se usa sangue autdlogo, a transmissao de
doencas infectocontagiosas e reagdes imunoldgicas € suprimida (ALIO et al.,
2007; NIKOLIDAKIS e JANSEN, 2008).

Preparagdes contendo plaquetas sdo usadas para o tratamento de
diversas doengas, e o plasma rico em plaquetas (PRP) tem se destacado como
adjuvante em cirurgias ortopédicas e de implantes dentarios, no tratamento de
ulceras de pele, entre outras situagbes nas quais é altamente desejavel a
aceleracao da epitelizagao (ALIO et al., 2007).

Os FC liberados pelos granulos plaquetarios atuam na proliferagcao
celular, modificam a resposta inflamatéria, tem acdo antibacteriana, sao
quimiotaticos para macrofagos e fibroblastos e promovem a secrecdo de
enzimas proteoliticas que facilitam a reparacdo e remodelagcdo do tecido
(BERNUZZI et al.,2007).

O PRP é considerado um reservatério de fatores de crescimento para a
cicatrizacdo de feridas, regeneracdo de tecidos e a neovascularizagdo. Os
principais fatores de crescimento descritos no PRP sao o fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador
(TGF) e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) (VENDRAMIN et al.,

2009).
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O PRP apresenta concentragao de plaquetas quatro a cinco vezes maior
do que os niveis de plaquetas sanguineas da linha de base periférica. Um
coagulo normal em um ferimento ou enxerto apresentaria, em média, 94% de
células sanguineas vermelhas, 6% de plaquetas e menos de 1% de células
brancas. Um coagulo de PRP apresentara, em média, 5% de células
vermelhas, 95% de plaquetas e 1% de células brancas (VENDRAMIN et al.,
2009).

Ha varios métodos disponiveis no mercado para obter um concentrado
de PRP na pratica clinica e ha muitos tipos de kits, centrifugas e frascos
disponiveis. Os métodos usuais consistem em coletar o sangue do paciente e
concentrar as plaquetas por centrifugacao. Posteriormente, antes da reinsergéo
no paciente, o PRP ¢é ativado para produzir a degranulagdo das plaquetas e a
formagao do coagulo. As substancias utilizadas na ativagdo sdo a trombina
bovina (que podem induzir reagdes imunolégicos e deficiéncias Fator V),
trombina recombinante ou calcio, as quais sao opg¢des mais segura (ANITUA et
al., 2004).

2.3.2 Aplicacdes clinicas gerais do PRP

A aplicagago de PRP foi amplamente difundida em diversos
procedimentos médicos e cirurgicos (ANITUA et al., 2004), especialmente nas
areas de cirurgia ortopédica (SAVARINO et al., 2006), cirurgia periodontal
(PETRUNGARO, 2002; KAWASE et al., 2003; OKUDA et al., 2003), cirurgia
maxilo-facial (SLATER et al.,1995; LIND,1996), cirurgia plastica (POWELL et
al.,, 2001; ROZMAN e BOLTA, 2007; CERVELLI e GENTILE, 2009), cirurgia
toracica (ENGLERT et al., 2005), cirurgia vascular (KNIGHTON et al., 1988;

ROBINSON, 1993; CROVETTI et al.,, 2005), oftalmologia (DONATTI et al.,
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2010), cardiologia, neurocirurgia e enxertos 6ésseos (ROZMAN e BOLTA, 2007;
CERVELLI e GENTILE, 2009).

A evidéncia clinica sugere que o PRP apresenta efeitos terapéuticos
benéficos sobre a cicatrizacdo dos tecidos devido a presenga de FC
armazenados nas plaquetas. Quando esses fatores sdo liberados das
plaquetas, eles desencadeiam o processo de reparagao do tecido. Além disso,
o PRP contém outros componentes que também contribuem para a reparacgao.
Um exemplo é o fibrinogénio, que cria a rede de fibrina necessaria para o
implante celular e posterior multiplicagao celular (MUNIRAH et al., 2007;
MARTINEZ-ZAPATA et al., 2009).

Estudos realizado por Max (2004), mostraram um aumento na
densidade mineral 6ssea em enxertos associados ao PRP de 1,5 a 2,2 vezes
superior aos enxertos com auséncia deste componente. O autor descreveu a
formagdo mais rapida e amadurecimento precoce dos enxertos que foram
estimulados pelo PRP. Embora o PRP tenha primeiramente sido pesquisado e
clinicamente aplicado na cicatrizagao de enxertos ésseos e regeneragao 6ssea,
seus efeitos universais incluem o reparo de tecidos moles.

O uso do PRP tem varias indicagbes em cirurgias reconstrutivas. Tem
se mostrado util como matriz para reparo de tecido mole, adesivo para
particulas de enxerto 6sseo e para melhorar a hemostasia cirurgica. Rosenberg
e Torasian (2000) utilizaram o PRP em enxertos sinusais e observaram
aumento na velocidade de cicatrizagdo dos pacientes operados, ressaltando
que apesar dos resultados favoraveis destes procedimentos, estudos
longitudinais deveriam ser efetuados para melhor avaliar a eficacia da técnica.

Bua et al. (2010) utilizaram o PRP em alvéolos dentérios pos-extragéo

e realizaram avaliacdes radiograficas e histolégicas. Concluiram que os FC, em
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especial os derivados de plaquetas associados a instalacdo em alvéolos pos-
extracdo ou a enxertos autégenos ou com biomateriais, parecem estimular e
diferenciar o processo de formacgao e indugdo de um novo tecido 6sseo, 6timos
resultados quando aplicados corretamente segundo um protocolo pré-
estabelecido controlado. No tratamento da periodontite cronica, foi relatada
melhora na retragcao gengival, segundo Martinez-Zapata et al. (2009).

2.3.3 Aplicacdes clinicas do PRP em feridas cutaneas

Em relagdo ao emprego de PRP em feridas cutaneas, pacientes
humanos com ulceras cronicas tratadas com aplicagdo semanal de PRP
apresentaram maior area de reparagado do que as ulceras tratadas com solugao
salina fisiologica 0,9%, (CROVETTI et al., 2004; ANITUA et al., 2007). Kazakos
et al. (2008) confirmaram os efeitos benéficos do PRP no tratamento de ulceras
agudas de pele quando comparadas ao tratamento com soro fisiolégico. Em
contrapartida, segundo Bauer et al. (2009), ndo houve favorecimento da
cicatrizacdo de feridas dérmicas padronizadas em ratos, apds o emprego de
PRP. Contudo, segundo estudo de Lee et al. (2008), os quais avaliaram o PRP
em feridas de espessura total induzidas em coelhos, verificaram melhora na
cicatrizagao, reduzindo a taxa de contracdo, com tendéncia para a aceleragao
da migracao epitelial e resposta angiogénica. Corroborando com este autor,
Han et al. (2012) concluiram que o PRP foi benéfico no tratamento de ferida de
grande extensao em modelo roedor (Rattus norvegicus).

Nos retalhos de tecidos, Finndikcioglu et al. (2012) compararam o
efeito do PRP associado a cola de fibrina na viabilidade de retalhos cutaneos
de ratos; e observaram que o PRP reduziu a porcentagem de area necrotica
quando comparado aos demais grupos. Em estudo realizado por Jeon et al.

(2014), utilizando enxertos condrocutaneos em coelhos, os autores sugerem


http://en.wikipedia.org/wiki/Rattus_norvegicus
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que o PRP restabelece a perfusdo dos mesmos por meio do aumento da
revascularizacdo e pode exercer efeito terapéutico na fase de “pega”’ do
enxerto. Entretanto, na comparacao do uso do PRP com cola de fibrina em
enxertos cutaneos de céaes, verificou-se melhores resultados utilizando a cola
de fibrina (HERMETO et al., 2012).

Em uma revisdo sistematica realizada por Martinez-Zapata et al (2009),
na qual foram avaliados os principais estudos clinicos envolvendo PRP em
diversas areas, os autores concluiram que o PRP no tratamento de ulceras de
pele promoveu aumento na porcentagem de recuperagao total, mas nao de
forma significativa. Contudo, os autores ressaltam a necessidade de mais
ensaios clinicos randomizados para determinar o papel do PRP para a
reparacgao de tecidos.

2.3.3 Aplicacdes clinicas do PRP em enxertos

Os enxertos de pele foram introduzidos como uma opgao de
reconstrugao tecidual, no século XIX. Embora tenham se desenvolvido como
um procedimento padrao para recobrimento de defeitos na pele, sua fisiologia e
0S mecanismos de reparagdao apds a enxertia ainda nao sao totalmente
compreendidos (ZUHAILI et al., 2010).

Na Medicina Veterinaria, a utilizagcdo dos enxertos cutaneos € indicada
principalmente quando ha a perda de grandes areas de pele apds traumas,
queimaduras ou excisao de neoplasias. Ainda ha beneficios no seu uso em
lesdes em extremidades, nestas a auséncia de pele disponivel impede a
mobilizagdo local da mesma. A grande maioria dos enxertos empregados na
medicina veterinaria € de origem autdloga (SWAIM, 2003; FOWLER, 2006). O
uso de enxertos homologos (mesma espécie, porém de diferentes individuos)

tem sido descritos e usados para fins especificos na reconstrugcao de feridas
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cutaneas, no entanto tem um papel pequeno no manejo rotineiro de feridas em
pequenos animais (FOWLER, 2006)

A cicatrizagao da ferida apds a enxertia de pele se processa por
dois eventos caracteristicos e sequenciais: aderéncia e nutricdo. As
caracteristicas clinicas da integragdo dos enxertos autdlogos sao adeséo,
perfusdo e viabilidade do segmento de pele transferido, o que depende
obrigatoriamente de sua vascularizacdo. Nas primeiras 24 horas apds a
enxertia, o plasma que transuda da area receptora € absorvido pelo enxerto
formando uma malha de fibrina que serve para sua fixagao e nutricao (fase de
embebicdo plasmatica) (WHITE, 1999).

Assim o enxerto bem sucedido depende da formacado de uma conexao
vascular, que deve ocorrer no séetimo ou oitavo dia de pds-operatorio, caso
contrario o mesmo ira necrosar (HEDLUND, 2007). Maior integragao vascular
foi comprovada em trabalhos realizados por Findikcioglu et al. (2012) estes
observaram aumento do numero de arteriolas nos grupos tratados com PRP,
quando aplicado no periodo intra-operatério, bem como maior sobrevida do
retalho. Imediatamente apds sua transferéncia, o enxerto é nutrido por um
processo conhecido como embebicdo plasmatica. Fluido semelhante ao
plasma que desloca-se entre o leito receptor e o enxerto, provendo nutrientes
para as celulas do enxerto. Apds cerca de trés a cinco dias inicia-se a
revascularizagdo. Novos brotos capilares invadem a derme diretamente ou pela
formacao de anastomoses entre os capilares do enxerto, sendo este processo
conhecido como inosculagao (FOWLER, 2006). Foram identificados pelo
menos sete fatores de crescimento diferentes que sdo secretados ativamente
pelas plaquetas na fase inicial da cicatrizagdo (VENDRAMIN et al., 2006).

