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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e da Fibrina Rica em
Plaguetas (PRF) na cicatrizagdo de feridas cutaneas em ratos, comparando 0s
tratamentos entre si e com seus respectivos grupos controle.

Material e Métodos: Foram utilizados 48 ratos Wistar. Duas feridas de 1,0 cm de
diametro, de espessura total da pele, foram excisadas do dorso dos animais e
tratadas com PRP ou PRF e soro fisiologico (modelo emparelhado). As feridas foram
avaliadas no pés-operatorio imediato e depois de 7 e 14 dias, de forma
macroscopica (fotografias) e microscépica (histologia). As fotografias forneceram
medidas da éarea das feridas, possibilitando analisar sua contracdo (andlise
morfométrica). As imagens histoldégicas permitiram calcular a concentracdo de
colageno nas feridas (analise histomorfométrica) e as laminas histologicas a
descrever suas caracteristicas.

Resultados: Quanto a analise morfométrica, o efeito do tempo (P<0,001) e dos
grupos (P=0,022), ao longo do periodo de observacdo, foi estatisticamente
significativo. A taxa de contracdo das feridas tratadas com PRF foi maior do que as
tratadas com PRP (P=0,030). Na analise histomorfométrica, a média da
concentracdo de colageno, nas imagens dos grupos experimentais, apresentou um
aumento do 72 para o 149 dia, considerado significativo (P<0,001). Houve grande
variacdo percentual na concentracdo de colageno: 129% para a PRF contra 22%
para o PRP, porém, sem significancia estatistica (P=0,380). A descri¢cao histolégica
das feridas sugeriu que o grupo PRF apresentou maior aceleracdo do reparo quando
comparado ao grupo PRP, apesar da auséncia de significancia estatistica nas
caracteristicas avaliadas. Os grupos de tratamento PRP e PRF nao foram
estatisticamente superiores aos seus grupos controle nas variaveis estudadas.
Concluséo: Os dados do presente estudo sugerem que o PRP e a PRF nao
apresentaram resultados mais eficazes do que o soro fisiolégico na cicatrizacdo de

feridas cutaneas em ratos. No entanto, a PRF mostrou-se superior ao PRP.

Palavras-Chave: Cicatrizacdo. Plasma Rico em Plaquetas (PRP). Fibrina Rica em
Plaquetas (PRF). Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas. Pele. Fatores de

Crescimento. Medicina Regenerativa. Modelos Animais. Ratos Wistar.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of platelet-rich plasma (PRP) and platelet-rich fibrin
(PRF) on cutaneous wound healing in rats by comparing treated and control wounds.
Material and Methods: Forty-eight Wistar rats were used in the study. Two wounds
with 1-cm diameter, of total skin thickness, were excised from the back of the animals
and treated with either PRP or PRF and saline (paired model). The wounds were
evaluated immediately after the procedure and after 7 and 14 days using
macroscopic (photographs) and microscopic (histology) methods. The photographs
were used to measure the area of wounds in order to analyse wound contraction
(morphometric analysis). The histological images permitted a count-analysis of
collagen concentration (histomorphometric analysis) while the histological slides
providet the description of the wounds’ characteristics.

Results: Morphometric analysis revealed statistically significant time effect (P<0.001)
and treatment group effect (P=0.022) over the observation period. The rate of wound
contraction was higher in PRF-treated wounds than in PRP-treated wounds
(P=0.030). In the histomorphometric analysis, mean collagen concentration, on the
images of the experimental groups, increased significantly (P<0.001) from day 7 to
day 14. There was wide variation in the percentage of collagen concentration: 129%
in the PRF group vs. 22% in the PRP group; however, this difference did not achieve
statistical significance (P=0.380). Histology of the wounds suggested a more
accelerated healing process in the PRF group vs. the PRP group, despite the lack of
statistical significance in the characteristics analyzed. PRP-treated and PRF-treated
groups were not statistically superior to their controls in any of the studied variables.
Conclusion: The present results suggest that treatment with PRP and PRF were not
more effective than saline for cutaneous wound healing in rats. However, PRF

proved to be superior to PRP.

Keywords: Wound Healing. Platelet-Rich Plasma (PRP). Platelet-Rich Fibrin (PRF).
Platelet-Derived Growth Factor. Skin. Growth Factors. Regenerative Medicine.

Animal Models. Wistar Rats.
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1 INTRODUCAO

A constante busca por cicatrizes minimas ou imperceptiveis norteia 0s
principios fundamentais da cirurgia plastica desde os seus primordios. A
possibilidade de manipular a cicatriz cutanea, seja por meio de medidas cosméticas,
adicdo de substancias, cirurgia ou engenharia genética, estimula os cirurgides
plasticos e impulsiona inUmeras pesquisas.

O conhecimento do processo de cicatrizacdo das feridas e dos diversos
fatores que nele podem interferir sdo condi¢cbes basicas, atualmente, para que se
obtenham cicatrizes de melhor qualidade. Assim, as alteracdes cicatriciais dos
tecidos, que possam advir dos estudos com fatores de crescimento, biologia celular
e molecular, engenharia genética ou de tecidos, representam o futuro de muitas
especialidades médicas, entre elas a cirurgia plastica.

A cicatrizacao é um fenébmeno fisiolégico que se inicia quando ha solucao de
continuidade dos tecidos. E uma reacdo de defesa do organismo, agredido por
qualquer agente traumatico, ou mesmo cirurgia, para manter sua integridade.*

O processo biologico da cicatrizacdo pode ser dividido em trés etapas que se
sobrepdem no tempo: inflamacé&o, fibroplasia e maturacéo.” A formacao da cicatriz
€ a ultima etapa desse reparo tecidual.

Inimeros estudos, com énfase na engenharia de tecidos, vém sendo
desenvolvidos com o intuito de aperfeicoar as técnicas de reparo da cicatrizacao.

Concentrados autologos derivados de plaquetas como o Plasma Rico em
Plaquetas (PRP) e a Fibrina Rica em Plaquetas (PRF) tém sido utilizados para
acelerar o processo de regeneracao tecidual.>®

O Plasma Rico em Plaguetas é uma concentracdo autéloga de plaquetas em
um pequeno volume de plasma,® sendo essa concentracdo 4 a 6 vezes acima dos
niveis fisiolégicos, ou seja, aproximadamente um milhdo de plaguetas por
microlitro.*%

A Fibrina Rica em Plaquetas é um concentrado de plaguetas obtido de uma
membrana de fibrina. A matriz de fibrina possui componentes favoraveis também a
imunidade, elementos, esses, responsaveis pelo potencial terapéutico que ajuda a
diminuir os processos inflamatoérios e a estimular os mecanismos de defesa contra

infeccBes.?
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O Plasma Rico em Plaquetas e a Fibrina Rica em Plaguetas sao descritos na
literatura como fontes potenciais de fatores de crescimento.¥*°

Os fatores de crescimento sdo mediadores bioldgicos, com efeitos locais e
sistémicos, que potencializam a quimiotaxia, proliferacédo, diferenciacédo e secrecéo
celular.’® S3o capazes de estimular a angiogénese e promover crescimento
vascular. Ativam a proliferacdo de fibroblastos com consequente aumento da sintese
de colageno.!”*® Sao esses fatores de crescimento que, quando liberados pelas
plaquetas, promovem a cicatriza¢do dos tecidos lesados."’

O Plasma Rico em Plaquetas e a Fibrina Rica em Plaguetas tém se
estabelecido como importantes aliados na regeneracao de tecidos moles e 6sseos e
na cicatrizacdo de lesdes cronicas e agudas.'®**

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do PRP e da PRF na cicatrizacao
de feridas cutdneas em ratos e comparar os dois grupos de tratamento, entre si e

com os grupos controle.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PELE

A pele, ou cutis, reveste toda a superficie corporal e protege os tecidos
internos de les@es, infec¢bes, calor e perda de fluidos, além de conter terminacdes
nervosas periféricas que permitem a interacdo do ser humano com o0 meio externo.
Ela desempenha papel essencial no controle de temperatura, dissipando calor via
radiacdo, conducdo e conveccdo (acrescido da producdo de suor), e proporciona
isolamento térmico através da gordura dérmica e hipodérmica. Na pele, mais
precisamente na epiderme, encontram-se as células de Langerhans, apresentadoras
de antigenos, que migram para os linfonodos regionais quando ativadas por
patdgenos externos, caracterizando a sua importancia imunologica. Ha, ainda, uma
série de anexos tegumentares que auxiliam a funcdo protetora e sensorial desse
6rgdo humano.*?°

Mais recentemente, a pele humana passa, também, a ser entendida como um
orgao neuroendocrino, uma vez que as interacdes neuroquimicas para manutencao
da integridade estrutural e funcional da prépria pele interagem e interferem na
homeostase sistémica.?’

A pele é continua com os orificios corporais: a transicao do epitélio escamoso
da pele com o epitélio mucoso da boca ou anus, por exemplo, é bem delimitada. E
considerada o maior 6érgdo humano, constituindo 15% do peso corporal. A area de
superficie corporal varia com o0 peso e a altura e €, aproximadamente, 1,8 m? para
um homem de 70 kg e 1,70 m de altura.”

Morfologicamente, as trés principais camadas da pele sdo a epiderme, a
derme, e o tecido subcutaneo.?® A epiderme compde a camada superficial e é
composta por 4 subcamadas (estrato corneo, estrato granuloso, estrato espinhoso e
estrato basal). O estrato corneo é formado por células “mortas” queratinizadas que
se agrupam de maneira estratificada, uma sobre as outras, e, sequencialmente,
separam-se e descamam. Abaixo dessa subcamada, encontram-se 0 estrato
granuloso, o estrato espinhoso, e o0 estrato basal. Essas camadas consistem,
basicamente, de queratindcitos, células cuja nutricdo provém pela camada dérmica,
j& que a epiderme é avascular. Melandcitos, na porcao inferior da epiderme, contém

melanina, um pigmento escuro cuja concentracdo € determinada pela genética,
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exposicao solar, lesdes, cicatrizacao e controle hormonal. A epiderme é formada por
uma rede de sulcos, visivel a olho nu, na sua porcdo superficial; esses sulcos
tendem a ser mais profundos em regides de articulagbes ou de maior enrugamento
da pele, como na regido frontal da face. Essa camada ainda possui diferentes
profundidades, sendo mais grossa em areas de friccdo, como na palma das maos e
planta dos pés. A epiderme é separada da camada tegumentar subsequente, a
derme, pela membrana basal, e aderida a ela por meio de juncbes do tipo
hemidesmossomos.?

A derme superficial compde-se de uma série de papilas, nas quais a epiderme
€ moldada, denominada derme papilar. A derme reticular, mais profunda, consiste de
tecido conjuntivo denso, contendo vasos linfaticos, nervos e uma quantidade
consideravel de tecido elastico. Na sua por¢cdo mais profunda, fibras colagenas e
elasticas se misturam. Entre as fibras dessa camada, encontram-se glandulas
sudoriparas, glandulas sebaceas, foliculos capilares, e adipécitos. A subcamada
reticular funde-se com a camada celular subcutadnea, a mais profunda e menos
aderente porcéo da pele humana.?