Desta forma, o PRP suprime a liberagdo de citocinas e modula a inflamacao


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Findikcioglu%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22976648
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por interagir com os macrofagos, o que ird melhorar a cicatrizagdo e
regeneracao tecidual (MISHRA et al., 2009) por promover a neovascularizagao
(MCALER et al., 2006).

Segundo Vendramin et al. (2010), a utilizagdo do PRP, na forma liquida
ou gel em enxertias cutaneas, promoveu aumento na resposta inflamatdria e na
intensidade de depdsito de colageno, com aumento do numero de fibroblastos,
permitindo melhor cicatrizagdo do enxerto. Assim o plasma rico em plaquetas
(PRP) tem sido amplamente estudado para melhorar a integracdo de enxertos

cutaneos (HERMETO el al., 2012; JEON et al,. 2014).
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3. OBJETIVO
O objetivo do presente estudo foi avaliar, clinica e histologicamente, os
efeitos do uso do PRP na viabilidade de enxertos cutaneos autélogos e

homodlogos de espessura total em coelhos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Grupos experimentais e ambiente de experimentacao

Os procedimentos experimentais desenvolvidos no presente estudo estao
de acordo com os Principios éticos na experimentacdo animal e foram
aprovados pela Comiss&o de Etica no uso de Animais (protocolo n® 192/2011)
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia-Universidade Estadual
Paulista-Campus de Botucatu (FMVZ- Unesp- Botucatu).

Foram utilizados nove coelhos (Oryctolagus cuniculus) da ragca Nova
Zelandia Albino, fémeas, com idade variando entre 300 e 400 dias e peso entre
3,0 e 4,0 Kg. Os animais foram previamente examinados clinicamente para
confirmar as condi¢gdes de saude e a auséncia de lesdes cutdneas. Todos os
animais do experimento foram acondicionados em gaiolas metalicas
individuais, com alimentagdo de ragéo industrial, balanceada e peletizada®, e
agua ad libitum. O ambiente de experimentacdo permaneceu iluminado com luz
artificial por 12 horas continuas diarias. Os coelhos foram fornecidos pelo
biotério central da UEM (Universidade estadual de Maringa), Fazenda
Experimental Iguatemi BR 376, Distrito Iguatemi-PR.
4.2.Preparacado do plasmarico em plaquetas

Para a obtengdo do PRP foram coletados 10 ml de sangue arterial de
cada coelho, através da canulacdo da artéria central da orelhna com cateter
20G. Em seguida, a volemia foi reposta com 20 ml de solucao cristaloide de
Ringer lactato. Desta forma, o sangue foi coletado de maneira asséptica e
distribuido em dois frascos estéreis a vacuo contendo citrato de sodio 3,2%,
com cada um contendo 4,5 ml de sangue total. Cerca de 1ml do sangue foi

separada para a contagem de plaquetas, e os 9 ml restantes foram

I Presence Coelhos, Purina. Descalvado/SP
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homogeneizados, protegidos da luminosidade durante 30 minutos, de modo a
minimizar a agregacao plaquetaria, para posterior centrifugacédo. A preparagao
do plasma rico em plaquetas foi feita seguindo rigorosa condigdo de
esterilidade, utilizando material estéril e descartavel e sendo realizada dentro
de capela de fluxo laminar.

A primeira etapa da centrifugacao foi feita a 200G, durante 10 minutos,
em centrifuga refrigerada a 22°C (Modelo: Hermle Z326K, Hermle Labortechnik
GmbH, Wehingen, Baden-Wurttemberg, Alemanha). Os 50% da fase superior
do plasma sobrenadante foram descartados e os outros 50%, colocados em
um outro tubo para nova centrifugagdo. A segunda etapa foi responsavel pela
separagdao do PRP. Nesta etapa, os tubos de ensaio contendo
aproximadamente 3 ml cada foram centrifugados, a 400G por 10 minutos. Apds
esta centrifugacdo foram descartados 2/3 do sobrenadante, como plasma
pobre em plaquetas (PPP) e o 1/3 restante foi homogeneizado para constituir o

PRP (FIGURA 1). Seguindo o protocolo descrito por Vendramin et al. (2010)
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FIGURA 1.Imagem fotografica do resultado das etapas da
centrifugagéo do sangue dos coelhos A: Primeira
etapa de centrifugacéo a (200G/10min.). Observar
separacao do plasma e das células vermelhas; B:
Segunda etapa de centrifugacdo (400G/10min.),
notar a formacao do botédo plaquetario (seta).

Para a verificagdo do incremento plaquetario foi utilizado o método de
contagem plaquetaria do PRP em cédmara de Newbauer, na diluigdo 1:100,
sendo 20 microlitros do PRP em 2 ml de solugdo de Brecher (oxalato de
amoénia 1%), resultando no numero de plaquetas por microlitro.

4.3. Grupos de tratamento

Foram constituidos quatro grupos experimentais (n=9), designados como:
G1: o enxerto autélogo tratado com o PRP; G2: enxerto autélogo; G3: enxerto
homologo tratado com PRP e G4: enxerto homodlogo. Deste modo, cada coelho
foi submetido ao tratamento com PRP e seu controle (FIGURA 2) dos enxertos

autélogos (lado direito) e homdlogos (esquerdo), totalizando 36 amostras.
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FIGURA 2. Representacdo esquematica da formagdo dos grupos
experimentais, em dois animais. G1: enxerto autdlogo tratado
com PRP, G2: enxerto autélogo, G3: enxerto homologo tratado
com PRP, G4: enxerto homoélogo.

4.4 Preparacdo pré-cirargica e protocolo anestésico

Para a realizagdo dos procedimentos, os animais foram preparados aos
pares. Todos os coelhos foram pré-anestesiados com acepromazina? (0,5
mg/kg/IM) e morfina® (0,5 mg/kg/IM), seguido de anestesia dissociativa com
25mg/kg de quetamina* e 2,5 mg/kg de xilazina®, ambos por via intramuscular
(IM). Como analgésico transoperatorio, administrou-se lidocaina, quetamina e
morfina; na taxa de infusdo de 50 mcg/kg/min, 5 mg/kg/h, e 0,1 mg/kg/h,
respectivamente. Posteriormente, realizou-se a tricotomia na regido dorsal dos
coelhos, iniciando na regido escapular até a area iliaca, e antissepsia com
solucdo de clorexidine 0,5%. Utilizou-se de um gabarito (2X2cm) e um

marcador estéril para a delimitacado do defeito a ser criado (FIGURA 3, A e B).

2 Acepran® 0,2% - Syntec

3 Dimorf® - Cristalia

4 Ketamin - S(+) 50mg/ml solugdo injetavel — Cristalia.
5 Virbaxyl 2% - Virbac
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FIGURA 3. Imagens fotograficas, A: tricotomia e antissepsia da superficie
cutdnea. B: demarcagcdo dos enxertos dos coelhos. C:
aplicagdo do PRP, apos colocagao dos campos. D: aspecto
final imediato da colocagao dos quatro enxertos.

4.5. Procedimento cirurgico

Apos a preparacdo da superficie cutdnea, foram confeccionados
inicialmente dois quadrados de 2x2 cm de pele de espessura total na regido
dorsal do lado direito de cada animal seguindo prévia marcagdo, com 1.5 cm
de distancia entre os defeitos. Para isso utilizou-se bisturi com lamina n.15, que
permitu a delimitagdo do enxerto, seguida da divulsdo cuidadosa, empregando-
se tesoura de Metzenbaum e preservando o musculo cutdneo do tronco. Em
todos os enxertos a camada de gordura subcutanea foi removida com auxilio
de uma tesoura. E em seguida estes foram trocados de posicao para a
formacao de dois enxertos autdlogos, assim o cranial foi tratado com 0,5ml de

PRP e o caudal com 0,5ml de solugao de ringer. Em ambos os enxertos foram
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feitos duas incisdes longitudinais de 4 mm de comprimento e estes foram
fixados com pontos isolados simples. Em seguida, foram preparados dois
enxertos do lado esquerdo da linha media dorsal seguindo o protocolo
anteriormente descrito, porém os fragmentos de pele coletados foram trocados
entre os coelhos formando, em cada um, dois enxertos homdlogos. Assim, o
cranial foi tratado com 0,5ml de PRP e o caudal com 0,5ml de solugao de
Ringer. (FIGURA 3, C e D). Para a realizagao desta etapa foram sempre
preparados dois colehos e operados por dois cirurgides simultaneamente.

Toda a area dos enxertos foi revestidos com bandagem oclusiva de rayon
(Curatec AGE 30 Rayon) fixada a pele com pontos isolados cobertos com uma
camada absolvente de compressa e enfaixados com atadura de crepe por 96
horas (FIGURA 4). Para a identificacdo dos os coelhos, estes foram numerados

com caneta dermatolégica na face interna da orelha com numeros

correspondente de 1 a 9.

FIGURA 4. Imagem fotografica do pds-operatério dos coelhos. A: Observar a
aplicagédo e fixacdo da bandagem rayon. B, Aspecto final da
bandagem.

Todos os animais receberam antibioticoterapia (penicilina G, na dose

unica de 40000 UI/Kg) pela via intramuscular, e para a analgesia dos mesmos
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utilizou-se de cloridrato de tramadol (2 mg/kg/IM), imediatamente apds a
cirurgia e meloxicam (0,2mg/kg/SC),a cada 24 horas, por trés dias.

4.6. Avaliacdo dos animais

O acompanhamento clinico geral dos animais foi realizado diariamente, e
a avaliagdo macroscopica dos enxertos de pele nos dias 5, 12 e 19 apods o
procedimento cirurgico. O primeiro curativo foi realizado no quinto dia pds-
operatério e, apds este periodo, em dias alternados, utilizando-se solugao
fisiologica esteril e gaze para limpeza, e rayon associado a atadura de crepe
fixada com esparadrapo para a protegao.

Todas a etapas foram documentadas por fotografia. No 19° dia do pds-
operatorio os animais foram eutanasiados, apos anestesia com acepromazina®
(1,5mg/Kg/IM) e quetamina’ (20 mg/Kg/IM), seguida pela administragédo
intravenosa de tiopental (25 mg/kg) e de cloreto de potassio 19,1% (2 miI/Kg).
Em seguida, foram coletados da area central, um fragmento de cada enxerto
com auxilio de um punch (0.8 cm). Esses foram fixados em solucdo de
formalina 10% por 48 horas, para posterior avaliagao histolégica do processo
de reparacéo.

4.7. Avaliacao clinica e macroscopica

A avaliagcao das imagens fotograficas dos enxertos foi realizada sempre
pelo mesmo examinador. Esse nao teve conhecimento da identificacdo das
amostras e foi submetido a um periodo de padronizagao para esta avaliagao.
Desta forma, a evolugao clinico-macroscoépica dos enxertos foi estudada, e os
sinais relacionados a presenca de secregao, coloragao e a aspecto cosmético

foram qualiquantificados utilizando-se escores. A secregdo foi quantificada

¢ Acepran 0,2% - Univet — Sdo Paulo — SP.
7 Ketamin - S(+) 50mg/ml solugdo injetavel — Cristalia.
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como: ausente (0); leve (1); moderado (2); grave (3), a coloracgao foi qualificada
em: résea (1); roxa (2) e preta (3), conforme Vendramin et al. (2010). Para a
aparéncia cosmética estabeleceu-se os escores: excelente (1), quando toda a
area do enxerto estava preenchida por pele saudavel; boa (2), quando até 20%
do enxerto apresentava formagao de crostas; razoavel (3), quando o enxerto
apresentava subsituicdo de 20% a 80% do enxerto por crostas e pobre (4),
quando mais que 80% do enxerto foi substituido por crostas.

4.8. Avaliacao histopatolégica

Apos a fixagdo dos fragmentos de pele em solugdo de formalina
tamponada a 10%, os mesmos foram processados rotineiramente, incluidos em
parafina, submetidos a cortes de 5 um de espessura e corados pela técnica de
Hematoxilina-eosina. Os cortes foram analisados por patologista veterinario no
laboratério de histopatologia do Hospital Veterinario da UNOPAR (Unidade de
Arapongas — PR), em microscopia éptica de luz.

Os métodos aplicados para analise dos resultados foram realizados por
um unico avaliador que nao teve conhecimento da identificacdo das amostras e
que foi submetido a um periodo de padronizagdo, sendo que a mesma
metodologia aplicada nesta pesquisa foi realizada em outro trabalho
(VEMDRAMIN et al 2010).

As variaveis tiveram suas mensuragdes fundamentadas nos estudos
realizados por Vendramin et al. (2010) e Hermeto et al. (2012), que realizaram
trabalhos semelhantes em coelhos e em cées, respectivamente. Assim foi
possivel identifica e avaliar as seguintes variaveis:

- intensidade de fibras colagenas: utilizando-se os escores: discreta (0),

moderada (1) e acentuada (2);
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- intensidade da vasodilatagdo: discreta (0) quando o vaso tinha menos de 33%
de preenchimento por hemacias, moderada (1) quando o preenchimento
correspondia de 33-66% e acentuada (2) quando mais de 66% do vaso
estavam preenchidos por hemacias;
- numero de fibroblastos por campo (objetiva de 100x) foram contados trés
campos por lamina, sendo a média deste, considerado o valor final,
- numero de macrofagos por campo (objetiva de 100x) foram contados trés
campos por lamina, sendo a média deste, considerado o valor final;
- Na integridade tecidual, foram avaliados as amostras observando-se a
auséncia ou presenga de alteragbes teciduais, associadas a presenga de

necrose € hemorragia.
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5. ANALISE ESTATISTICA
Para a comparacao entre os diferentes grupos analisados, utilizou-se o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para as variaveis fibras colagenas e
vasodilagdo, seguida pelo Teste de Dunn. Para a avaliagdo do numero de
fibroblastos e macréfagos foi aplicado ANOVA e comparagdao multipla pelo
teste de Tukey (MOTULAKY, 2007). As variaveis Macrofago x Fibroblasto
foram avaliadas pelo teste de correlagcdo de Pearson, enquanto nas outras
variaveis foi realizado o teste de correlagao de Spearman.
Os escores das variaveis clinica macroscoépica foram analisados pelo

teste exato de Fisher, com nivel minimo de significancia de 0,05% (ZAR, 2010).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Animais e Plasma rico em plaquetas

O uso do coelho em experimento apresentou a vantagem como modelo
experimental para estudos do PRP por possibilitar a coleta de um volume de
sangue suficiente para o preparo de um PRP autélogo, sem prejuizo no estado
geral sistémico (EFEOGLU et al.,, 2004). Estas propriedades justificam a
escolha desta espécie para este estudo, pois assim foi possivel usar um
numero reduzido de animais e aplicar controladamente todos os tratamentos.
Entre outras vantagens apresentadas pelo coelho como modelo experimental,
destacam-se também o baixo custo e a facilidade de obtengdo, manuseio e
manutencgao (EFEOGLU et al., 2004).

Os valores obtidos apds a contagem de plaquetas no sangue total € no
PRP estao apresentados na Tabela 1. Com o protocolo adotado, observou-se
incremento plaquetario minimo de quatro vezes nos nove animais do
experimento, segundo o recomendado por Max (2004).

TABELA 1: Valores da contagem plaquetaria no sangue total e no PRP, bem como o
incremento plaquetério obtido nos diferentes animais.

NUumero sangue total PRP Incremento
do (plaquetas/pl) (plaquetas/pl) plaguetério
animal
1 290690 1208900 4,1
2 280000 1272000 4,4
3 290000 1189000 4,1
4 330700 1551200 4,6
5 370600 1778800 4,7
6 280700 1140210 4,1
7 440755 2247850 5,0
8 357950 1610770 4,5
9 400930 1603800 4,0
Média 4.4

No projeto piloto de PRP realizado, o acréscimo no tempo da segunda
centrifugacdo de 10 para 15 minutos promoveu aumento nao significativo

(p>0,05) na concentragao plaquetaria (de 438% para 397%), por isso adotou-
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se o protocolo com 10 minutos; corroborando ao descrito por Vendramin et al.
(2009), de que o tempo de preparo do PRP deve ser o menor possivel, € 0 seu
preparo realizado imediatamente antes da cirurgia, ou até mesmo no
transoperatario inicial.

Corroborando aos achados de Vendramin et al. (2010), que empregaram
preparados distintos de PRP em enxertos cutaneos em coelhos, quando da sua
utilizagcado na forma liquida; esta mostrou-se facil e rapida, ndo necessitou da
trombina usada no preparado da forma em gel. Sua aplicagdo na forma liquida,
depositada sob a ferida foi simples e permitiu distribuicdo uniforme, mesmo
com volume reduzido. Os mesmos autores citaram ainda que na comparagao
entre as formas de PRP liquido ou gel, as maiores perdas ocorrem na forma de
gel, pois este acumula nas areas de relevo mais baixo, interferindo em sua
distribuicdo; bem como em decorréncia do gel, alocado na interface entre o
leito da ferida e o enxerto de pele separando os mesmos, os autores
verificaram resultado menos satisfatérios, sendo que 28,6% dos casos ocorreu
perda do enxerto (VENDRAMIN et al., 2010). Baseado nestas observagdes,
optou-se pela utilizacago do PRP na forma liquida ndo ativada, com a
expectativa que o tecido traumatizado tenha capacidade de ativar de maneira
satisfatéria o PRP utilizado.

6.2. Avaliacdo macroscopica
6.2.1. Secrecéao

Os principais fatores associados a falha do enxerto sdo a sua separagao
do leito receptor, presenca de infeccdo e movimentacdo do mesmo. Esta
rompe as conexdes de fibrina que aderem o enxerto ao seu leito, impedindo
assim a revascularizagao e nutrigdo (BOHLING e SWAIM, 2012). Objetivando a

reducao destes fatores, optou-se pelo uso de antibidticos sistémicos e
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bandagem compressiva ndo aderente durante os cinco primeiros dias, sendo
entdo iniciada a avaliagcdo macroscépica. Os valores referentes a evolugao da
secrecao, nos diferentes tratamentos estdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2-Valores médios e desvio padrao dos escores de avaliagdo quanto a
presenca de secrecdo, nos diferentes tratamentos e momentos de
avaliagao pos-operatoria.

Secrecédo Dia 5 Dia 12 Dia 19

Gl 0,11£0,33 0,00+0,00 0,00£0,00
G2 0,11+0,33 0,11£0,33 0,00£0,00
G3 0,44+0,73 0,11£0,33 0,00+0,00
G4 0,44+0,73 0,11£0,33 0,1110,33
Geral 0,28+0,57 0,08+0,28 0,03+0,17

Grupos de enxertos: G1: autdlogo tratado com PRP, G2: autélogo; G3: homologo
tratado com PRP; G4: homdlogo. Escores: ausente (0), leve, (1) moderado (2); grave
(3); p=0,05.

Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos instituidos e
momentos de avaliacido, para a variavel secrecédo. Estes achados diferem dos
relatados por Hermeto et al. (2012), que compararam cola de fibrina com o
PRP em enxertos autélogos de caes; neste o grupo com PRP apresentou
menor quantidade de secrecdo. A secrecdo observada nos coelhos foi sempre
do tipo serosa, sem presencga de aspecto purulento ou sanguinolento.

6.2.2. Coloracéao

Em relagado a variavel coloragdo observada nos dias 5, 12 e 19, ressalta-
se predominancia da coloragéo résea no momento 5 para o grupo G1 (p<0,05),
em relagdo aos demais grupos (Tabela 3). A coloragéo rosea esta associada a
uma adequada revascularizagdo (WHITE, 1999; FOWLER, 2006; BOHLING e
SWAIM, 2012), e foi observada na fase inicial do enxerto, inferindo que o
tratamento do enxerto autélogo com o PRP promoveu influéncia positiva na
fase de “pega” do enxerto. O G1 permaneceu com este padrdo de coloragao

nas diferentes fases (momentos) da revascularizagdo do enxerto, ao contrario

dos outros grupos. Essa diferenga significativa ndo se repetiu nas avaliagdes
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subsequentes entre os grupos tratados ou ndao com PRP, mas foi evidente

quando considerado o tipo de enxerto empregado.