A integridade da epiderme depende de estreitas adesdes celulares que
formam uma barreira impermeavel. A integridade da derme, por outro lado, depende
da intercessédo das fibras de colageno e fibras elasticas. A descontinuacéo dessas
camadas constitui situacao patologica e aciona uma seérie de respostas inflamatorias

e imunolégicas que visam o reparo da lesdo e & restituicdo da funcéo do 6rgdo.®

2.2 FISIOLOGIA DA CICATRIZACAO

A reparacdo da integridade dos tecidos ocorre pela regeneracdo e
cicatrizacdo em resposta a traumas e lesfes sofridos. A cicatrizacdo é um processo
biolégico complexo, cujas etapas, embora superpostas, podem ser agrupadas,
didaticamente, em trés fases: inflamatéria, fibroplasia e maturacéo.'™

A fase inflamatoria inicia-se tdo logo ocorre a lesdo; é proporcional, em
intensidade, ao dano causado ao tecido e perdura em torno de quatro dias. O
colageno exposto ativa a cascata da coagulacdo e o sistema do complemento. Ha
aderéncia plaquetaria, degranulacao e liberacdo de diversas substancias vasoativas

e quimiotaxicas, entre elas, os fatores de crescimento.
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A permeabilidade capilar aumenta e inicia-se a migragdo dos leucécitos com
formacdo de exsudato na ferida, que apresenta, clinicamente, aspecto inflamatério
(calor, rubor, tumor e dor).

A ativacdo da cascata da coagulacdo leva a hemostasia da lesdo. A
protrombina se converte em trombina, que, por sua vez, converte o fibrinogénio em
fibrina. A fibrina é o produto final da cascata da coagulagéo e é derivado do fator | ou
fibrinogénio. A rede de fibrina € o alicerce para a migracdo dos macrofagos e
fibroblastos. Sem a fibrina, a cicatrizacao é inibida.

Os leucdcitos polimorfonucleares séo o primeiro tipo celular a migrar para a
ferida. S&o atraidos pela liberacdo de quimiotaxicos. Os neutréfilos penetram a ferida
por diapedese. Sao responsaveis pela limpeza, remocdo de corpos estranhos e
bactérias e pelo desbridamento de tecidos lesados.*

Entre 24 e 36h, os mondcitos migram dos vasos e transformam-se em
macrofagos. Os mondécitos sdo 0s maestros da cicatrizagcdo: agem como células
fagocitarias, completando a limpeza local. S&o eles que coordenam a migracéo e a
acao dos fibroblastos, assim como a angiogénese, através dos fatores de
crescimento.

Por volta do terceiro ou quarto dia ap0s o trauma comeca a fase de
fibroplasia, também conhecida como proliferativa ou de regeneracao. Sua duracéo é
de aproximadamente 14 dias.

Os fibroblastos surgem, atraidos por quimiotaxia, através de mediadores
inflamatorios liberados por plaquetas, leucécitos e macrofagos. Iniciam a sintese e a
secrecdo de componentes da matriz extracelular e de fatores de crescimento que
continuam a estimular a cicatrizacao.

E nessa fase que ocorre a neovascularizacio e a reepitelizacdo. A partir de
48 a 72h da lesdo, comeca a intensa atividade mitGtica epitelial. A camada
epidérmica se espessa por proliferagcdo da camada basal, e as células basais da
periferia migram sobre o defeito cicatricial, resultando na epitelizacédo da ferida.

Caracteristica importante do final dessa fase € a contracéo tecidual realizada
pelos miofibroblastos. A contracdo é responsavel pela diminuicdo do tamanho da
lesdo e reducédo do tempo de epitelizacao.

Os miofibroblastos apresentam caracteristicas de células musculares lisas e

sdo responsaveis pela aproximagdo das bordas da ferida através do avanco do
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tecido sadio de maneira centripeta a lesdo. S&o também responsaveis pela
contratura cicatricial, efeito indesejavel, que, muitas vezes, leva a sequelas.*

O tecido formado pela proliferacdo vascular e pela matriz extracelular
sintetizada pelo fibroblasto recebe o nome de tecido de granulacédo, tendo aspecto
granuloso e avermelhado. O miofibroblasto confere capacidade contractil ao tecido
de granulacéo, reduzindo a area cruenta da ferida nos processos de cicatrizagao por
22 intencao.

A producdo do colageno atinge seu pico maximo por volta do 21° dia,
continuando depois, de forma menos intensa, até que seja atingido o equilibrio entre
producéo (fibroplasia) e destruicdo (colagendlise), ja na fase de maturacao.*

Nessa ultima etapa, também conhecida como fase de remodelacdo, ocorrem
dois eventos bem distintos: a deposi¢ao, agrupamento e remodelacdo do colageno e
a regressdo endotelial.®** Inicia-se em torno do oitavo dia e prolonga-se até o sexto
mé&s ou mais.

E nesse periodo que a forca ténsil da cicatriz aumenta até atingir seu platd de
maturacéo, em torno de um ano de evolucdo.*® O colageno é o maior componente
estrutural da cicatriz e, apesar de ter a funcédo de proporcionar tensao e integridade
a todos os tecidos, a tensdo de uma cicatriz jamais ultrapassara 80 a 85% da
resisténcia do tecido n&o lesado.

A regressao endotelial, outra particularidade dessa etapa, ocorre a medida
gue o metabolismo diminui e abranda o eritema da ferida.

Por fim, a degradacdo e a remodelacdo do colageno proporcionam a

mudanca de aparéncia, textura e elasticidade da cicatriz.*
2.2.1 Feridas de Dificil Cicatrizacao

O tipo de leséo ou ferida € que irA determinar o modo de reparo. Feridas
cronicas, ou de dificil cicatrizacdo, sdo definidas como feridas abertas, que
apresentam dificuldade de epitelizacdo e ndo fecham em cerca de 30 dias. Essas
feridas séo incapazes de criar um tecido de granulacéo resistente. Varios fatores
estdo associados com a inibicdo da cicatrizacdo: infeccao, hipoxia tecidual, traumas
repetidos, presenca de tecido necrético e radioterapia. Algumas doencas também

podem interferir, como insuficiéncia arterial e venosa, diabetes, imunodeficiéncia
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adquirida, doencas nutricionais e metabdlicas e até o uso de medica¢gBes, como
corticoides.*

Feridas abertas, de espessura total e com perda de tecidos moles, cicatrizam
da mesma forma que as feridas fechadas, passando pelas etapas inflamatéria,
proliferativa e de remodelacdo. No entanto, essas etapas sao mais longas,
principalmente a proliferativa. H4 muito mais formacgéo de tecido de granulagéo e

contracdo. E o que chamamos de cicatrizac&o por 22 intencdo.**

2.2.2 Modelos Experimentais

Sao varios os animais utilizados para o estudo da cicatrizagdo, porém, 0s
mamiferos sdo 0s que mais se assemelham ao homem na deposicdo de colageno
nas feridas. Os roedores, principalmente os ratos, sdo seguidamente escolhidos
devido ao baixo custo, a facilidade de transporte e obtencéo e pelo pouco espago
que ocupam.®

Kashyap et al. (1995)** consideraram o dorso dos roedores o melhor local
para a confeccao das lesdes, pois evita-se, dessa forma, a lambedura da ferida por
outros animais, assim como a irritacao por contato e o autocanibalismo.

As feridas lineares suturadas ja foram descritas como as mais usadas em
estudos de cicatrizacdo cutanea,® porém, mais recentemente, Dorseet-Martin
(2004)* referiu uma igualdade entre feridas incisionais e excisionais.*> No entanto,
segundo Cohen & Mast (1990),* feridas abertas que cicatrizam por 22 intencéo
promovem um tecido cicatricial que permite melhor quantificacdo.*

Experimentos em animais demonstram que a ferida contrai aproximadamente
0,6 a 0,75 mm por dia, independentemente do seu tamanho, pela capacidade
contratil dos miofibroblastos.***” Pesquisas sobre a cicatrizagéo de feridas em ratos
observam que a reparacdo da pele se completa em 18 dias, porém, ap6s 10 a 12
dias, a area de uma lesdo com cerca de 1 cm se aproxima a zero.*®

Cross et al. (1995)* abordaram a diversidade de trabalhos publicados sobre o
tamanho mais apropriado das lesdes cutaneas, assim como sua profundidade e
formato. Os autores explicaram que o estresse, fisico e metabdlico, causado por
uma ferida muito grande, em relacéo a area de superficie corporal total do rato, pode
influenciar nos resultados da cicatrizagdo de uma pesquisa. Para minimizar o

estresse dos animais, Cross et al.(1995)% preferiram feridas de 1,5 cm a feridas com
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2,0 cm. Além disso, determinaram que o rato é o melhor modelo animal a ser
adotado em pesquisas sobre o processo da cicatrizacdo. Enfatizaram ainda a
simplicidade, reprodutibilidade e previsibilidade que o modelo animal deve ter.*

No entanto, de acordo com Dorseet-Martin (2004),* a cicatrizacdo da pele do
rato ndo mimetiza, perfeitamente, a cicatrizacdo da pele humana devido as suas
diferencas morfoldgicas.® A auséncia de um limite definido entre a derme papilar e a
derme reticular é uma dessas diferencas. A derme do rato é mais espessa e nao
apresenta tecido subcutaneo, tampouco tela muscular subcutanea.*®

McFarlane et al. (1965)*° referiram que os vasos sanguineos, responsaveis
pela irrigacdo cutanea dos ratos, sdo subdérmicos, como os da pele humana, além
de apresentarem as mesmas alteracdes da macro e microvascularizagao.

Nos estudos experimentais sobre cicatrizacdo cutanea em ratos, as
avaliacbes macroscopicas e microscopicas das feridas ocorrem, de um modo geral,
no 39, 79, 142 e 212 dias de pos-operatorio, englobando, dessa forma, todas as fases

da cicatrizacdo.***?

2.3 ANATOMIA E FISIOLOGIA DAS PLAQUETAS

As plaquetas, além do importante papel na hemostasia, sdo fontes ricas em
fatores de crescimento. Esses fatores, quando liberados pelas proprias plaquetas,
desencadeiam o processo de reparacdo tecidual, potencializando a quimiotaxia,
proliferacdo e diferenciacdo celular e estimulando a angiogénese.***°

As plaquetas sdo células sanguineas produzidas na medula éssea. Tém a
forma discoide, com aproximadamente 1-3 ym de diametro. Sua contagem normal
no sangue varia de 150.000 a 400.000 plaquetas/uL, sendo a meia-vida cerca de 7 a
10 dias, quando entdo sao removidas pelos macrofagos do sistema

reticuloendotelial.**®

Esses fragmentos citoplasmaticos anucleados contém
organelas, mitocondrias, microtibulos e trés tipos de granulos.

Os a-granulos, estruturas intracelulares das plaquetas, contém fatores de
coagulacao, fatores de crescimento, serotoninas e calcio. Quando ativadas pelo
contato com a trombina, as plaguetas mudam o seu formato e desenvolvem
pseuddpodos, que promovem agregacao e subsequente liberacdo do contetdo dos

a-granulos, num processo conhecido como degranulacgéo.*
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A degranulacdo das plaquetas implica na liberagdo dos fatores de
crescimento no local da ferida, no momento em que ocorre a lesdo.*®**"*° Os fatores
de crescimento estimulam a migragédo e a proliferacéo celular dentro da matriz de
fibrina, constituindo os primeiros estagios do processo de cicatrizacéo.’

Apl6s a agregacédo, as plaquetas tornam-se mais viscosas, dando inicio ao
tampao hemostatico. A funcdo das plaquetas, no inicio da hemostasia, é formar esse
tampdo. O tampdo plaquetario é uma tentativa de parar a perda sanguinea através
dos vasos danificados.

A hemostasia secundaria € iniciada com a ativacdo dos fatores de coagulacéo
e a formacdo de uma rede de fibrina que estabilizara o tampao de plaguetas. Além
disso, a formacao temporéaria do tampao de plaquetas e fibrina, no local da leséo,
previne a entrada de micro-organismos. De forma simplificada, € o proprio processo
de coagulacdo que causa a secrecao dos fatores de crescimento contidos nos a-

granulos.