TABELA 3-Valores médios e desvio padrao dos escores de avaliacdo quanto a
coloragdo, nos diferentes tratamentos e momentos de avaliagdo pos-

operatoria.
Coloracgéo Dia5 Dia 12 Dia 19
G1 1,00£0,00* 1,11+£0,33* 1,22+0,67*
G2 1,33+0,50 1,44+0,88* 1,22+0,67*
G3 1,33+0,50 2,11+0,60 2,67+0,50
G4 1,8910,33 2,67+0,50 2,89+0,33
Geral 1,39+0,49 1,83+0,85 2,00+0,96

Grupos de enxertos: G1: autdlogo tratado com PRP, G2: autdlogo nao tratado com
PRP; G3: homologo tratado com PRP; G4: homdlogo néo tratado com PRP. Escores:
résea (1); roxa (2) e preta (3). *comparagdo entre grupos, fixado o momento de
avaliagao p<0,05.
No grafico da Figura 5 e 6, verificada a distribuicdo de frequéncia da
coloragdo, nos momentos 5 e 19 dias, respectivamente. Assim houve diferencga
estatistica nos momentos de avaliacdo 12 e 19, considerando enxertos

autélogos e homodlogos, com as melhores coloragdes verificadas na primeira

modalidade.
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FIGURA 5. Frequéncia absoluta dos escores de coloragao nos diferentes tratamentos,
no 5 de pds-operatério
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Figura 6. Frequéncia absoluta dos escores de coloragao nos diferentes tratamentos,
no 19 dia de pds-operatorio.

O enxerto coletado iniciara imediatamente apds ser destacado do seu
leito um processo de degradacao tecidual, e a regeneragédo nao tem inicio até o
momento em que este receba nutrientes do seu leito (BOHLING e SWAIM,
2012). Considerando os achados referentes a coloragdo, importante
caracteristica utilizada na avaliacao clinica dos enxertos, pode-se assinalar que
nos enxertos homologos nao estabeleceram as conexdes necessarias para
impedir a degradagao tecidual, que foi evidenciada pelo escurecimento
despontando (Figura 6), assim, a necrose do tecido nos grupos G3 e G4, nos
dias 12 e 19 da avaliagdo (p<0,05). Salienta-se, entretanto que os enxertos
homodlogos, em geral, sdo rejeitados pelo organismo do receptor, mas podem
ser empregados para cobrir e proteger temporariamente grandes areas
queimadas ou sem revestimento (HEDLUND, 2007: PAVLETIC, 2010),
podendo ser aplicados sem intervengcdo cirurgica em outras partes do
organismo e favoravelmente estardo prontamente disponiveis caso tenha-se
um banco de tecidos. No momento 5, o enxerto homadlogo tratado com o PRP
apresentou numericamente um comportamento mais favoravel em relacdo ao

homaologo nao tratado com o PRP porém sem diferenga significativa (Tabela 3),
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sugerindo que talvez possa ter tido alguma influéncia na reparagao tecidual.
Assim o0 uso de um numero maior de amostras poderia confirmar
estatisticamente este resultado.

6.2.3. Variavel aspecto cosmeético

Durante o periodo de pega do enxerto, o0 mesmo passa por mudangas
variadas de aparéncia cosmética que podem ser dificeis de interpretar (WHITE,
1999). Os achados referentes ao aspecto cosmético estdo descritos na Tabela
4.

TABELA 4: Valores médios e desvios padrbes dos escores de avaliagdo quanto a
aspecto cosmética, nos diferentes tratamentos e momentos de avaliacéo
pos-operatoéria

Aparéncia Dia 5 Dia 12 Dia 19

G1 1,67+0,71 1,56+0,73* 1,33+0,71*
G2 1,78+0,67 1,89+1,05* 1,44+1,01*
G3 2,00+0,71 2,89+0,78 3,3310,71
G4 2,11+0,60 3,22+0,83 3,67+0,50

Grupos de enxertos: G1: autdlogo tratado com PRP, G2: autélogo nao tratado com
PRP; G3: homodlogo tratado com PRP; G4: homdlogo nao tratado com PRP; Escores:
excelente (1); boa (2) razoavel (3) e pobre (4). p=0,05.

Quando se observa os valores entre os grupos tratados ou ndo com
PRP, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos em nenhum dos
momentos de avaliagao (dia 5, 12 ou 19). Entretanto, considerando-se o tipo de
enxerto empregado (autélogo ou homodlogo), a variavel aparéncia repete os
resultados ja mencionados na variavel coloragdo. Portanto, o enxerto autélogo
foi o que apresentou superioridade da variavel aspecto cosmético, quando
comparado ao enxerto homologo de pele.
6.3. Avaliacéo histolégica

A avaliagao histomorfométrica relacionada a contagem de fibroblastos e
macrofagos por campo esta apresentada na Figura 7. Nao houve diferenca

entre os grupos tratados ou ndo com PRP considerando o tipo de enxerto,
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entretanto, o numero de macréfagos foi inferior nos autélogos quando

comparado aos homologos.
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Figura 7. Valor médio e desvio padrao da quantidade de fibroblastos (a) e
macrofagos (b), no 19° de pds-operatério, nos diferentes
tratamentos, sendo: G1 enxerto autdélogo com PRP, G2 enxerto
autélogo, G3 enxerto homdélogo com PRP e G4 enxerto homadlogo.
Letras diferentes sobre as colunas indicam significancia estatistica
(p=0,05), pelo teste ANOVA seguido por teste de Tukey.

Considerando a analise histologica das fibras colagenas (Tabela 5),
houve diferenca estatistica (p=0,0078) entre os grupos G1 e G2 quanto a
intensidade fibras colagenas, sendo que o G2 (moderada) demonstrou maior
colagenizacdo do que o G1 (leve); o G2 foi similar aos demais grupos
experimentais (G3 e G4).

Quanto a vasodilatagcdo (didmetro geral dos vasos), a diferenca
significativa observada entre os grupos experimentais foi a presenga de
dilatagdo moderada no G2 comparando-se a leve no G1 (p=0,0293), conforme
Tabela 5. Quando analisada a integridade tecidual, foi observado diferenga
(p=0,0003) apenas entre os grupos autélogos e homdlogos, independentes do

tratamento como o PRP; nos homadlogos foram visibilizadas maiores numero de

regido com necrose e hemorragia.
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A cicatrizagao visa restabelecer a integridade morfolégica e funcional de
qualquer tecido ou 6rgao lesado com os fenbmenos celulares, vasculares e
moleculares interagindo de forma coordenada para a reconstituicao tecidual
(MARTIN e LEIBOVICH, 2005; RAITZ, 2008). Kumar et al. (2010) classificam o
processo cicatricial em trés fases: inflamatdria, proliferativa e de remodelagao.
O PRP suprime a liberagao de citocinas e limita a inflamagao por interagir com
os macrofagos, o que ird melhorar a cicatrizagcdo e regeneragao tecidual
(MISHRA et al., 2009) por promover a neovascularizagdo (MCALER et al,
2006) e, desta forma, nutrem e oxigenam o tecido em crescimento, sintetizando
PDGF, TGFB e TGF que atuardo em eventos subsequentes da cicatrizagao
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2011).

Na resposta inflamatéria ocorrem diferentes fendmenos entre eles a
vasodilatagcdo com aumento da permeabilidade vascular e quimiotaxia. Nas
primeiras 24-48 horas apos a lesdo chegam os neutréfilos, sendo
posteriormente substituidos pelos macrofagos que migram para a ferida apés
48-96 horas do evento inicial. Estes macréfagos auxiliam a angiogénese, a
fibroplasia assim como a sintese da matriz extracelular o que dara inicio a fase
proliferativa (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006). O numero de
fibroblastos e macréfagos dos diferentes enxertos realizados estéao
apresentados na Figura 4. Nota-se que houve maior niumero de macréfagos no
G3 e G4 quando comparados com G1 e G2 (p< 0,01). Misha et al. (2009) e
Roman e Boltd (2007) escrevem que o PRP inibe o processo inflamatorio por
suprimir a citocinas, neste estudo a atuagao do tratamento nos macréfagos nao
pode ser verificado, provavelmente devido ao fato do mesmo ter sido estudado
histologicamente no periodo de 19 dias. Krana et al. (2007) relataram efeito

positivo do gel de plaguetas nos fibroblastos, sobre o crescimento de
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fibroblastos dérmicos humanos in vitro, durante 5 dias. A ativagcdo das
plaquetas e o controle in vitro do experimento possivelmente tenham
contribuidos para os resultados positivos apresentados. Os mesmos achados
nao foram encontrados quando utilizou-se o PRP nao ativado em enxertos
autélogos e homodlogos. Ressalta-se que no presente estudo, a analise foi
efetuada aos 19 dias do pds-operatério, considerando que pico do processo de
reparagao é descrito como 5 dias apo6s o trauma (HOSGOOD, 2006).

Na pesquisa de Bauer et al. (2009), a analise histomorfométrica
realizada nao mostrou diferengas estatisticamente significantes entre os grupos
teste e controle em relagdo a celularidade, espaco em branco e matriz
colagénica nos quatro periodos de observacao. Os resultados desta pesquisa
sugeriram que embora nao oferecam efeitos téxicos ou prejudicial sobre os
tecidos moles, o PRP néao favorece a reparagao de feridas dérmicas, em ratos.
No entanto Donatti et al. (2013) realizaram o tratamento, com colirio de PRP,
de ulceras corneais profundas em coelhos, e observaram maior epitelizagao no
periodo inicial (dias) da reparacado, além da aceleracdo da cicatrizagdo ao
término do tratamento. Resultados semelhantes foram encontrados por
Vendramin et al. (2010) na enxertia cutanea de coelhos, ou seja, aumento da
resposta inflamatéria e da intensidade de colagenizagdo com aumento do
numero de macrofagos e fibroblastos no local enxertado. Neste estudo o
aumento da intensidade de colagenizacado no grupos tratados com PRP néo foi
observado aos 19 dias do pds-operatorio, e o diametro dos vasos no enxertos
autélogos sem tratamentos foram moderados em comparacéao a leve no grupo
tratados com PRP. Por outro lado, Broughton et al. (2006) descreveram o papel
fundamental dos macréfagos no debridamento tecidual, corroborando aos

achados em G3 e G4 pois os mesmos tratam-se de enxertos homoélogos e,
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consequentemente, atuariam como curativos bioldgicos temporarios
(HEDLUND, 2007), e teriam maiores indices de necrose tecidual observadas
histologicamente e maior numero destas células.

Em um estudo de enxertos homdlogos em caes, observou-se sinal de
rejeicdo inicial do transplante no dia 12. Esta progrediu para a trombose e
perda do enxerto nos dias 15 a 30 (MATHES et al., 2010). Essa também foi
notada na avaliagao histolégica de biopsias da pele nos coelhos, aos 19 dias
do pos-operatorio, corroborando aos achados histopatologia de rejeigdo celular,
evidenciado pela infiltracdo linfocitica e necrose descritos por Mathes et al.
(2010). Achados clinicos e histolégicos semelhantes foram encontrados nas
amostras coletadas dos enxertos homologos tratados ou ndo com PRP.

No entanto, em pacientes humanos a sobrevivéncia desses transplantes
depende de imunossupressao cronica. Mesmo com a utilizagao desta, todos os
pacientes experimentam episddios de rejeicdo da pele que necessita de terapia
adicional e muitas vezes o aumento dos niveis de imunossupressao
(LANZETTA et al, 2007). No atual estudo, nao foi realizado nenhum grau de
imunossupressao, o que explica facilmente os resultados negativos sobre os
enxertos homdlogos, os quais atuaram apenas como curativos bioloégicos
temporarios. No entanto, considerando os macréfagos e fibroblastos e
momento de avaliacdo, o PRP também nao proporcionou resultado favoravel
positivo quando comparado ao homdélogo sem tratamento.

Durante a fase proliferativa (granulagdo) ha aumento de fibroblastos e
células endoteliais preenchendo a solucdo de continuidade da ferida,
produzindo a matriz extracelular e a angiogénese (SINGER e CLARK, 1999).
Os fibroblastos sdo as principais células envolvidas na cicatrizacdo e tem a

funcao primordial da manutencao do tecido conjuntivo, por meio da sintese de
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componentes da matriz extracelular. Fibrécitos sao fibroblastos inativos e
podem ser recrutados do tecido adjacente, sendo reativado para o estado de
fibroblastos com a capacidade da sintese da matriz extracelular (JUNQUEIRA
e CARNEIRO, 2011).

No experimento realizado ressalta-se maior numero de fibroblastos nos
grupos G1 e G2 em comparagao ao G3 (p=0,04), entretanto sem diferenca
significativa quando comparados os grupos autdlogos tratados ou né&o.
Vendramin et al. (2010) descreveram que o PRP aumenta a proliferacdo de
fibroblastos, diferente do observado neste estudo. A diferenca dos grupos
autélogos frente ao G3, pode estar associada a presenga da necrose tecidual
(Tabela 6), sendo que dos nove tecidos analisados, sete apresentaram necrose
com ou sem hemorragia.

Segundo Tonnessen et al. (2000), com a evolugdo do tempo ha
transformacao da matriz extracelular e sua substituicdo por fibronectina e acido
hialurénico e posteriormente por colageno | e Il. Deste modo, Sethi et al. (2002)
descreveram 12 tipos de colageno, sendo o mais importante o tipo IV. Assim a
funcdo do colageno é promover a forga de tensdo do tecido cicatricial e
modular fung¢des celulares. No G1 (autélogo com PRP) verificou-se discreta
formacdo de colageno em relagcdo aos demais grupos (p=0,0078),
demonstrando que o PRP em enxerto autélogo teve aumento significativo na

remodelagao tecidual, o que concorda com Vendramin et al. (2010).
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TABELA 5-Mediana e valores minimos e maximo das variaveis intensidade de
fiboras de colagenos e vasodilatagcdo, nos diferentes grupos
experimentais.

Grupos experimentais  Fibras colagenas Vasodilatacao
Gl 0(0-1) a 0 (0-1)a

G2 1(0-1) b 1(0-2)b

G3 1(0-1)b 0 (0-2)ab

G4 1 (0-2)b 0 (0-1)ab

p 0,0078 0,0293

Escores: 0- discreto; 1 moderada; 2 acentuado. no 19° de pds-operatério, nos diferentes
tratamentos, sendo: G1 enxerto autdlogo com PRP, G2 enxerto autélogo, G3 enxerto homélogo
com PRP e G4 enxerto homdélogo

Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0.05).

O diametro dos vasos também foi menor no G1 em relagdo ao G2
(Tabela 5), indicando a atuacdo do PRP nesta variavel, aos 19 dias de poés-
operatorio, porém sem diferenca significativa entre os enxertos homélogos com
ou sem tratamento. Em um estudo semelhante realizado em ratos por Bauer et
al (2009) no grupo teste a vascularizagao foi menos expressiva no periodo de
24 horas e maior em ordem crescente nos periodos de 3 dias, 7 dias e 14 dias.

Os grupos autdlogos diferenciaram-se do homdlogos (p<0,05),
entretanto, sem diferenca entre a presenga ou nao de tratamento com o PRP,
ou seja, a presenca de necrose/hemorragia foi significativamente maior nos
enxertos homodlogos (Tabela 6), o que ja seria esperado tendo em vista o seu
carater homologo e auséncia de imunossupressao realizada, como ja foi citado

anteriormente (LANZETTA et al., 2007).
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TABELA 6-Frequéncia das alteragcbes teciduais observadas na avaliagéo
histologica de G1, G2, G3 e G4.

Alteragdes histolégicas

Tratament Tecido Alteracoes N n
0s normal teciduais Necrose ecrose. e Total
morragia
G1 82 1 1(11.1%) 0 (0.00%) 9
G2 82 1 0 (0.00%) 0 (0.00%) 9
G3 2b 7 5 (55.6%) 2 (22.2%) 9
G4 2b 7 5 (55.6%) 1(11.1%) 9

v?>=12.96; P = 0.0003.PRP: Plasma rico em plaquetas

Foram estudadas a correlagcdo entre as variaveis fibras colagenas,
dilatagdo do vaso, alteragao histologica e fibroblasto, (Tabela 7). Notou-se
correlagao positiva significativa (p=0,0082) entre a alteragao histologica e o
numero macréfagos, ou seja quanto maior alteragdo histolégica maior o
numero de macrofagos. A correlagao negativa também foi observada entre o
numero de fibroblastos e macrofagos (p=0,0004).

Tabela 7. Coeficiente de correlagao (r) e valores de p entre as variaveis: fibras
de colagenos, dilatagdo do vaso, alteracao histoldgica e fibroblasto.

Variaveis
Variaveis F'b'fas de Dilatagao Alt. histolégica  Fibroblastos
colageno do vaso
Dilatagdodo r 0,2126
vaso p 0,2132
R r 0,2619 -0,119
Alt. histoldgica o 0.1229 0,4895
Fibroblastos r 0,1232 0,2349 -0,1941
p 0,4742 0,1679 0,2566
r 0,3156 -0,0679 0,4339 -0,338
Macrofagos * *
0,0608 0,694 0,0082 0,0004

* Diferenga estatistica significativa.
6.4.Limitag6es do estudo
A realizacido da coleta de material para a avaliacdo histomorfometrica em
um unico momento (dia19) pode ter contribuido quanto a auséncia de

comprovacao da atuacado dos PRP. Outros trabalhos similares que avaliaram o
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efeito do PRP em ratos identificaram influéncia positiva na comparagdo com o
grupo controle. As diferengas foram significativas em relagdo as variaveis
observadas nos periodos iniciais, como trés, sete e 14 dias, sendo estas mais
expressivas no periodo de 3 dias e posteriormente seguido pela ordem
decrescente (BAUER et al.,, 2009). Porém, Karayannopoulou et al. (2014),
usando como modelo experimental cdes, nado encontraram diferengas
estatisticas na avaliagao histolégica em retalhos tratados ou ndo com PRP no
dia 4 e 10 apos aplicagdo. Acredita-se que que a coleta de material para a
histomorfometria em periodos mais precoces ao procedimento de enxertia seria
um aspecto interessante a ser estudado.

Segundo Vendramin et al. (2010), o PRP nao ativado com trombina teve
melhores resultados clinicos e microscopicos em enxertos de coelhos quando
comparado ao PRP em gel apds sua ativagao, resultados estes nao foram
observados neste estudo na histopatologia, apesar de ser verificado na fase
clinica precoce, associado com a variavel coloragao.

Para a obtengdo do PRP em coelhos utilizou-se protocolo com duas
centrifugacdes refrigeradas, como descrito por Donatti et al. (2013) e diferente
de Ali6 et al. (2012) que utilizam apenas uma centrifugacdo, em humanos.

O incremento plaquetario obtido variou de 4,0 a 5,0 vezes, com média
de 4,4 vezes, atingindo a concentragdo necessaria para a resposta celular
adequada ao PRP, que segundo Marx (2004) inicia-se quando ha um aumento
no numero basal de plaquetas de quatro a cinco vezes. Froum et al. (2002)
defendem que o aumento na concentracdo de plaquetas no PRP pode variar
de trés a oito vezes, enquanto Ali6 et al. (2012) referem boa resposta
terapéutica com concentracbes de 1,6-2,5 vezes a quantidade basal de

plaquetas. Portanto, diversos métodos descritos para a obtengdo do PRP estao
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disponiveis, entretanto cada processo resulta em um produto final com um
potencial de usos distintos, tornando sua eficiéncia controvérsia (EHRENFEST
et al., 2009). Neste experimento teve-se o cuidado de verificar pelo menos a
quantidade minima de incremento de quatro vezes, embora alguns trabalhos ja
descrevam como interessante dosar alguns dos principais fatores de
crescimento, o que foi uma limitagdo deste estudo. Kim et al. (2012) obtiveram
altas concentragdes dos fatores de crescimento EGF e TGF- e boa resposta
terapéutica com incremento plaquetario de apenas 1,5 vezes.

Mudangas qualitativas e quantitativas das plaquetas podem prejudicar o
potencial regenerativo do PRP (MESSORA et al.,, 2007). Estudos
demonstrando auséncia de beneficios do uso do PRP podem ser decorrentes
da baixa qualidade do PRP produzido (MARX, 2004). Neste estudo, com PRP
verificou efeitos benéficos na fase inicial no enxerto, na variavel coloragéo
sendo esta umas das mais importantes na avaliagao clinica, e como ja descrito
que podera ter um efeito fundamental no resultado final favoravel.

De acordo com a literatura, o PRP pode ser aplicado diretamente na
ferida e exercer seu efeito local (KARAYANNOPOULOU et al., 2014). A
ativacdo das plaquetas, necessaria para ocorra a liberagdo dos fatores de
crescimento, na teoria poderia ocorrer por meio das substancias geradas pelo
traumatismo do tecido e principalmente pelo colageno tecidual (DIONYSSIOU
et al., 2013), e baseando-se neste principio optou-se por esse método.
Entretanto, Vendramin et al. (2014) questionaram se os fatores acima citados
seriam suficientes para ativar as plaquetas.

Entretanto, mais estudos devem ser estimulados considerando esse

assunto, em especial a ativagdo do PRP que eventualmente poderia
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potencializar a influéncia positiva nos enxertos aplicados especialmente com
relagdo a sua integracao, considerando aspectos clinicos e histopatoldgicos.