2.4 FATORES DE CRESCIMENTO

Os fatores de crescimento sédo polipeptidios que promovem a proliferacéo,
diferenciacdo e quimiotaxia, induzindo a migracdo de variadas células. Agem tanto
de forma paracrina quanto autdcrina, estimulando ou inibindo a expressdo dos
genes através de suas células-alvo na ferida.*

Muitos fatores de crescimento existem em varias isoformas, com diversos
tipos de receptores presentes nas feridas, o que aumenta a complexidade de suas
funcdes. Os fatores de crescimento sdo capazes de induzir efeitos em multiplos tipos
de células e provocar uma série de funcdes biologicas em diversos tecidos. O efeito
sinérgico de diferentes fatores tem uma consequéncia positiva na cicatrizacao.

Apbs a aplicacdo do PRP e da PRF nos tecidos e da degranulacao e retracéo
do coagulo, os fatores de crescimento sao depositados na matriz extracelular.

De acordo com Lorenz & Longaker (2006),* o fator de crescimento, utilizado
em doses farmacoldgicas, tem efeito benéfico no processo de cicatrizacéo,
acelerando as taxas de cura em feridas normais ou, em alguns casos, em feridas de

dificil cicatrizacdo, como as feridas diabéticas.
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Os fatores de crescimento se depositam na matriz extracelular de tecidos
normais na forma latente. Quando ocorre a lesdo e a matriz é destruida, os fatores
sdo liberados na forma ativada e, assim, ajudam no inicio e na regulacdo do
processo de reparo, dai a importancia, também, da matriz extracelular na
regeneracao das feridas.*

Sao diversos os fatores de crescimento; %134
- PDGF (Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas), com 3 isomeros: PDGF-a,
PDGF-b e PDGF-ab.

- TGF-B (Fator de Crescimento Transformador Beta) com 2 isdmeros: TGF-B1 e
TGF-B2.

- FGF (Fator de Crescimento Fibroblastico).

- VEGF (Fator de Crescimento do Endotélio Vascular).

- IGF (Fator de Crescimento Semelhante a Insulina).

- EGF (Fator de Crescimento Epidérmico).

2.4.1 PDGF (Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas)

O fator de crescimento derivado de plaquetas parece ser um dos primeiros
fatores presentes na ferida e inicia a cicatrizacdo do tecido conectivo através da
promocao do colageno e da sintese de proteinas.

Macrofagos, células endoteliais e fibroblastos sintetizam e secretam PDGF na
ferida. O fator de crescimento derivado de plaquetas estimula os fibroblastos a
sintetizarem nova matriz extracelular e aumenta a quantidade de colagenase por
eles secretada, o que indica o papel desse fator na remodelacéo dos tecidos.’* O
efeito do PDGF é dependente da presenca de outros fatores de crescimento.®

Também ativa o TGF-B.231°

2.4.2 TGF-B (Fator de Crescimento Transformador Beta)

E um grupo de proteinas envolvido na formacdo e desenvolvimento de varios
tecidos. E encontrado, predominantemente, nas plaquetas e nos ossos, mas pode
ser liberado por varias células no local da lesao, incluindo macréfagos, fibroblastos e
queratincitos.**® De acordo com Dohan (2006),' pertence a uma “super familia”,

com mais de 30 membros.
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O TGF-f esta associado as estratégias de tratamento para reduzir ou prevenir
cicatrizes, como no caso dos estudos de cicatrizacdo fetal, onde ha a possibilidade
de a cicatriz ndo se formar. E um dos fatores mais importantes no reparo do tecido
conectivo e na regeneracdo 0ssea, em todos 0s seus estagios, além de sua
importancia em ser um dos primeiros a iniciar o processo de cicatrizagao. Promove a
quimiotaxia de fibroblastos, macréfagos e mondcitos para a les&o.*

O aumento da taxa de reparo € feito a custa do aumento da fibrose, o que
pode ndo ser adequado durante a cicatrizacdo normal da pele. O aumento da
atividade do TGF-B esta associado com a fibrose patolégica em diferentes sistemas
organicos, incluindo coracdo, pulmao, cérebro, figado e rins. Embora seu
mecanismo de regulacdo seja complexo, ele pode ser considerado um regulador
inflamatério pela sua capacidade de induzir fibrose cicatricial.*®

O fator de crescimento transformador beta estimula a sintese da matriz
extracelular por meio do aumento de colageno, elastina e glicosaminoglicanos.
Promove a mitogénese dos precursores de osteoblastos e a inibicdo da formacéo de
osteoclastos.**® Antagoniza a atividade biolégica do EGF, PDGF e FGF.* Pode
ainda estimular/inibir a mitogénese endotelial e fibroblastica.*®> Em estudos in vitro,
esses efeitos variam de acordo com a quantidade aplicada.'® Também regula os

efeitos mitogénicos de outros fatores de crescimento.
2.4.3 FGF (Fator de Crescimento Fibroblastico)

A producdo de colageno pelos fibroblastos é ativada por esse fator, assim
como a contracao e a remodelacao dos tecidos.

Apresenta uma ampla gama de funcBes biolégicas, especifica para cada
isoforma. Os primeiros membros da familia de FGF a serem purificados foram o
FGF-1 (FGF acido) e FGF-2 (FGF basico). Ambos sdo produzidos pelas células
endoteliais, fibroblastos e macrofagos. O FGF-1 participa na proliferacao,
diferenciacao, angiogénese e migracao celular. O FGF-2 estimula o crescimento de
fibroblastos, mioblastos, osteoblastos, células neuronais, células endoteliais,
queratindcitos e condrécitos.™

O FGF é secretado na matriz extracelular, onde fica inoperante até ser

ativado pela leséo tecidual.
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Segundo Lorenz & Longaker (2006), tanto o FGF-1 quanto o FGF-2
estimulam as células endoteliais a se dividirem e formarem novos capilares. Outras
isoformas (FGF-7 e FGF-10), juntamente com o fator de crescimento epidérmico,
estimulam a proliferacao e a epitelizacdo de queratindcitos.

O fator de crescimento fibroblastico parece ser promissor no tratamento de

feridas de dificil cicatrizacéo.
2.4.4 VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular)

Esse fator de crescimento é a chave reguladora da angiogénese e da
vasculogénese.” Sua funcdo é criar novos vasos sanguineos durante o
desenvolvimento embriologico e apos traumas ou lesdes. Estimula a permeabilidade
capilar e é liberado pelas plaquetas, fibroblastos, macréfagos e queratinécitos.*

A expressao do VEGF é potencializada em resposta a hipdxia. Quando uma
célula ndo recebe oxigénio suficiente, o fator induzido pela hipoxia estimula a
liberacdo de VEGF.

Assim como outros fatores de crescimento, também induz a proliferacdo das

células endoteliais, promove a migracéo celular e inibe a apoptose.*
2.4.5 IGF (Fator de Crescimento Semelhante a Insulina)

Estimula a sintese do colageno pelos fibroblastos™ e interage,
sinergicamente, com o PDGF e o FGF para facilitar a proliferacdo dos mesmos.
Apresenta efeitos sobre o metabolismo 0sseo, podendo aumentar a

osteogénese em processos cicatriciais.>® Age como um fator autécrino e parécrino.*®
2.4.6 EGF (Fator de Crescimento Epidérmico)

Conforme Sanchez (2003),*® et al. esse foi o primeiro fator de crescimento
descrito. E liberado pelos queratindcitos e promove a proliferacdo de células
epiteliais, endoteliais e de fibroblastos, estimulando e acelerando diretamente a
reepitelizacdo. Aumenta o efeito e a producdo de outros fatores de crescimento®®,

bem como a angiogénese.*
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Multiplos fatores de crescimento podem ser acrescentados a feridas de dificil
cicatrizagdo, para que se obtenha um aumento, clinicamente significativo, na
gualidade e na aceleracao do reparo. A combinacgéo de diferentes fatores pode ser
necessaria para tratar essas feridas, sendo que, numa mesma lesdo, podemos ter
que neutraliza-los ou aumenta-los, é a chamada regulacdo biomolecular do reparo.*

Everts et al. (2006)* descreveram a vantagem do uso de concentrados
plaguetarios, em comparacdo a utlizacdo isolada de fatores de crescimento

recombinantes.

2.5 PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

O Plasma Rico em Plaquetas, segundo Marx (2001)'°, é a concentracéo de,
no minimo, 1.000.000 de plaquetas/pL em um volume de 5 mL de plasma. Derivado
do sangue autélogo, o PRP é obtido por meio de centrifugacdo® e contém 4 a 6
vezes mais plaquetas do que os niveis fisiolégicos normais.™*

A acao atribuida ao PRP é acelerar e estimular a cicatrizacdo dos tecidos
devido a alta concentracdo dos fatores de crescimento presentes nas
plaquetas.®>>’

Apés uma lesao tecidual, seja por trauma ou cirurgia, 0 reparo inicia com a
formacé&o do coagulo de plaguetas, seguido pela ativacdo da cascata de coagulacéao,
degranulacdo das plaquetas e liberacdo dos fatores de crescimento, que s&o

fundamentais para a cicatrizacdo.™**’

2.5.1 Preparacao do PRP

O PRP é preparado do sangue total autdlogo por meio de diferentes técnicas,
desde separadores de células sanguineas de bancos de sangue, até simples
centrifugas portateis de mesa.’®° A escolha do sistema a ser utilizado depende do
tipo de procedimento cirdrgico que necessitara de PRP. Centrifugas de mesa séo
utilizadas em procedimentos cirlrgicos que necessitam pequena quantidade do
produto.*®

Os métodos de plasmaferese realizados em bancos de sangue ficam
limitados em funcao do alto custo da producéo® e da demora na disponibilidade do

PRP, quando comparados com dispositivos portateis. Quando o PRP é preparado



31

em bancos de sangue, demanda um sistema logistico altamente controlado, para
evitar incompatibilidade do produto antes da aplicacdo no paciente.*

Outra limitacdo dos separadores celulares de bancos de sangue é o grande
volume sanguineo necesséario para o preparo do PRP (250 a 500 mL a mais de
sangue total). As centrifugas de mesa podem ser usadas para produzir PRP a partir
de pequenos volumes de sangue total (50 a 150 mL).*°

A simplificagdo do preparo do PRP, utilizando-se centrifugas portateis, foi
uma alternativa para a reducéo de custos e permitiu a difusdo, em grande escala, de
pesquisas sobre o gel.>*>*%1

Quando o PRP é preparado em centrifugas de mesa, 0 sangue é coletado
pela aspiracdo em seringas. Para evitar o trauma das plaquetas durante a aspiragéo
sanguinea, uma agulha, com diametro maior do que 17 gauges € utlizada. O
sangue autologo € coletado com anticoagulante ACD-A (acido citrato dextrose-A),
em geral, em uma taxa de 1 a 2 mL de ACD-A para cada 10 mL de sangue total. O
sangue aspirado €é cuidadosamente agitado para que se misture com o0
anticoagulante.*

Dentre as técnicas utilizadas para o preparo do PRP, a realizada por meio da
coleta de uma amostra de sangue autélogo, que passa por dupla centrifugacéo,® é
das mais difundidas. A vantagem de se utilizar sangue do préprio paciente € o risco
praticamente nulo de infec¢des ou reacdes imunes.

A primeira centrifugacdo separa as células vermelhas do plasma, que contém
leucocitos, plaquetas e fatores de coagulacdo. A segunda centrifugacdo separa o
plasma pobre em plaquetas do plasma rico em plaquetas.®

Independentemente do uso de separadores celulares ou centrifugas portateis
de mesa, o importante € que o PRP tenha uma contagem de plaquetas acima dos

valores basais.