7 CONCLUSOES

Nas condigdes experimentais em que o projeto foi desenvolvido, pode se
concluir que:

e O tratamento do enxerto autdlogo com o PRP, na forma liquida, promove
influéncia positiva na fase inicial ou de “pega” do enxerto, demonstrada por
coloragao avermelhada a macroscopia e aspecto cosmético comparado aos
demais tratamentos; entretanto, nao influenciou na secrecao.

e Na avaliagdo histopatoldgica, o uso do PRP né&o influencia quanto ao
aumento do didmetro geral dos vasos (vasodilatagdo) nas duas modalidades
de enxerto estudadas. Nos enxertos homélogos, verifica-se maior grau de
necrose e hemorragia quando comparado aos autélogos.

e Ha maior remodelagao tecidual, representada pela intensidade de formagao
de colageno, nos enxertos autologos tratados com PRP frente aos demais
tratamentos instituidos.

e Verifica-se correlagdo positiva significativa entre a alteracdo histologica
(necrose/hemorragia) e o numero macréfagos, bem como negativa entre o

numero de fibroblastos e macrofagos.
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Trabalho a ser enviado para a revista “Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e

Zootecnia (Brazilian Journal of Veterinary and Animal Sciences)”

ENXERTOS CUTANEOS AUTOLOGOS E HOMOLOGOS TRATADOS COM
PLASMA RICO EM PLAQUETAS. ESTUDO EXPERIMENTAL EM COELHOS

Kemper, B.; C. V. S. Brandio'*,
"Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP_-Botucatu, SP;
email:valeriasb@fmvz.unesp.br
Rua Eurico Hummig 89, T2, Ap903, 86050464 Londrina PR
RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar clinica e histologicamente, os efeitos
do uso do plasma rico em plaquetas (PRP) na viabilidade de enxertos cutianeos
autdlogos ¢ homologos de espessura total em coelhos. Para isso foram constituidos 04
grupos experimentais (n=9), designados como: G1: o enxerto autélogo tratado com o
PRP; G2: enxerto autdlogo; G3: enxerto homologo tratado com PRP e G4: enxerto
homologo. Deste modo, cada coelho foi submetido ao tratamento com PRP e seu
controle dos enxertos autdlogos ¢ homologos, totalizando 36 amostras. Todas a etapas
foram documentadas para a avaliacdo clinica macroscopica e no 19° dia foi coletado da
area central, um fragmentos de cada enxerto para a avaliagdo histomorfologica. O
tratamento do enxerto autdlogo com o PRP promoveu influéncia positiva na fase inicial
ou de “pega” do enxerto, demonstrada por coloracdo avermelhada a macroscopica e
aspecto cosmético comparado aos demais tratamentos. Na avaliacdo histomorfométrica,
o nimero de macrofagos foi superior nos enxertos homoélogos em relagao aos autdlogos.
Porém, ndo houve diferenca no nimero de macrofagos e fibroblastos com a instituigao
do tratamento com PRP. O tratamento do enxerto autélogo com o PRP, na forma

liquida, promove influéncia positiva na fase inicial ou de “pega” do enxerto

Palavras-chave: integragdo do enxerto, fatores de crescimento, pele, PRP
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AUTOLOGOUS AND HOMOLOGOUS SKIN GRAFTS TREATED WITH
PLATELET-RICH PLASMA. EXPERIMENTAL STUDY IN RABBITS

The objective of this study was to evaluate clinically and histologically, the effect of
PRP on the viability of the autologous and homologous full thickness grafts in rabbits.
Four experimental groups (n=9) were studied and designated as G1: autologous graft
treated with PRP; G2: autograft; G3: homograft treated with PRP and G4: homogratft.
Each rabbit was subjected to treatment with PRP and its control of autologous and
homologous grafts, representing 36 samples. All steps were documented for the
macroscopic clinical assessment and at 19" postoperative days, skin biopsy was
collected from the central area, for histomorphological evaluation. The treatment of
graft with PRP resulted positive influence in the initial phase or "handle" of the graft,
demonstrated by the reddish macroscopic and cosmetic appearance compared to others
treatments. The histomorphometric evaluation, the number of macrophages in the grafts
was higher in homologs compared to autologous. However, there was no difference in
the number of macrophages and fibroblasts with the PRP treatment. The treatment of
the graft with PRP in liquid form, promotes a positive influence on the initial phase or

"take" of the graft

Keywords: graft integration , growth factors, skin, PRP
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INTRODUCAO

A cicatrizacdo ideal de feridas na pele deve ser um processo bem orquestrado,
que incorpore eventos bioldgicos e moleculares complexos que incluem atracdo de
células para o local da ferida, proliferagao celular, diferenciagdao e angiogénese (Martin,
1997; Singer e Clark, 1999).

Inumeros esforcos tém sido feitos, especialmente a partir da década de 80, para
melhorar os resultados clinicos, com enfoque especial no uso de terapias baseadas nos
fatores de crescimento (Robert et al., 2010).

A base da terapia utilizando o plasma rico em plaquetas (PRP) é o aumento da
concentragdo de plaquetas, e consequentemente de fatores de crescimento, liberados na
ferida com o intuito de acelerar sua cicatrizagdo (Freymiller e Aghaloo, 2004). Os
estudos sugerem que o PRP pode atuar como um regulador da migragdo celular e
cicatrizagdo de feridas, estimulando o desenvolvimento de novas aplica¢des terapéuticas
na pratica clinica (Roubelakis et al., 2014), tendo sido associado a resultados clinicos
positivos (Crovetti et al., 2004, Roubelakis et al., 2014).

Entre as possibilidades de recobrimento das feridas podem ser empregados os
retalhos ou enxertos cutaneos (Pavletic, 2010). Estas técnicas podem ser empregadas em
defeitos que ndo podem ser reconstruidos primariamente (Hedlund, 2007; Boholing ¢
Swaim, 2012).

Na Medicina Veterinaria, a utilizacdo dos enxertos cutaneos ¢ indicada
principalmente quando ha a perda de grandes areas de pele apds traumas, queimaduras
ou excisdo de neoplasias. Ainda h4 beneficios no seu uso em lesdes em extremidades,
nestas a auséncia de pele disponivel impede a mobilizag¢do local da mesma. A grande
maioria dos enxertos empregados na medicina veterinaria € de origem autdloga (Swaim,
2003; Fowler, 2006).

Assim o PRP ¢ um produto com grande potencial para melhorar a integragao de
enxertos, sejam eles dsseos, cutaneos, cartilaginosos ou de gordura (Vendramin et al.,
2006, Almeida et al., 2008). Segundo Fulya et al. (2012), o PRP usado no trans-
cirirgico aumentou a sobrevida dos retalhos em coelhos, bem como resultados
favoraveis foram descritos em enxertos cutaneos (Vendramin et al, 2010; Fulya et al.,
2012

A introdugdo de procedimento que favorecam a reparagdo dos enxertos ¢ sempre
positivo, pois varias complicagdes associada a essa cirurgia podem impedir ou retardar a

revascularizagdo e resultar em necrose do enxerto. Dentre estas cita-se movimentacao
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entre o enxerto e o leito receptor, presenca de pus, seroma, sangue ou corpo estranho

entre o enxerto ¢ seu leito, fibrindlise secundaria a infec¢ao bacteriana (Pavletic, 2010).
Tais aspectos estimularam o desenvolvimento deste estudo, o qual tem por

objetivo avaliar a agdo do PRP em enxertos cutdneos experimentais, de espessura total,

autologos e homologos em coelhos.

MATERIAL E METODO

Os procedimentos experimentais desenvolvidos no presente estudo estdo de
acordo com os Principios éticos na experimentacao animal e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no uso de Animais (protocolo n° 192/2011) da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia - Universidade Estadual Paulista - Campus de
Botucatu (FMVZ- Unesp- Botucatu).

Foram utilizados nove coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raca Nova Zelandia
Albino, fémeas, com idade variando entre 300 e 400 dias e peso entre 3,0 e 4,0 Kg. Os
animais foram previamente examinados clinicamente para confirmar as suas perfeitas
condicoes de saude ¢ a auséncia de lesdes cutaneas.

Para a obten¢do do PRP foram coletados 10 ml de sangue arterial de cada coelho
através da canulagdo da artéria central da orelha com cateter 20G. Em seguida, a
volemia foi reposta com 20 ml de solugdo cristaloide de Ringer lactato. O sangue foi
coletado de maneira asséptica e distribuido em dois frascos estéreis a vacuo contendo
citrato de sodio 3,2%, com cada um contendo 4,5 ml de sangue total. Cerca de 1ml do
sangue foi separada para a contagem de plaquetas, e os 9 ml restantes foram
homogeneizados, protegidos da luminosidade durante 30 minutos, para posterior
centrifugacdo. A primeira etapa da centrifugacdo foi feita a 200G, durante 10 minutos,
em centrifuga refrigerada a 22°C (Modelo: Hermle Z326K, Hermle Labortechnik
GmbH, Wehingen, Baden-Wiirttemberg, Alemanha). Os 50% da fase superior do
plasma sobrenadante foram descartados e os outros 50%, colocados em um outro tubo
para nova centrifugacdo. A segunda etapa foi responsavel pela separacao do PRP.
Nesta, os tubos contendo aproximadamente 3 ml cada foram centrifugados, a 400G por
10 minutos. Foram entdo descartados 2/3 do sobrenadante, como plasma pobre em
plaquetas (PPP) e o 1/3 restante foi homogeneizado para constituir o PRP.

Foram constituidos quatro grupos experimentais (n=9), designados como: G1: o
enxerto autdlogo tratado com o PRP; G2: enxerto autdlogo; G3: enxerto homologo

tratado com PRP e G4: enxerto homologo. Deste modo, cada coelho foi submetido ao
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tratamento com PRP e seu controle (fig. 1) dos enxertos autdlogos (lado direito) e
homologos (esquerdo), totalizando 36 amostras.

Cranial Cranial

A

G3 G1
G4 G2
—1T

Figura 1. Representagdo esquematica da formagdo dos grupos
experimentais, em dois animais. G1: enxerto aut6logo tratado
com PRP, G2: enxerto autdlogo, G3: enxerto homologo tratado

com PRP, G4: enxerto homoélogo.

Preparacao pré-cirurgica e protocolo anestésico

ApoOs anestesia e preparagdo da superfice cutanea, foram confeccionados
inicialmente dois quadrados de 2x2 cm de pele de espessura total na regido dorsal do
lado direito de cada animal seguindo prévia demarcacdo, o espagamento entre foi de 1.5
cm. Para isso usou-se bisturi com lamina n.15, que permitu a delimitagdo do enxerto,
seguida da divulsdo empregando-se tesoura de metzenbaum e preservando o musculo
cutaneo do tronco. Em seguida, estes foram trocados de posi¢do para a formagao de dois
enxertos autdlogos, assim o cranial foi tratado com 0,5ml de PRP e o caudal com 0,5ml
de solucdo de ringer. Em ambos os enxertos foram feitos duas incisdes longitudinais de
4 mm de comprimento e estes foram fixados com pontos isolados simples. Em seguida
foram preparados dois enxertos do lado esquerdo da linha media dorsal seguindo o
protocolo anteriormente descrito, porém os fragmentos de pele coletados foram trocados
entre os coelhos formando, em cada um, dois enxertos homoélogos. Do mesmo modo, o
cranial foi tratado com 0,5ml de PRP e o caudal com 0,5ml de solu¢do de ringer. Todos
os enxertos foram suturados com pontos isolados simples empregando mononailon 5-0.

O acompanhamento clinico geral dos animais foi realizado diariamente, e a
avaliagdo macroscopica dos enxertos de pele nos dias 5, 12 e 19 apds o procedimento
cirargico. Todas a etapas foram documentadas por fotografia. No 19° dia do pos-

operatorio, foram coletados da area central, um fragmentos de cada enxerto com auxilio
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de um punch (0.8 cm) e fixados em solu¢do de formalina 10% por 48 horas para
posterior avaliagdo histologica do processo de reparagao.

A avaliagdo das imagens fotograficas dos enxertos foi realizada sempre pelo
mesmo examinador, sem conhecimento da identificagdo das amostras (Vemdramin et
al., 2010). Desta forma, a evolucao clinico-macroscopica dos enxertos foi estudada, e os
sinais relacionados a presenga de secrecdo, coloragdo e a aspecto cosmético foram
qualiquantificados utilizando-se escores. A secre¢ao foi quantificada como: ausente (0);
leve (1); moderado (2); grave (3), a coloragdo foi qualificada em: rosea (1); roxa (2) e
preta (3), conforme Vendramin et al. (2010). Para a aparéncia cosmética estabeleceu-se
os escores: excelente (1), quando toda a drea do enxerto estava preenchida por pele
saudavel; boa (2), quando at¢ 20% do enxerto apresentava formacdo de crostas;
razoavel (3), quando o enxerto apresentava subsituicdo de 20% a 80% do enxerto foi
substituido por crostas e pobre (4), quando mais que 80% do enxerto foi substituido por
crostas.

Na avalia¢ao histomorfométrica, foram avaliadas as variaveis: a intensidade de
fibras coldgenas: utilizando-se os escores: discreta (0), moderada (1) e acentuada (2);
intensidade da vasodilatacdo: discreta (0) quando o vaso tinha menos de 33% de
preenchimento por hemadcias, moderada (1) quando o preenchimento correspondia de
33-66% e acentuada (2) quando mais de 66% do vaso estavam preenchidos por
hemécias; nimero de fibroblastos por campo (objetiva de 100x) e namero de
macrofagos por campo (objetiva de 100x), neste foram contados trés campos por
lamina, sendo a média deste, considerado o valor final; adicionalmente, foi analisada a
presencga de necrose.

Para a comparacdo entre os diferentes grupos analisados, utilizou-se o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis para as variaveis fibras colagenas e vasodilagdo, seguida
pelo Teste de Dunn; enquanto para a avaliacdo do numero de fibroblastos e macrofagos
foi aplicado ANOVA e comparagdao multipla pelo teste de Tukey (Motulaky, 2007). As
varidveis Macrofago x Fibroblasto foram avaliadas pelo teste de correlagdo de Pearson,
enquanto nas outras variaveis foi realizado o teste de correlagdo de Spearman
RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos instituidos ¢ momentos de
avaliagdo, para a varidvel secrecdo. Estes achados diferem dos relatados por Hermeto et
al. (2012) em caes, que compararam cola de fibrina com o PRP em enxertos autdlogos

de caes; neste o grupo com PRP apresentou menor quantidade secrecdo. A secregao
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observada nos coelhos foi sempre do tipo serosa, sem presenga de aspecto purulento ou
sanguinolento.

Em relacdo a variavel coloracdo observada nos dias 5, 12 e¢ 19, ressalta-
predominancia da coloragao réosea no momento 5 para o grupo G1 (p<0,05), em relagao
aos demais grupos (Tab. 1). A coloracdo roésea estd associada a adequada
revascularizacdo (White, 1999; Fowler, 2006;Bohling ¢ Swaim, 2012) e foi observada
na fase inicial do enxerto, inferindo que o tratamento do enxerto autélogo com o PRP
promoveu influéncia positiva na fase de “pega” do enxerto. O G1 permaneceu com este
padrdo de coloragdo nas diferentes fases (momentos) da revasculariza¢do do enxerto, ao
contrario dos outros grupos. Essa diferenga significativa ndo se repetiu nas avaliacdes
subsequentes entre os grupos tratados ou nao com PRP, mas foi evidente quando

considerado o tipo de enxerto empregado.

Tabela 1 — Valores médios ¢ desvio padrdo dos escores de avaliagdo quanto a coloragdo, nos diferentes

tratamentos ¢ momentos de avaliagdo pds-operatoria.

Coloragéo Dia 5 Dia 12 Dia 19

Gl 1,00+0,00% 1,11+0,33 1,22+0,67
G2 1,33+0,50 1,44+0,88 1,22+0,67
G3 1,33+0,50 2,11+0,60 2,67+0,50
G4 1,89+0,33 2,67+0,50 2,89+0,33

Grupos de enxertos: G1: autdlogo tratado com PRP, G2: autélogo ndo tratado com PRP; G3: homologo
tratado com PRP; G4: homdlogo ndo tratado com PRP. Escores: résea (1); roxa (2) e preta (3).

*comparagdo entre grupos, fixado o momento de avaliagdo p<0,05.

O enxerto coletado iniciard imediatamente ap6s ser destacado do seu leito um
processo de degradacao tecidual, e a regeneragdo nao tem inicio até 0 momento em que
o enxerto receba nutrientes do seu leito (Bohling e Swaim, 2012). Considerando os
achados referentes coloragdo, importante caracteristica utilizada na avaliagdo clinica dos
enxertos, pode ser assinalar que nos enxertos homologos ndo se estabeleceram as
conexdes necessarias para impedir a degradacdo tecidual, que foi possivel ser
evidenciada pelo escurecimento despontando, sendo verificada a necrose do tecido nos
grupos G3 e G4 no dia 19° da avaliagdo. Salienta-se, entretanto que eventualmente sdo
rejeitados pelo organismo do receptor, mas podem ser empregados para cobrir e
proteger temporariamente grandes areas queimadas ou sem revestimento (Hedlund,
2007; Pavletic, 2010), sendo aplicados sem intervencdo cirirgica em outras partes do
organismo e prontamente disponiveis caso tenha-se um banco de tecidos. No momento
5, o enxerto homologo tratado com o PRP apresentou numericamente um

comportamento mais favoravel em relacdo ao homdlogo nao tratado com o PRP, porém
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sem diferenga significativa, sugerindo que talvez possa ter tido alguma influéncia na
reparagao tecidual.

Durante o periodo de pega do enxerto, o mesmo passa por mudancas variadas de
aparéncia cosmética que podem ser dificeis de interpretar (White, 1999). Quando se
observa os valores entre os grupos tratados ou nao com PRP, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos em nenhum dos momentos de avaliacdo (dia 5, 12 ou
19). Entretanto, ao se considerar o tipo de enxerto empregado (autdlogo ou homdlogo),
a variavel aparéncia repete os resultados ja mencionados nas outras variaveis analisadas.
Os resultados assinalam que o enxerto autdlogo foi o que apresentou superioridade na
avaliagdo da varidvel aspecto cosmético, quando comparado ao enxerto homoélogo de
pele.

Para a obtengdo do PRP em coelhos utilizou-se protocolo com duas
centrifugacgdes refrigeradas, como descrito por Donatti et al. (2013) e diferente de Ali6
et al. (2012) que utilizam apenas uma centrifugacdo, em humanos.

O PRP pode ser aplicado diretamente na ferida e exercer seu efeito local
(Karayannopoulou et al., 2014). A ativacdo das plaquetas, necessaria para ocorra a
liberagdo dos fatores de crescimento, na teoria poderia ocorrer por meio das substancias
geradas pelo traumatismo do tecido e principalmente pelo colageno tecidual
(Dionyssiou et al., 2013), entretanto, Vendramin et al. (2014) questionam os fatores
acima citados seriam suficientes para ativar as plaquetas. Sendo estd uma presumivel
limitag¢do aos resultados obtidos durante a execu¢do do experimento com o PRP, sem a
sua ativacao previa a aplicagdo sob os enxertos cutaneos.

Assim mudancas qualitativas e quantitativas das plaquetas podem prejudicar o
potencial regenerativo do PRP (Messora et al., 2007). Estudos demonstrando auséncia
de beneficios do uso do PRP podem ser decorrentes da baixa qualidade do PRP
produzido (Marx 2004). Neste estudo, com PRP verificou efeitos benéficos na fase
inicial no enxerto, umas das mais importantes na avaliacdo clinica e como ja descrito
que poderd ter um efeito fundamental no resultado final favoravel. Entretanto, mais
estudos devem ser estimulados considerando esse assunto, em especial ativacdo do PRP
eventualmente poderia promover alguma alteracdo em todos os enxertos aplicados e sua
influéncia na auséncia de resposta na integragdo dos enxertos nas fases mais tardia do
processo.

A avaliagdo histomorfométrica relacionada a contagem de fibroblastos e

macrofagos por campo estd apresentada na fig 2. Nao houve diferenca entre os grupos
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472  tratados ou ndo com PRP considerando o tipo de enxerto, entretanto, o numero de

473  macréfagos foi inferior nos autdlogos quando comparado aos homologos.

QD
o
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12+ a

Média de macréfagos por campo
Média de fibroblastos por campo

Gl G2 G3 G4

474 Gl G2 G3 G4

475 Figura 2. Valor médio ¢ desvio padrdo de macrofagos (a) e fibroblastos(b), sendo: G1 enxerto autdlogo

476 com PRP, G2 enxerto autélogo, G3 enxerto homologo com PRP e G4 enxerto homologo. Letras

477 diferentes indicam significancia estatistica (p<0,05), pelo teste ANOVA seguido por teste de Tukey.

478 Considerando a andlise histologica das fibras colagenas, houve diferenca

479  estatistica (p=0,0078) entre os grupos G1 e G2 quanto a intensidade fibras coldgenas,

480  sendo que o G2 (moderada) demonstrou maior colageniza¢dao do que o G1 (leve); o G2

481  foi similar aos demais grupos experimentais (G3 e G4).