2.5.2 Ativacao do PRP

Para iniciar a liberacdo dos fatores de crescimento do PRP, as plaquetas
devem ser ativadas. A trombina € um dos mais potentes ativadores das plaquetas e
induz a liberacéo imediata dos fatores de crescimento do PRP de uma forma dose-
dependente.®*®® Existem trombinas comercializadas, derivadas do plasma bovino,

gue nao sdo isentas de complicagdes, como o desenvolvimento de anticorpos contra
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fatores de coagulacdo. Alternativamente, o PRP pode ser ativado com trombina
autdloga.****

A adicdo de cloreto de célcio (CaCl?) e trombina desencadeia a ativacdo do
processo de coagulacdo.™® A trombina ativa diretamente as plaquetas e o cloreto de
calcio antagoniza o efeito do anticoagulante presente na amostra, resultando em um
gel de plaquetas viscoso e soltvel.*’®® A seguir, a solucdo pode ser aplicada nos
locais desejados, como enxertos, retalhos ou feridas. Uma vez ativadas, as
plaquetas iniciam a secrecdo dos fatores de crescimento dos a-granulos em 10

16,17

minutos, e 95% de todos os fatores séo liberados na primeira hora, tornando-se

disponiveis aos tecidos circunjacentes.®’
2.5.3 Aplicacdes Clinicas do PRP

Estudos em numero crescente tém demonstrado um efeito significativo do

PRP, principalmente na regeneracéo 6ssea”®® 16,67,68

e em cirurgias odontologicas.
Defensores do concentrado plaquetario citam que ha um efeito benéfico na
cicatrizacdo de tecidos moles®® e na reducéo da incidéncia de infeccdes e perdas de
sangue no pds-operatério.®*"°
O PRP é utilizado na cicatrizacdo 6ssea:®® nos tratamentos de fraturas, para
acelerar seu reparo, e nos enxertos sseos, para aumentar sua integracéo.*°

Também tem sido empregado em cirurgias periodontais’* e reconstrucdes
bucomaxilofaciais.” %"

De acordo com Farrag (2007),” o plasma enriquecido com plaquetas contém
fibrina, que tem importancia fundamental na agregacdo plaquetaria durante a
hemostasia. Esse efeito adesivo do PRP permite que ele seja usado no
transoperatério, para a prevencao ou diminuicdo de hemorragias cirargicas. Além da
fibrina, o PRP possui proteinas, como a fibronectina e a vibronectina, que promovem
adeséo celular.

Segundo Man et al. (2001),*° o PRP ajudou a diminuir complicagdes como
hematomas, seromas e sofrimento vascular nos retalhos. Estudo focalizado em
cirurgias cosméticas evidenciou que 0 sangramento capilar cessou mais
rapidamente com a aplicacdo do gel de plaquetas. Ha evidéncias de que o uso do
PRP acelera a cicatrizagdo, reduz o tempo de cirurgia, elimina a necessidade de

drenos, reduz o uso de curativos de pressdo e diminui a dor no pés-operatério.®
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De acordo com Sclafani (2009),” na cirurgia plastica, o gel de plaquetas
estimulou a cicatrizacdo ap0ds procedimentos faciais e facilitou a adeséo de enxertos.
Proporcionou, ainda, o aumento dérmico em sulcos nasolabiais e o tratamento de
sequelas de acne.”® De um modo geral, potencializou a integracdo de enxertos,
sejam eles dsseos, cutaneos, cartilaginosos ou de células de gordura.®®’""® Uebel et
al. (2006)° publicaram estudo sobre o uso do PRP na cirurgia de calvicie, com
resultados positivos na integracdo dos microimplantes capilares.” Ainda na cirurgia
plastica, segundo Almeida et al., (2008),%° a adicdo de PRP & lipoenxertia de face,
além de ter proporcionado melhor integracdo do enxerto, também aumentou a
durabilidade dos adipdcitos.

Braga-Silva et al. (2006)%" pesquisou o PRP na regeneracéo e recuperacéo
funcional de nervos periféricos.” Também foi empregado na cicatrizagcdo e
remodelamento de tenddes® e como agente terapéutico na osteomielite.®

Estudos in vitro com PRP demonstraram estimulo na proliferacdo de cultura
de fibroblastos dérmicos.®*

Trabalhos publicados mostraram a reparacdo de feridas epiteliais em

pacientes com Ulceras cronicas??%° 2487 A

e em pacientes com feridas agudas.
cicatrizacdo de Ulceras diabéticas em membros inferiores também foi relatada.?®
Conforme Everts et al. (2006),”° muitos dados sobre a utilizacdo do PRP
foram obtidos em cirurgias orais, bucomaxilofaciais, tratamento de feridas e cirurgias
cosméticas, devido a disponibilidade de amostras histologicas nesses tipos de

tratamento.*®

2.5.4 Contraindicacdes Relativas e Seguranca do PRP

Contraindicacfes relativas para a aplicacdo do gel de PRP incluem contagem
de plaquetas abaixo de 10°/uL; nivel de hemoglobina abaixo de 10 g/dL; presenca
de tumor no leito da ferida; doenca metastatica e infec¢des ativas.

Os pacientes candidatos a aplicacdo de PRP devem fazer uma avaliacao
hematolégica para excluir desordens sanguineas ou disfuncéo plaquetaria.*

O uso de trombina bovina pode ser reduzido ou eliminado; alternativas mais

14,54

seguras para a ativacdo do PRP devem ter preferéncia, como o0 uso de trombina

autéloga.®® No passado, a trombina bovina foi associada com o desenvolvimento de
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anticorpos contra alguns fatores de coagulacdo (V, Xl), podendo desenvolver
coagulopatias.*®
Quaisquer preocupacdes com reacBes imunoldgicas ou transmissdo de
doencas, como SIDA e hepatite, que ocorrem com produtos do sangue homaélogo,
sdo eliminadas com o PRP, uma vez que ele é produzido com sangue autélogo.®
Apesar dos fatores de crescimento apresentarem propriedades mitogénicas,
ndo ha nenhuma evidéncia de que promovam desenvolvimento tumoral, ou de que

estejam envolvidos em carcinogénese.®®

2.6 FIBRINA RICA EM PLAQUETAS (PRF)

Descrita por Choukroun et al.'* em 2001, a PRF ndo é, como muitos
acreditam, uma “cola de fibrina”, nem tampouco um concentrado plaquetario
classico.'® A Fibrina Rica em Plaquetas é uma matriz cicatricial autéloga,* definida
como um concentrado de plaguetas sobre uma membrana de fibrina com alto
potencial regenerativo.

A capacidade de regeneracédo tecidual ocorre da mesma forma que no PRP,
pelo acumulo de plaquetas e liberacdo de citocinas, ou fatores de crescimento, no
coagulo de fibrina.™® Segundo Ehrenfest et al. (2009),” a grande densidade do
coagulo de fibrina pode servir como uma matriz biolégica curativa que apoia a
migracdo celular e a liberacdo dessas citocinas.” Dohan et al. (2006)'° também
afirmaram que, durante o processamento da PRF por meio da centrifugacédo, as
plaquetas sdo ativadas, e a sua macica degranulacdo implica na liberacdo de
citocinas capazes de estimular a migracdo e a proliferacdo celular dentro da matriz
de fibrina, constituindo os primeiros estagios da cicatrizagdo.

O’Connel et al.(2008)*! sugeriram que a PRF promove um liberacéo gradativa
das citocinas ao longo de 7 dias, diferente do PRP, que age apenas precocemente.
As citocinas “presas” na PRF e liberadas gradualmente sdo capazes de acelerar a
reparacao tecidual por um periodo de tempo mais prolongado, no entanto, o
elemento chave desse processo cicatricial é a propria estrutura da rede de fibrina.? A
atividade biolégica da molécula de fibrina € suficiente, por si s, pela capacidade

cicatricial da PRF.%°
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A PRF é obtida de modo semelhante ao PRP, por meio da centrifugacao de
uma amostra de sangue, a 3.000 rpm (velocidade de cerca de 400 bvg) por 10
minutos.

Contudo, ndo ha, nessa técnica, a adicao de anticoagulante, trombina bovina
ou cloreto de calcio, sendo essa a grande diferenca entre a PRF, o PRP e os
adesivos de fibrina.”® A PRF resulta de uma polimerizacéo natural e progressiva que
acontece durante a centrifugacéo.*> A densidade da rede de fibrina é determinada,
principalmente, pela concentracéo de fibrinogénio durante o preparo.’

A ativacao das plaquetas e da cascata de coagulacdo ocorre pelo contato da
amostra de sangue com as paredes do tubo plastico, que sera colocado na
centrifuga. Uma vez centrifugado, o coagulo de fibrina (PRF) é obtido no meio do
tubo, entre os corpusculos vermelhos ao fundo e o plasma acelular (PPP) no topo
(sobrenadante).® E na rapidez da coleta do sangue e da sua transferéncia para a
centrifuga que reside o éxito dessa técnica, caso contrario, somente um pequeno
coagulo de sangue, sem consisténcia, sera formado.*

Segundo Dohan et al. (2006)*, as plaquetas se acumulam na parte inferior do
coagulo de fibrina, principalmente na juncao entre as células vermelhas e a propria
membrana, peculiaridade essa que deve ser levada em conta quando do uso clinico
da PRF, uma vez que, a “extremidade vermelha” da PRF pode ser mais eficaz do
gue a parte superior do coagulo de fibrina.

Outra caracteristica importante da PRF € ser uma ferramenta imunolégica que
estimula os mecanismos de defesa e ndo apenas um concentrado plaquetéario.®® De
acordo com Dohan et al. (2006),%® durante o processamento da PRF, os leucécitos
podem secretar citocinas, em reacdo ao fenbmeno hemostatico e inflamatério
artificialmente induzido no tubo centrifugado. O conceito de que a PRF pode ser um
regulador imune, com habilidades inflamatorias, explica a reducéo de infec¢des pos-
operatérias quando usada em procedimentos cirdrgicos.® A capacidade de defesa
contra infec¢cdes da PRF € muito significativa, tanto pelas propriedades quimiotaticas
das citocinas, quanto pela neovascularizacdo que elas proporcionam, facilitando o
acesso ao local da ferida.”®

Conforme Dohan et al. (2006),%® os mediadores inflamatérios fazem parte do
recrutamento fibroblastico, induzem proliferacdo e estimulam a atividade
biossintética, levando a secrecdo de proteases, bem como a sintese de

macromoléculas matriciais.®®



36

A membrana de PRF é forte, eldstica e flexivel, além de possuir uma

1.9 E a estrutura da matriz

arquitetura favoravel para apoiar todo o processo cicatricial
de fibrina o elemento chave responséavel pelo real potencial terapéutico da PRF,
muito embora as plaquetas, leucocitos e fatores de crescimento exergcam papeéis
fundamentais.® As plaquetas ficam presas na rede de fibrina® e liberam,
gradativamente, os fatores de crescimento.®

Angiogénese, imunidade e cobertura epitelial sdo, segundo Choukroun et al.
(2006)%, as trés chaves da cicatrizacdo e da maturacdo dos tecidos moles. A
membrana de PRF é capaz de apoiar o desenvolvimento desses trés fendbmenos,
simultaneamente. A fibrina €, em outras palavras, o guia natural da angiogénese,
que consiste na formacdo de novos vasos sanguineos no local da les&o.® A PRF é
favoravel ao desenvolvimento da microvascularizacdo e € capaz de guiar a migragcao
do epitélio celular em sua superficie. Sua utilizacdo parece ser muito interessante
em casos de feridas infectadas, pois a matriz de fibrina constitui um suporte natural
para a imunidade ao promover a migracdo dos leucdcitos.?