482 Quanto a vasodilatacdo (didmetro geral dos vasos), a diferenga significativa

483  observada entre os grupos experimentais foi a presenca de dilatacio moderada no G2

484  comparando-se a leve no Gl (p=0,0293). Analisada a integridade tecidual, foi

485  observado diferenca (p=0,0003) apenas entre os grupos autdlogos e homologos,

486  independentes do tratamento como o PRP; nos homologos foram visibilizadas maiores

487  numero de regido com necrose € hemorragia.

488 Na resposta inflamatéria ocorrem diferentes fendmenos entre eles

a

489  vasodilatagdo com aumento da permeabilidade vascular e quimiotaxia. Nas primeiras

490 2448 horas apos a lesdo, chegam os neutrofilos sendo posteriormente substituidos

491  pelos macrofagos que migram para a ferida apos 48—96 horas do evento inicial. Estes

492  macrofagos auxiliam a angiogénese, a fibroplasia assim como a sintese da matriz

493  extracelular o que dara inicio a fase proliferativa (Broughton et al., 2006). Nota-se que

494  houve maior nimero de macrofagos no G3 e G4 quando comparados com G1 e G2 (p<

495  0,01). Misha et al. (2009) e Roman e Boltd (2007) relatam que o PRP inibe o processo

496 inflamatorio por suprimir a citocinas, neste estudo a atuagdo do tratamento nos

497  macroéfagos ndo pode ser verificado, provavelmente devido ao fato do mesmo ter sido

498  estudado histologicamente no periodo de 19 dias.
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No trabalho de Bauer et al. (2009), a analise histomorfométrica realizada nao
mostrou diferengas significantes entre os grupos teste e controle em relacdo a
celularidade e matriz colagénica nos quatro periodos de observagao. Os resultados desta
pesquisa sugeriram que embora nao oferegam efeitos toxicos ou prejudicial sobre os
tecidos moles, o PRP ndo favorece a reparacdo de feridas dérmicas, em ratos. No
entanto, Donatti et al. (2013) realizaram o tratamento, com colirio de PRP, de tlceras
corneais profundas em coelhos, € observaram maior epitelizacdo no periodo inicial
(dias) da reparagdo, além da aceleracdo da cicatrizagdo ao término do tratamento.
Resultados semelhantes foram encontrados por Vendramin et al. (2010) na enxertia
cutanea de coelhos, ou seja, aumento da resposta inflamatoria e da intensidade de
colagenizagdo com aumento do numero de macrofagos e fibroblastos no local
enxertado. Neste estudo o aumento da intensidade de colagenizagdo nos grupos tratados
com PRP ndo foi observado aos 19 dias do pos-operatdrio, ¢ o didmetro dos vasos nos
enxertos autdlogos sem tratamento foram moderados em comparagdo aos tratados com
PRP. Por outro lado, Broughton et al. (2006) descreveram o papel fundamental dos
macrofagos no debridamento tecidual, corroborando aos achados em G3 e G4 pois os
mesmos tratam-se de enxertos homologos e consequentemente, atuariam como
curativos bioldgicos temporarios (Hedlund, 2007), e teriam maiores indices de necrose
tecidual observadas histologicamente e maior nimero destas células.

Em um estudo de enxertos homologos em caes, observou-se sinal de rejeicao
inicial do transplante no dia 12. Esta progrediu para a trombose e perda do enxerto nos
dias 15 a 30 (Mathes et al., 2010). Essa também foi notada na avaliacdo histologica de
bidpsias da pele nos coelhos, aos 19 dias do pds-operatorio, corroborando aos achados
histopatologia de rejei¢do celular, evidenciado pela infiltragdo linfocitica e necrose
descritos por Mathes et al. (2010). Achados clinicos e histologicos semelhantes foram
encontrados nas amostras coletadas dos enxertos homologos tratados ou nao com PRP.

Em humanos no entanto, a sobrevivéncia desses transplantes depende de
imunossupressdo cronica. Mesmo com a utilizacdo desta, todos os pacientes
experimentam episddios de rejeicao da pele que necessita de terapia adicional e muitas
vezes o aumento dos niveis de imunossupressao (Lanzetta et al., 2007). Neste estudo,
ndo foi realizado nenhum grau de imunossupressdao, o que explica os resultados
negativos sobre os enxertos homologos usados, os quais atuaram apenas como curativos

bioldgicos temporarios. No entanto, considerando os macrofagos e fibroblastos e
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momento de avaliagdo, o PRP também ndo proporcionou resultado favoravel positivo
quando comparado ao homélogo sem tratamento.

No experimento realizado ressalta-se maior nimero de fibroblastos nos grupos
G1 e G2 em comparagdo ao G3 (p=0,04), entretanto sem diferenga significativa quando
comparados os grupos autdlogos tratados ou ndo. Vendramin et al. (2010) descreveram
que o PRP aumenta a proliferacao de fibroblastos, diferente do observado neste estudo.
A diferenga dos grupos autdlogos frente ao G3, pode estar associada a presenca da
necrose tecidual, sendo que dos 9 tecidos analisados, sete apresentaram necrose com ou
sem hemorragia.

Krana et al. (2007) relataram efeito positivo do gel de plaquetas nos fibroblastos,
sobre o crescimento de fibroblastos dérmicos humanos in vitro, durante 5 dias. A
ativagdo das plaquetas e o controle in Vvitro do experimento possivelmente tenham
contribuidos para os resultados positivos apresentados. Os mesmos achados ndo foram
encontrados quando utilizou-se o PRP ndo ativado em enxertos autdélogos e homologos.
Ressalta-se que no presente estudo, a analise foi efetuada aos 19 dias do pos-operatorio,
diferentemente do apice do processo de reparacao descrito como 5 dias apds o trauma
(Hosgood, 20006).

Segundo Tonnessen et al. (2000), com a evolug¢ao do tempo ha transformagao da
matriz extracelular e sua substituicdo por fibronectina e 4cido hialurénico e
posteriormente por colageno I e II. Deste modo, Sethi et al. (2002) descreveram 12 tipos
de colageno, sendo o mais importante o tipo IV. Assim a fungdo do colageno ¢
promover a for¢a de tensdo do tecido cicatricial € modular fung¢des celulares. No G1
(autdlogo com PRP) verificou-se discreta formacao de colageno em relacdo aos demais
grupos (p=0,0078), demonstrando que o PRP em enxerto autdlogo teve aumento
significativo na remodelacao tecidual, o que concorda Vendramin et al. (2010).

O diametro dos vasos também foi menor no G1 em relagdo ao G2 (Tab.4),
indicando a atuacdo do PRP nesta variavel, aos 19 dias de pds-operatorio, entretanto
sem diferenga significativa entre os enxertos homdlogos com ou sem tratamento. Em
um trabalho semelhante realizado em ratos Bauer et al (2009) dias, No grupo teste, a
vascularizagdo foi menos expressiva no periodo de 24 horas e maior em ordem
crescente nos periodos de 3 dias, 7 dias e 14 dia.

Os grupos autologos diferenciaram-se do homologos (p<0,05), entretanto sem
diferenca entre a presenga ou nao de tratamento com o PRP, ou seja, a presenca de

necrose/hemorragia foi significativamente maior nos enxertos homoélogos, o que ja seria
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esperado tendo em vista o seu carater homologo e auséncia de imunossupressao
realizada, como ja foi citado anteriormente (Lanzetta et al, 2007).

A correlagdo entre as varidveis fibras colagenas, dilatagdo do vaso, alteragao
histolégica e fibroblasto foram estudadas. Notou-se correlagdo positiva significativa
(p=0,0082) entre a alteragdo histologica e o numero macréfagos, ou seja quanto maior
alteracdo histologica maior o numero de macréfagos. A correlagcdo negativa também foi
observada entre o numero de fibroblastos e macrofagos (p=0,0004). Nas demais
variaveis nao houve correlagdo significativa.

A realizagdo da coleta de material para a avaliagdo histomorfométrica em um
unico momento (dial9) pode ter contribuido quanto a auséncia de comprovagdo da
atuacao dos PRP. Outros trabalhos similares que avaliaram o efeito do PRP em ratos
identificaram influéncia positiva na comparacdo com o grupo controle. As Diferencas
foram significativas em relagdo as variaveis observadas nos periodos iniciais, como trés,
sete e 14 dias, sendo estas mais expressivas no periodo de 3 dias e posteriormente
seguido pela ordem decrescente (Bauer et al., 2009). Porém, Karayannopoulou et al.
(2014), usando como modelo experimental caes, ndo encontraram diferengas estatisticas
na avaliagdo histologica em retalhos tratados ou nao com PRP no dia 4 ¢ 10 apos
aplicagdo. Acredita-se que que a coleta de material para a histomorfometria em periodos
mais precoces ao procedimento de enxertia seria um aspecto interessante a ser estudado.

Segundo Vendramin et al. (2010), o PRP ndo ativado com trombina apresentou
melhores resultados clinicos e microscopicos em enxertos de coelhos quando
comparado ao PRP em gel apds sua ativagdo, resultados estes ndo observados neste
estudo na histopatologia, apesar de ser verificado na fase clinica precoce, associado com
a variavel coloracao.

Mudangas qualitativas e quantitativas das plaquetas podem prejudicar o
potencial regenerativo do PRP (Messora et al. 2007). Estudos demonstrando auséncia de
beneficios do uso do PRP podem ser decorrentes da baixa qualidade do PRP produzido
(Max 2004). Neste estudo, com PRP verificou efeitos benéficos na fase inicial no
enxerto, na variavel coloragao.

De acordo com a literatura, o PRP pode ser aplicado diretamente na ferida e
exercer seu efeito local (Karayannopoulou et al., 2014). A ativagdo das plaquetas,
necessaria para ocorra a liberagdo dos fatores de crescimento, na teoria poderia ocorrer
por meio das substincias geradas pelo traumatismo do tecido e principalmente pelo

colageno tecidual (Dionyssiou et al., 2013), e baseando-se neste principio optou-se por
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esse método, entretanto Vendramin et al. (2010) questionam se os fatores acima citados
seriam suficientes para ativar as plaquetas.

Entretanto, mais estudos devem ser estimulados, em especial considerando a
ativacdo do PRP que eventualmente poderia potencializar a influéncia positiva nos
enxertos aplicados especialmente com relacdo a sua integracdo, considerando aspectos
clinicos e histopatologicos.

CONCLUSOES
Nas condig¢des experimentais em que o projeto foi desenvolvido, pode se concluir que:

O tratamento do enxerto autélogo com o PRP, na forma liquida, promove
influéncia positiva na fase inicial ou de “pega” do enxerto, demonstrada por coloracao
avermelhada a microscopia e aspecto cosmético comparado aos demais tratamentos;

entretanto, nao influenciou na secregao.
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