Outra grande vantagem da PRF é a simplificacdo do processo de obtencéo,
sem manipulacdo bioquimica do sangue.”” A PRF apresenta uma diferenca
importante em relacdo aos adesivos ou selantes de fibrina que é a diminuicdo do
risco de transmissao de doencas. Os adesivos de fibrina tinham um pequeno risco
de contaminacao viral, com a possibilidade de transmissdo de doencas, por serem
produtos derivados do sangue. A PRF né&o utiliza trombina bovina, portanto, esse
risco inexiste.®

Um dos limitantes do uso da PRF € que apenas um pequeno volume pode ser
usado, uma vez que provém do sangue do paciente, e a quantidade produzida é
pequena. Além disso, por possuir células imunes e moléculas plasmaticas
antigénicas, a PRF de cada paciente s6 pode ser usada por ele mesmo.®

As aplicacbes clinicas da PRF se baseiam na aceleracdo cicatricial dos
tecidos, devido ao desenvolvimento de uma neovascularizacao efetiva, fechamento
acelerado da ferida, rapida remodelacdo do tecido cicatricial e total auséncia de
eventos infecciosos.® Suas aplicacdes clinicas sdo, basicamente, as mesmas do
PRP. No entanto, a diversidade da configuracdo da matriz de fibrina € crucial para o
entendimento das diferencas da cinética biologica entre os dois concentrados

plaquetarios.
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3 JUSTIFICATIVA

As cicatrizes cutaneas afetam, de forma direta, todos os aspectos da cirurgia
plastica, portanto, o sucesso de uma cirurgia esta fortemente atrelado a aparéncia
final da cicatriz obtida.

Pesquisas focadas no desenvolvimento de estratégias para reduzir o tamanho
das cicatrizes, prevenir cicatrizes inestéticas ou acelerar e melhorar o processo de
cicatrizacdo e, consequentemente, a qualidade da cicatriz, sdo cada vez mais
necessarias e valorizadas.

O Plasma Rico em Plaquetas e a Fibrina Rica em Plaquetas séo
concentrados plaquetarios que proporcionam tratamentos autélogos com potencial
para estimular o processo biolégico natural da cicatrizacao e auxiliar na regeneragao
de diversos tecidos, inclusive da pele.

Nesse contexto, pesquisar os efeitos bioldgicos do PRP e da PRF na
cicatrizacdo cutanea proporciona subsidios cientificos que fundamentam seu uso
clinico, o que podera permitir, no futuro, agregar mais uma importante tatica ao
arsenal da cirurgia plastica.

Avaliar a otimizacdo do processo de cicatrizacdo cutanea, por meio da

aplicacao desses tratamentos, € o0 objetivo dos pesquisadores.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e da Fibrina Rica em

Plaquetas (PRF) na cicatrizacao de feridas cutaneas em ratos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a contracdo das feridas, por método macroscopico (morfométrico),
no pés-operatoério imediato, no 72 e 149 dias do processo cicatricial, nos

grupos experimentais.

Avaliar a concentracédo de colageno nas feridas, por método microscopico
(histomorfomeétrico), no 72 e 14¢ dias do processo cicatricial, nos grupos

experimentais.

Descrever as caracteristicas das feridas, por método histoldgico, quanto a
presenca ou a auséncia de crosta, reepitelizagcdo, angiogénese e
deposicdo de colageno, no 72 e 14¢ dias do processo cicatricial, nos

grupos experimentais.

Comparar os efeitos dos tratamentos PRP e PRF entre si e com seus

respectivos grupos controle.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 DELINEAMENTO

Estudo experimental, controlado, com cegamento.

5.2 ANIMAIS

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados 48 ratos Wistar
(rattus norvegicus albinus), machos adultos (acima de 60 dias de vida), com média
de 254 g de massa corporal, selecionados aleatoriamente do vivario do Laboratério
de Habilidades Médicas da PUCRS. Os animais, nascidos e criados no local, ndo
necessitaram periodo de aclimatacao.

Durante a fase experimental, todos os animais receberam racédo padronizada
para roedores e agua ad libitum. Foram mantidos em caixas individuais de
polipropileno, autoclavaveis e em ambiente ventilado. A temperatura foi mantida em
22°C e a umidade controlada (55+0ou-15%). O ciclo claro-escuro de 12h foi

obedecido.

5.3 MODELO EXPERIMENTAL E GRUPOS DE EXPERIMENTACAO

Duas feridas cutaneas foram realizadas, cirurgicamente, no dorso dos ratos, e
uma delas foi tratada com PRP ou com PRF. A outra ferida, no mesmo rato (modelo
emparelhado), foi tratada com soro fisiologico (SF) 0,9% e considerada o grupo

controle (Figura 1).
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Figura 1 — Modelo experimental

Os animais foram divididos, aleatoriamente, em 2 grandes grupos de 20 ratos
(20 para o PRP e 20 para a PRF) e, novamente, em 4 grupos de 10 ratos, em um
total de 40 (Figura 2). Os outros 8 animais foram utilizados como doadores para a
coleta de sangue, sendo 4 para a obtencédo do Plasma Rico em Plaquetas e 4 para a
Fibrina Rica em plaquetas.

Figura 2 — Grupos de Experimentacao

40 Ratos

[ 20 PRP } { 20 PRF ]

N 4 4

10 Ratos 10 Ratos 10 Ratos 10 Ratos
PRP + C-PRP PRP + C-PRP PRF + C-PRF PRF + C-PRF
7 dias P.O. ) L 14 dias P.O. 7 dias P.O. ) L 14 dias P.O.

Grupo PRP e Grupo Controle do PRP com 7 dias de P.O. (10 ratos): ferida
cutanea tratada com PRP + ferida cutanea tratada com SF 0,9% (controle). Bidpsia

com 7 dias de pés-operatorio.



41

Grupo PRP e Grupo Controle do PRP com 14 dias de P.O. (10 ratos):
ferida cutanea tratada com PRP + ferida cutanea tratada com SF 0,9% (controle).
Bidpsia com 14 dias de pGs-operatdrio.

Grupo PRF e Grupo Controle da PRF com 7 dias de P.O. (10 ratos): ferida
cutanea tratada com PRF + ferida cutanea tratada com SF 0,9% (controle). Bidpsia
com 7 dias de pds-operatorio.

Grupo PRF e Grupo Controle da PRF com 14 dias de P.O. (10 ratos): ferida
cutanea tratada com PRF + ferida cutanea tratada com SF 0,9% (controle). Bidpsia
com 14 dias de pés-operatorio.

5.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no Laboratorio de Habilidades
Médicas e Pesquisa Cirargica da Faculdade de Medicina da PUCRS e executados

pela mesma cirurgia.

5.4.1 Procedimento Anestésico

Os ratos, ap0s a pesagem, foram anestesiados com injecao intramuscular
(IM) de cloridrato de ketamina, na dose de 60-80 mg/kg, e cloridrato de
clorpromazina, na dose de 1,6-2,0 mg/kg, conforme normas e diretrizes éticas para
pesquisa com animais da Resolucédo 879 de 15 de fevereiro de 2008, do Conselho

Federal de Medicina Veterinaria.

5.4.2 Técnica Cirurgica

Apés a tricotomia da regido dorsal, os ratos foram posicionados em decubito
ventral, e a assepsia realizada com alcool a 70%. Os animais foram colocados sobre
um colch&o térmico aquecido, para evitar a hipotermia transoperatéria.

Foram demarcadas, no dorso dos animais, com um carimbo confeccionado
especialmente para essa finalidade (Figuras 3 e 4), duas circunferéncias, com 1 cm

de diametro cada uma, que corresponderam a area de pele a ser retirada.
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Figura 3 — Carimbo para marcacdo Figura 4 — Detalhe do carimbo

A distancia entre cada circunferéncia foi de, no minimo 1,5 cm, o que evitou
gualquer contato do produto com a ferida controle quando, eventualmente, ocorreu

algum extravasamento (Figura 5).

Figura 5 — Demarcacéo das circunferéncias

A incisdo da circunferéncia, de 1 cm de diametro, foi realizada com punch

cutaneo, especialmente desenvolvido para cortar a espessa pele do rato (Figura 6).

Figura 6 — Punch com 1 cm de diametro
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Os fragmentos de pele foram ressecados com lamina de ago carbono 15
(Feather Safety Razor Co., LTD., Ozaka, Japdo), até a exposicdo da fascia
muscular (Figuras 7 e 8). A hemostasia foi feita por compresséo digital, utilizando-se
gazes esterilizadas.

Figura 7 — Confeccéo das feridas Figura 8 — Fragmentos de pele

Foi realizada uma tatuagem, por meio de puncdo cutdnea, com azul de
metileno e agulha de 18G (1,20 x 40 mm), nas O - 3 - 6 e 9 horas da circunferéncia
da ferida, que serviu como mais um parametro de demarcacao do diametro, apds a
sua completa reepitelizacdo (Figura 9).

Figura 9 — Tatuagem com azul de metileno
'

Nas feridas do lado esquerdo, que corresponderam as feridas dos grupos de
tratamento, foram aplicados 100 pL de PRP ou PRF, de acordo com o grupo a que
pertenciam, 7 ou 14 dias de poés-operatério (Figuras 10 e 11). Nas feridas do lado

direito, que corresponderam as feridas controle, foram adicionados 100 yL de SF a
0,9%.
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Figura 10 — Aplicacéo do PRP Figura 11 — Aplicacdo da PRF

As feridas cutdneas foram cobertas com uma pelicula de poliuretano,
transparente e estéril, chamada Tegaderm™ Film (fabricada pela 3M Health Care, St
Paul, MN, EUA), com o objetivo de evitar a perda do produto no momento em que 0

animal entrasse em contato com a maravalha (Figura 12).%

Figura 12 — Curativo com Tegaderm™ Film

5.4.3 Cuidados Pds-Operatorios

Os animais foram mantidos em caixas individuais para que ndo houvesse
interferéncia no tratamento por contato da pele entre eles.

Quando a queda espontanea da pelicula utilizada como cobertura das feridas
nao ocorria, a mesma era retirada apos 48h.

Nos primeiros dois dias de pds-operatorio, foi administrado, como medicacao

analgésica, paracetamol 200 mg/mL, na dose de 1 mL/20 mL de agua.
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Os animais foram monitorados, diariamente, pela equipe cirdrgica. A
higienizacdo das caixas, manutencdo da alimentacdo e troca da agua foram
realizadas, regularmente, por profissional habilitado.

5.4.4 Eutanésia

Os animais dos grupos experimentais foram anestesiados, conforme
protocolo descrito anteriormente, e submetidos a eutanasia com sobredose dos
mesmos medicamentos, por via intraperitoneal, depois de decorridos 7 ou 14 dias de
pdés-operatodrio, conforme o grupo a que pertenciam.

A medicacdo, que provocou depressdo do sistema nervoso central, néo
causou qualquer sofrimento aos animais. Os demais, que corresponderam aos

doadores, morreram pela técnica de exsanguinacao.
5.5 OBTENCAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)
Foram coletados cerca de 6 mL de sangue, por puncao cardiaca, de cada um

dos 4 ratos utilizados como doadores, ap0s a anestesia dos mesmos com solucdo
idéntica a descrita para o procedimento cirargico (Figura 13).

O sangue foi colocado em um tubo contendo o anticoagulante ACD-A (ACD
Solution A - Becton Dickinson and Company, Broken Bow, NE, EUA), numa
guantidade de 20% do volume de sangue coletado, e passou por uma dupla

centrifugacéo, conforme protocolo adaptado.®
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A primeira centrifugagao, a 1.800 rpm (250 g), durante 10 minutos, separou as
células vermelhas (camada inferior), do plasma pobre em plaquetas (PPP) (camada
superior) e da zona de névoa, onde estdo concentradas as plaquetas (camada
intermediéria) (Figura 14).%%

O sobrenadante (plasma pobre em plaquetas), juntamente com a zona de
névoa e algumas células vermelhas, foi coletado por micropipeta e transferido para
um novo tubo, sem anticoagulante, para mais uma centrifugacao, dessa vez a 3.600

rpm (1000 g), por 10 minutos (Figura 15).

Figura 14 — Primeira centrifugacéo Figura 15 — Segunda centrifugacéo

|

Novamente, trés camadas distintas foram obtidas. A camada superior,
constituida por plasma pobre em plaquetas; a camada inferior, com as células
vermelhas ou botdo de hemécias; e, entre as duas, a camada intermediaria ou zona

de névoa, que correspondeu ao PRP (Figura 16).

Figura 16 — Detalhe das trés camadas
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A camada superior, com o plasma pobre em plaquetas, aproximadamente 2/3
do volume total, foi aspirada e colocada em outro tubo Falcon, para posterior
utilizacdo na calibragé@o plaquetéria.

O PRP, em torno de 10% do volume de sangue total coletado, correspondeu
ao material precipitado, que foi ressuspendido (Figura 17). Posteriormente, para o
uso nas cirurgias, foi calibrado na concentracdo de 1.000.000 de plaquetas/uL e
ativado pela adi¢édo de cloreto de célcio e trombina.

Figura 17 — PRP

A ativacdo do PRP foi realizada em tubos de Eppendorf, com cloreto de calcio
e trombina combinados (1.000 U/mL de trombina em 100 mg de cloreto de célcio),
na proporcdo de 1:1 e resultou em um gel, exatamente como descrito na literatura
(Figura 18). 62630

Figura 18 — PRP ativado
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Cada ferida cuténea recebeu 100 pL do gel de PRP, sendo 50 uL de PRP e
50 de cloreto de célcio e trombina combinados.

A centrifuga utilizada foi da marca Centribio, modelo 80-2B (Teknika
Diagnosticos, Belo Horizonte, MG, Brasil) (Figura 19).

Figura 19 — Centrifuga Centribio

A contagem de plaquetas foi realizada em duas amostras, de 100 pL cada,
uma de sangue total e outra de PRP, portanto, antes da primeira e apds a Ultima
centrifugacéo.

5.6 OBTENCAO DA FIBRINA RICA EM PLAQUETAS (PRF)

Foram retirados aproximadamente 6 mL de sangue de cada um dos 4 ratos
doadores, através de puncdo cardiaca. A anestesia empregada nos animais foi a
mesma utilizada nos demais procedimentos, ou seja, injecdo IM de cloridrato de
ketamina, na dose de 60-80 mg/kg, e cloridrato de clorpromazina, na dose de 1,6-2,0
mg/kg.

O sangue foi entdo colocado em tubos Falcon, sem anticoagulante ou
trombina, e centrifugado, somente uma vez, a 3000 rpm (400 g), durante 10 minutos.
Houve, novamente, a separacdo em 3 camadas: a superior, com o PPP; a
intermediaria, com o coagulo de PRF e a inferior, com as células vermelhas.®

O coagulo, ou membrana, de PRF foi retirado do tubo com pinga e separado
dos remanescentes sanguineos, com tesoura; recortado em pequenos pedacos e

aplicado diretamente na ferida, no momento da cirurgia (Figuras 20 e 21).



49

Figura 20 — Membrana de PRF Figura 21 — Detalhe da membrana de PRF

A contagem plaquetaria foi realizada em uma amostra de sangue total e em
outra de PRF. O coagulo de PRF foi depositado em uma placa estéril, para que o
soro nele contido fosse liberado. Apos 10 minutos, esse soro foi coletado para a
contagem de plaquetas.

5.7 CONTAGEM PLAQUETARIA

A quantificacdo das plaquetas, feita no Laboratorio de Andlises Clinicas
Veterinarias da UFRGS, foi realizada no contador automatizado de células
sanguineas CELM, modelo CC530 (Companhia Equipadora de Laboratorios
Modernos, CELM, Barueri, SP, Brasil). Foram avaliadas amostras de sangue total,
PRP e PRF.

5.8 ANALISE DE RESULTADOS

Foi feita por meio de andalise morfométrica (macroscopia) e por analise
histolégica (microscopia). A analise morfométrica permitiu avaliar a contracdo das
feridas, através do célculo de suas areas. A analise histologica incluiu a andlise
histomorfométrica das feridas, para a quantificacdo de colageno em cada imagem
selecionada, e a descricdo das caracteristicas das feridas, quanto a presenca ou

auséncia de crosta, reepitelizacdo, angiogénese e deposicdo de colageno.
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5.8.1 Anélise Morfométrica

Imediatamente apds o procedimento cirargico (dia 0), no 72 e 142 dias de pos-
operatério, todos os animais foram fotografados de forma padronizada, para a
analise da contracdo das feridas, através do calculo de suas areas. A realizacdo das
fotografias ocorreu sempre com o animal anestesiado, utilizando-se a mesma

solugéo descrita anteriormente (Figura 22).

Figura 22 — Fotografias do pés-operatério imediato, 72 e 142 P.O.

E
:
|5
:

A maquina fotogréafica digital, Sony DSC W7 (Sony Corporation, Toquio,
Japao), de 7 megapixels, foi utilizada para o registro de todas as fotos, feitas com
flash, mesmo diante de luz artificial, e a uma distancia padronizada de 15 cm. Todas
as imagens foram obtidas com calibracdo manual de branco e gravadas em formato
JPEG, 3072 x 2304 pixels, cores de 24 bits.

As imagens foram submetidas ao programa Adobe® Photoshop® CS5
Extended, versdo 12.0 x32 (Adobe Systems Incorporated, EUA) para a confec¢éo do
desenho das areas das feridas e, posteriormente, transferidas para o programa de
morfometria digital. Essa etapa foi realizada pelo mesmo examinador, que nao tinha

conhecimento da identificacéo das feridas e respectivos tratamentos.
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A andlise e o calculo das areas, em milimetros quadrados, foram realizados
pelo programa Image-Pro® Plus (versdo 4.5.1, Media Cybernetics, Inc., Silver Spring,
MD, EUA), nas duas feridas, tratamento e controle, de todos os ratos, no pos-
operatério imediato, com 7 e 14 dias. A descricdo detalhada do procedimento

encontra-se no apéndice B.
5.8.2 Andlise Histoldgica
5.8.2.1 Coleta das Amostras de Pele

Decorridos 7 e 14 dias do ato cirargico, os animais foram anestesiados e
submetidos a eutanasia, para posterior coleta das amostras de pele. As amostras de
pele incluiram toda a extensédo das feridas, com margem de, no minimo, 1 cm de
pele integra além da cicatriz e, em profundidade, até a fascia muscular (Figuras 23 e
24).

Figura 23 — Demarcacdo da amostra de pele

Figura 24 — Retirada da amostra de pele.

A) Vista anterior. B) Vista posterior.
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A tatuagem feita na pele do animal, no momento do procedimento cirurgico,
foi utilizada como parametro do didametro da ferida, nos casos de completa

reepitelizacéo (Figura 25).

Figura 25 — Tatuagem

A) 72 P.O. B) 142 P.O.

Imediatamente apdés a retirada, as amostras de pele foram fixadas com
pontos, em uma placa de espuma rigida (Figura 26), para manté-las esticadas. Um
ponto simples, de Mononylon® Ethilon® ne 4-0 (Ethicon®, Johnson & Johnson
Produtos Profissionais LTDA, Sao José dos Campos, SP, Brasil), foi dado na
extremidade da pele, na direcdo das feridas do lado esquerdo, que recebiam o
tratamento, para que pudessem ser posteriormente identificadas pelo técnico de

patologia que confeccionou as laminas histolégicas (Figura 26).

Figura 26 — Espuma rigida e ponto de identificagdo a esquerda

As amostras de pele foram colocadas em frascos, contendo formol a 10%,

para que suas estruturas morfolégicas se mantivessem preservadas. Esses frascos
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foram identificados com um namero (0 mesmo dado ao animal), tipo de tratamento,

data da cirurgia e data da coleta da peca.

5.8.2.2 Confeccao das Laminas Histolégicas

As amostras de pele, coletadas no 72 e 14¢ dias de poOs-operatorio e fixadas
em formol a 10%, foram encaminhadas para o processamento histolégico
convencional, constando de desidratacdo com alcool, diafanizacdo em xilol e
inclusédo em parafina.

Os blocos foram cortados em micr6tomo rotativo, com cortes de 5
micrdmetros de espessura, e submetidos a coloracdo com Hematoxilina e Eosina
(HE) e Picrosirius Red (Figura 27).

Figura 27 — Laminas histolégicas
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A) e B) Coloracdo Hematoxilina e Eosina. C) e D) Coloracéo Picrosirius.

Para cada ferida, foi confeccionada uma lamina histolégica de cada
coloracdo, com 3 a 6 cortes, num total de 160 laminas. Os cortes foram executados
num plano perpendicular a superficie da derme, na regido central da ferida cirurgica.
Todas foram codificadas de modo que o examinador nao tivesse conhecimento
sobre a qual grupo pertencia.

Os procedimentos foram realizados no Laboratério de Patologia do Hospital
Sdo Lucas da PUCRS, sob coordenacdo do Prof. Dr. Vinicius Duval da Silva,

patologista.
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5.8.2.3 Anélise Histomorfométrica

A leitura das laminas para a analise histomorfométrica, que permitiu
quantificar a concentracdo de coldgeno nas feridas, foi realizada em microscépio
optico Zeiss Axioskop 40 com magnificacdes de 50x. As imagens das laminas foram
capturadas pela camera CoolSNAP™-Pro cf (Media Cybernetis, Inc., Silver Spring,
MD, EUA), com calibracdo manual de branco e niveis de cinza e sob iluminacgdo de
intensidade fixa, acoplada ao microscépio e esse a um computador. Todas as
imagens foram gravadas em formato TIFF sem compressdo, com a resolugdo de
1392 x 1040 pixels, cores de 24 bits.

Para a quantificacdo de colageno, foram fotografadas todas as laminas na
coloracdo picrosirius, sendo que cada imagem foi capturada sob luz normal e luz
polarizada.

Nas laminas do 79 dia de P.O., foram selecionados 9 campos por ferida, de
forma padronizada, sendo 3 da parte central, 3 da borda lateral direita e 3 da borda
lateral esquerda, sempre de cima para baixo. Nas laminas do 14¢ dia de P.O., por
apresentarem uma area menor, 4 a 6 campos foram selecionados, a partir do centro

da ferida, 2 ou 3 para cada lado, de cima para baixo (Figura 28).

Figura 28 — Representacdo dos campos selecionados para a captura das imagens

A) 72 P.O. B) 142 P.O.

A microscopia de luz polarizada nos permitiu a contagem do colageno em
cada area de ferida capturada, demonstrada com coloracdo branco-esverdeada.
N&do houve diferenciacdo do tipo de colageno encontrado para a quantificacéo.
Todas as imagens capturadas nessa coloracdo foram analisadas pelo software
Image-Pro® Plus, citado anteriormente. A descricdo detalhada desse procedimento
encontra-se nos apéndices C e D.

A quantificacdo do colageno foi realizada por especialista cegado em relacéo

aos grupos de tratamento (Figura 29).
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Progressédo do processo da contagem do colageno de ferida cutanea usando o Image-Pro® Plus. A)
Captura da imagem sem polarizacdo. B) Captura com polarizacdo. C) Selecdo do coldgeno da
imagem. D) Contagem de coldgeno a partir da selecéo realizada na imagem.

5.8.2.4 Descricao das Caracteristicas das Feridas

A leitura das laminas, coradas com hematoxilina e eosina e picrosirius, foi
realizada em microscopio optico Zeiss Axioskop 40, com magnificacfes de 50x, 100x
e 400x, no 72 e 142 dias do processo cicatricial, em todos 0s grupos experimentais.

As caracteristicas das feridas foram descritas quanto a presenca ou auséncia
de crosta, reepitelizacdo, e angiogénese, nas laminas coradas com HE, e quanto a
deposicao de colageno, nas laminas coradas com picrosirius.

Algumas laminas, na coloracdo HE, foram fotografadas para fins ilustrativos.
Todas as laminas, na coloracdo picrosirius, foram fotografadas para a analise
histomorfométrica.

O patologista examinador, Prof. Dr. Vinicius Duval da Silva, que descreveu as

laminas, encontrava-se cegado em relacédo aos grupos de tratamento.
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5.9 ANALISE ESTATISTICA

O tamanho de amostra para este estudo foi estabelecido partindo-se de nivel
de significancia (a) de 5% e poder estatistico de 90%, para detectar uma diferenca
de médias padronizada maior ou igual a 1,5 unidades de desvio-padrao entre grupos
(E/S21,5). Assim, considerando os valores acima, o tamanho de amostra foi
estabelecido em 10 animais por grupo, com duas feridas emparelhadas por animal.

Para comparar a contracao da area das feridas (analise morfométrica) entre
0S grupos, ao longo do periodo de observacao, utilizamos um modelo linear misto
(MLM) para medidas repetidas com localizagéo de diferengas pelo teste de post-hoc
de Sidak. Previamente a utilizacdo do MLM, os dados receberam transformacao
logaritma. Adicionalmente, para expressar a reducdo da ferida operatéria,
apresentamos taxas percentuais de contragao (A%).

Para a avaliacdo da concentracdo de colageno (analise histomorfométrica),
utilizamos analise de variancia de medidas repetidas.

Para a comparacdo das caracteristicas das feridas (presenca de crosta,
reepitelizacdo, angiogénese e deposicdo de colageno) utilizamos proporcdes e o
teste exato de Fisher.

O nivel de significancia adotado no estudo foi de a=0,05. Os dados foram
processados e analisados com o programa Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), verséao 21.0.

5.10 ASPECTOS BIOETICOS

O presente estudo foi realizado com os cuidados necessarios para minimizar
a dor e o sofrimento dos animais, em conformidade com a Lei n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008 (Lei Arouca) e com a resolucéo 714, de 20 de junho de 2002, do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV).

Todos os procedimentos cirdrgicos foram executados sob anestesia, com
cloridrato de ketamina e clorpromazina, conforme descrito anteriormente.

A eutanasia foi realizada com sobredose dos mesmos medicamentos
utilizados para a anestesia, sem causar sofrimento aos animais, através da

depressao do sistema nervoso central.
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O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS),
sob o namero de registro CEUA 10/00205 (Anexo A).
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6 RESULTADOS

6.1 RESULTADOS CLINICOS E CIRURGICOS

A anestesia e a analgesia utilizadas em todos os procedimentos cirirgicos e
no periodo pods-operatorio foram plenamente satisfatorias e permitiram que o0s
animais se mantivessem sem sinais de dor.

Os exames macroscopicos e as fotografias evidenciaram reducdo gradativa
das areas das feridas cirargicas que, com 14 dias, haviam cicatrizado quase que
totalmente. Foi constatado que o processo de reparacao tecidual seguiu um curso
similar ao longo dos periodos observados, quando os grupos de tratamento foram
comparados com seus respectivos grupos controle. Contudo, a observacéo clinica
direta das feridas, durante os 14 dias de poOs-operatorio, revelou uma tendéncia na
aceleracdo do reparo das lesbes tratadas com PRF, em comparacdo com as
tratadas com PRP.

N&o foram observados sinais de infeccdo nas feridas cutdneas e ndo houve

complicacdes ou perda de animais.

6.2 RESULTADO DA CONTAGEM PLAQUETARIA

A média do numero de plaquetas do sangue total dos ratos que foram
utilizados como doadores de PRP foi de 612.000£118.000 plaquetas/uL. Apés as
centrifugacbes do sangue, a média da contagem plaquetaria do PRP foi de
3.826.000+937.000 plaquetas/uL, ou seja, 6,2 vezes mais plaguetas do que no
sangue total (Grafico da Figura 30).

A contagem plaquetaria média no sangue total dos ratos doadores da Fibrina
Rica em Plaquetas foi de 376.000+112.000 plaquetas/uL. ApOs a preparacdo da
PRF, a média de plaguetas encontrada foi de 38.000+21.000 plaquetas/uL (Grafico
da Figura 30).
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Figura 30 — Grafico comparativo entre a concentracao plaquetaria no sangue total, no Plasma Rico
em Plaquetas e na Fibrina Rica em Plaquetas
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ST: sangue total; PRP: plasma rico em plaquetas; PRF: fibrina rica em plaguetas.

6.3 RESULTADOS DA ANALISE MORFOMETRICA

As médias da area das feridas no momento inicial (pés-operatorio imediato ou
dia 0) ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
experimentais (P=0,911).

Os valores das meédias da éarea das feridas, ao longo do periodo de
observacéao (fator tempo no Modelo Linear Misto: pds-operatorio imediato, 72 e 142
P.0.) e suas respectivas taxas de contracdo, estdo expostos na Tabela 1 e
representados no Grafico da Figura 31.

Taxas percentuais de contracdo negativas indicaram resposta cicatricial

positiva e progresséao para o fechamento da ferida.
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Tabela 1 — Médias geométricas (minimo-maximo) para a area das feridas (analise morfométrica)
com suas respectivas taxas percentuais de contracdo
Tempo de Pés-Operatério (dias)

0 7 14
Tratamento area, mm° area, mm® A% area, mm?® A%
PRP 177,8 (96,4 -243,8) 59,6 (21,1 -111,9) -66,5 3,3(0,1-24,1) -98,1
C-PRP 172,3 (92,6 -255,3) 59,9 (19,7 -126,4) -65,2 3,0(0,6-92) -98,3
PRF 171,9 (64,8 -270,8) 35,0(2,4-130,0) -79,6 1,1(0,1-7,5) -99,2
C-PRF 166,5 (66,6 -283,0) 39,4 (4,1-116,4) -76,3 1,6(0,1-12,4) -98,9

A%: taxa percentual de contragcdo; PRP: plasma rico em plaquetas, C-PRP: controle do PRP,
PRF: fibrina rica em plaquetas, C-PRF: controle da PRF; P[tempo]<0,001 e P[tratamento x
tempo]=0,022 obtido em modelo linear misto.

De um modo geral, a avaliacdo do efeito do tempo nessas areas mostrou-se
estatisticamente significativo (P<0,001), atingindo uma taxa global de contracéo de

"-98,6%" entre 0s quatro grupos.

Figura 31 — Gréfico de linha representando a variacéo das médias da area (mm?) das feridas dos
grupos de tratamento, ao longo do periodo de observacao
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PRP: plasma rico em plaquetas, C-PRP: controle do PRP, PRF: fibrina rica em plaquetas, C-PRF:
controle da PRF.

O efeito dos grupos sobre a contracdo da area das feridas ao longo do
periodo de observacéo (tempo) foi estatisticamente significativo (P=0,022). A taxa de
contracao do Grupo PRF foi de -79,6% com 7 dias e -99,2% com 14 dias, ou seja, 0

grupo PRF apresentou a maior taxa de contragcdo (Tabela 1), mas nao foi
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estatisticamente diferente de seu grupo controle (P=0,731). No entanto, contra PRP,
gue obteve taxa de -66,5% com 7 dias e -98,1% com 14 dias, apresentou diferenca
significativa (P=0,030), e, contra o grupo controle do PRP, atingiu significancia
limitrofe (P=0,053). O Grupo PRP também n&o apresentou diferenca
estatisticamente significativa quando comparado ao seu controle (P>0,999). As

demais comparacdes entre 0s grupos podem ser encontradas na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores P referentes as comparacdes post-hoc entre os grupos de tratamento, ao longo do
periodo, com ajuste de Sidak

PRP C-PRP PRF C-PRF

PRP - >0,999 0,030 0,224
C-PRP - - 0,053 0,336
PRF - - - 0,731
C-PRF - - - -

PRP: plasma rico em plaquetas, C-PRP: controle do
PRP, PRF: fibrina rica em plaqguetas, C-PRF: controle da
PRF.

6.4 RESULTADOS DA ANALISE HISTOMORFOMETRICA

A média da concentracdo de colageno, na analise histomorfométrica das
imagens dos quatro grupos, apresentou um aumento, do 72 para o 142 P.O.,
considerado estatisticamente significativo, P<0,001, conforme demonstra a Tabela 3.

Ao analisarmos a quantidade de colageno nas feridas, entre os grupos de
tratamento, PRP e PRF, ao longo do periodo de observacdo (72 e 142 P.O.), e
compararmos com seus respectivos grupos controle, ndo encontramos diferencas
com significancia estatistica (P=0,717), como mostram a Tabela 3 e o Grafico da
Figura 32.

As maiores médias de concentracdo de colageno, com 14 dias de poés-
operatorio, ocorreram nos grupos PRF (2,22+1,08) e controle da PRF (2,44+0,99). A
variacdo percentual do Grupo Fibrina Rica em Plaquetas foi de 129%, contra apenas
22% do Grupo Plasma Rico em Plaquetas. No entanto, apesar da diferenca de 107
pontos percentuais entre PRF e PRP, no periodo observado, ndo houve significancia

estatistica entre os grupos, P=0,380 (Tabela 3 e Grafico da Figura 32).
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Tabela 3 — Medidas descritivas para a concentracéo de colageno na area (mm2) das feridas cutaneas
(andlise histomorfométrica) segundo tratamento e tempo

Tempo (dias) PRP C-PRP PRF C-PRF
7 1,54+1,02 1,1130,29 0,97#0,34  1,19:0,79
14 1,88+1,04 2,16+1,06 2,22+1,08  2,44+0,99

A% 22% 95% 129% 105%

Os dados sao apresentados como médiatdesvio-padrao; A%: variagao
percentual; PRP: plasma rico em plaquetas, C-PRP: controle do PRP,
PREF: fibrina rica em plaquetas, C-PRF: controle da PRF; P[tempo]<0,001
e P[tratamento x tempo]=0,380 obtidos em andlise de variancia de
medidas repetidas.

Figura 32 — Grafico de boxplot com as médias da concentracdo de colageno no 72 e no 142 P.O.
acompanhado de linhas representando a variagcdo entre os dois momentos
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PRP: plasma rico em plaquetas, C-PRP: controle do PRP, PRF: fibrina rica em plaquetas, C-PRF:
controle da PRF.
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6.5 RESULTADOS DA DESCRICAO DAS CARACTERISTICAS DAS FERIDAS

6.5.1 Coloracdo Hematoxilina e Eosina

A presenca de crosta foi maior no Grupo PRP, e respectivo controle (29/40;
73%), quando comparada ao Grupo PRF, e seu grupo controle (21/40; 53%), nos
dois momentos avaliados, P=0,105. Além disso, foi mais exuberante no 7¢ P.O.
(34/40; 85%), do que no 14¢°(16/40; 40%), nos quatro grupos estudados, P<0,001.

De um modo geral, a angiogénese (moderada a acentuada) foi mais
observada com 7 dias de poOs-operatoério (38/40; 95%) do que com 14 dias (10/40;
25%; P<0,001), nos quatro grupos avaliados. Ndo foram observadas diferencas,
entre 0S grupos experimentais, no 7¢ e 14¢ dias do processo cicatricial (P>0,9).

Quanto a reepitelizacdo das feridas, esta foi menos intensa com 7 dias de
pos-operatorio (15/40; 38%) do que com 14 dias (40/40; 100%; P<0,001) nos quatro
grupos experimentais. Os grupos PRF e controle do PRF (32/40; 80%),
demonstraram reepitelizacdo mais acentuada do que o grupo PRP e controle do
PRP (23/40; 58%; P=0,053), ao longo do periodo observado, apesar da significAncia
limitrofe. Nao foram identificadas diferencas, quanto a reepitelizacao das feridas,
entre os grupos de tratamento, PRP e PRF, quando comparados aos seus
respectivos grupos controle (P>0,9).

A descricdo detalhada das caracteristicas histolégicas das feridas, quanto a
presenca ou auséncia de crosta, angiogénese e reepitelizacdo, de cada lamina

corada com HE, encontra-se no Apéndice A (item 1).

Figura 33 — Histologia da pele sem lesdo
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Histologia representativa da pele normal de um rato, sem lesdo, nas coIorac;oes hematoxilina e eosina
(A) e picrosirius (B). Aumento de 50x.



Figura 34 — Imagens histologicas dos Grupos PRP e Controle do PRP (HE)
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Grupo PRP (A e C) e Grupo Controle do PRP (Be D), no 7°P.O. (Ae B)eno 14°P.O. (Ce D) na
coloragdo HE. Pode-se observar a presenga de crosta, tecido de granulagao (proliferagdo fibroblastica
e angiogénese) e reepitelizagdo nas imagens histolégicas com 7 dias (A e B) e hiperplasia epitelial e
uma célula gigante (granuloma) com 14 dias (D). Aumento de 50x.

Figura 35 — Granuloma

Detalhe da célula gigante ao centro. Aumento de 400x.
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Figura 36 — Imagens histoldgicas dos Grupos PRF e Controle da PRF (HE)
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Grupo PRF (A e C) e Grupo Controle da PRF (B e D), no 7° P.O. (Ae B) e no 14° P.O. (C e D) na
coloracdo HE. Pode-se observar a presenca de crosta, reepitelizagdo e areas de deposicdo de
colageno, na figura A, e a transicdo da borda da lesdo para o tecido sadio, na figura B (7 dias) e na
figura C (14 dias). Observa-se a presenca de anexos cutaneos e reepitelizacdo completa da leséo na
figura D (14 dias). Aumento de 50x.

6.5.2 Coloracéao Picrosirius

A deposicado de colageno foi menos intensa no 72 dia do processo cicatricial
(12/40; 30%; P>0,9) e mais intensa no 14¢ dia (38/40; 95%; P<0,001), nos quatro
grupos experimentais. Nao observamos diferencas, entre os grupos PRP e PRF,
qguando comparados aos seus respectivos grupos controle, tanto em 7 quanto em 14
dias de pos-operatorio (P>0,9). No entanto, observou-se uma deposicdo de
colageno superior no grupo PRF (9/20; 45%), no 72 P.O., em comparagdo ao grupo
PRP (3/20; 15%), mas essa diferenca ndo atingiu significancia estatistica (P=0,008),
assim como também néo no 14¢ P.O. (P>0,9).

A descricdo quanto a deposicdo de colageno nas feridas de cada lamina

histolégica corada com picrosirius encontra-se no Apéndice A (item 2).
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Figura 37 — Imagens histolégicas dos Grupos PRP e Controle do PRP (picrosirius)

Grupo PRP (A e B) e Grupo Controle do PRP (C e D) com 14 dias de P.O., na coloracéo
picrosirius, observada com luz normal (A e C) e sob luz polarizada (B e D). Sob luz polarizada
(birrefringéncia), pode-se observar a presenca de bastante coldgeno como &rea de coloragéo branco-
esverdeada (A e B) e pouca colagenizagcdo (C e D). Neste caso, o tratamento (figuras A e B) foi
melhor do que o controle (figuras C e D). Aumento 50x.
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Figura 38 — Imagens histolégicas dos Grupos PRF e Controle da PRF (picrosirius)

-~ - u "
- > e g > 2

Grupo PRF (A e B) e do Grupo Controle da PRF (C e D), com 14 dias de P.O., na coloracdo
picrosirius, observada sob luz normal (A e C) e sob luz polarizada (B e D). Sob luz polarizada
(birrefringéncia), pode-se observar a presenga de bastante colageno (C e D), como area de coloragédo
branco-esverdeada, e pouca colagenizagéo (A e B). Nesse caso, o controle (figuras C e D) foi melhor
do que o tratamento (figuras A e B). Nota-se, ainda, maior quantidade de colageno nessas figuras,
gue pertencem aos Grupos PRF e Controle da PRF, do que nas anteriores (Figura 36 A, B, C, D), que
pertencem aos Grupos PRP e Controle do PRP. Aumento 50x.
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Observa-se area de leséo, circulada, sob luz normal (A) e luz polarizada (B). Importante deposi¢do
de colageno (area branco-esverdeada), melhor visualizada com a polarizagdo. Aumento de 50x.

Figura 40 — Importancia da polarizacédo
- B By

Observa-se a importancia da luz polarizada para a melhor visualizagdo da deposi¢do de colageno.
Nota-se que o misculo ndo corou na figura B, sob luz polarizada, ao contrario da imagem da figura A,
capturada sob luz normal. Aumento de 50x.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo descreve um modelo, em ratos, de cicatrizagdo de feridas
cutdneas com PRP e PRF. As feridas foram analisadas no pds-operatorio imediato
e, novamente, depois de 7 e 14 dias. Em geral, o comportamento das feridas
tratadas e das feridas controle foi semelhante, ao longo de periodo de observacao,
guanto a contracdo da area e concentracdo de colageno. A andlise morfométrica
sugere que o tratamento com PRF obteve maior aceleracédo do reparo do que o
tratamento com PRP. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos,
PRP e PRF, quanto a parametros histomorfométricos, apesar da maior concentracao
de colageno no grupo PRF, no final do periodo avaliado.

Feridas cutaneas, causadas pela perda da integridade da pele, seja por
trauma ou cirurgia, desencadeiam no organismo mecanismos de reparo imediatos. O
tratamento adequado de uma ferida e a qualidade da cicatriz resultante dependem
de amplo conhecimento de todo o processo cicatricial.

A reparacao de tecidos constitui um desafio constante na area da medicina
regenerativa, onde diversos biomateriais tém sido estudados para otimiza-la. Novas
terapéuticas adjuvantes, tanto celulares quanto moleculares, estdo sendo
desenvolvidas para acelerar a cicatrizagcao, inclusive cutanea. A utilizacdo do PRP e
da PRF tem sido proposta como forma de aperfeicoar e acelerar o processo de

reparo de tecidos moles e 6sseos, em lesdes cronicas e agudas.’8"92:9-100

O dinamico fendmeno da cicatrizacao é influenciado por diferentes tipos de
células e mediadores bioldgicos, incluindo os fatores de crescimento. A adicdo de
plaquetas a uma ferida e a liberacdo dos fatores de crescimento promovem a
proliferacdo, diferenciacdo e quimiotaxia, induzindo a migracdo de variadas células
para o local lesionado.’® Esses mediadores celulares estimulam a sintese de
colageno e a angiogénese, bem como a contracdo e a remodelacdo dos tecidos,
ajudando em todo o processo de reparo.*”049

A aplicacdo clinica do Plasma Rico em Plaquetas e da Fibrina Rica em
Plaquetas, na regeneracdo tecidual, tem sido amplamente descrita na literatura,

9,10,67,101 | 9,20,59,102
)

tanto na odontologia como nha traumato-

16,66

e cirurgia bucomaxilofacia

ortopedia 76,103

e cirurgia plastica.
Na cirurgia plastica, estética e reparadora, os concentrados plaquetarios sao

utilizados, principalmente, para a restauracdo de tecidos moles.’®'* Trabalhos
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publicados referem reducdo do tempo cirargico, da dor e do edema no poés-
operat6rio.®®*”1% A melhora da sobrevivéncia de retalhos e enxertos, a aceleracdo
da reepitelizacdo de tecidos e a reducédo da incidéncia de infeccbes e perdas de
sangue, em cirurgia, também foram relatadas.®®"°

Ha referéncias sobre a diminuicdo da necessidade do uso de drenos e
curativos de presséo no pés-operatério e da menor incidéncia de complicacdes.®® O
PRP e a PRF sao usados para estimular a cicatrizacdo em feridas pds-trauméaticas
profundas e em grandes ulceracbes de tecidos.??*398°87 Cervelli et. al (2009)%
relatam o efeito quimiotatico dos fatores de crescimento, que causam a migracao de
neutréfilos e macrofagos, adicionando um componente antimicrobiano a ferida. De
acordo com Cieslik-Bielecka et. al (2012),*° situacBes clinicas complexas, como
feridas de dificil cicatrizacdo, se beneficiam dessas propriedades antimicrobianas
dos concentrados de plaquetas.

No presente estudo, duas feridas abertas, de dificil cicatrizagdo, foram
tratadas com PRP ou PRF e soro fisiolégico (modelo emparelhado). O objetivo foi
avaliar o efeito desses tratamentos na cicatrizacdo cutanea por segunda intencao,
principalmente na fase de fibroplasia, de forma macroscopica e microscopica.

Segundo Marx (2001 e 2004)*'" e Gandhi et al.(2006),'* a concentracdo de
plaquetas, utilizada para fins terapéuticos no PRP, deve ser de, no minimo,
1.000.000 plaquetas/pL, portanto, esse foi o protocolo por nés utilizado.

A contagem plaquetaria foi realizada no sangue total dos ratos doadores, no
PRP e na PRF, conforme demonstrado no Grafico da Figura 31. A média do niumero
de plaquetas no sangue total foi de 612.000 plaquetas/uL, enquanto no PRP,
3.826.000 plaquetas/pL. A alta concentracéo de plaquetas no PRP, 6,2 vezes mais
plaquetas do que no sangue total, confirmou que os resultados obtidos neste estudo
séo condizentes com os encontrados na literatura.

Alguns autores sugerem que o efeito positivo do PRP pode depender da
maior ou menor concentracdo de plaquetas. Concentracdes baixas podem estar
associadas a efeitos inexpressivos, em contrapartida, altas concentracdes podem
determinar efeitos inibitérios. %1%’

A contagem plaquetaria média no sangue total dos ratos doadores da Fibrina
Rica em Plaquetas foi de 376.000 plaquetas/uL. Apdés a preparacdo da PRF, a

média de plaguetas encontrada foi de 38.000 plaguetas/pL, em consonancia com 0s
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achados relatados por alguns autores, que afirmam que as plaquetas ficam contidas
no coagulo de fibrina.”*

Quanto aos resultados da analise morfométrica obtidos no estudo, verificou-
se que as médias da area das feridas cirurgicas, no pds-operatdrio imediato, entre
0S grupos experimentais, nao apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (P=0,911), ou seja, o tamanho inicial das feridas foi confeccionado de
forma semelhante.

A avaliacdo da contracdo das feridas, por método morfométrico, através do
calculo da area das fotografias, evidenciou que o efeito tempo foi significativo, com
P<0,001, independentemente do tratamento utilizado. Desse modo, ao longo do
periodo pdés-operatério, todos 0s grupos experimentais apresentaram diminuicdo
significativa da area, possibilitando a contragéo da ferida e fechamento condizente
com o processo normal de cicatrizacdo,'®® como pode ser visto no Gréfico da Figura
31.

A reducao da area demonstra o fechamento da ferida, ou seja, quanto maior a
sua taxa de reducdo, maior a contracdo da ferida operatoéria, indicando uma
cicatrizacdo mais acelerada.®"*° Nesse contexto, a Fibrina Rica em Plaquetas e seu
grupo controle obtiveram maiores taxas de reducfes na area das feridas, quando
comparadas ao Plasma Rico em Plaquetas e seu Grupo Controle, conforme
demonstrado na Tabela 1. A diferenca na taxa de reducédo do grupo PRF, verificada
durante o periodo pés-operatorio, foi estatisticamente significativa (P=0,030) quando
comparada ao grupo PRP (Tabelas 1 e 2). Dessa forma, os resultados sugerem que
o tratamento com PRF possa ter um efeito superior, em relacdo ao PRP, na
aceleracéo da cicatrizacéo das feridas.

No entanto, a comparacdo entre os grupos de tratamento, PRP e PRF, com
seus respectivos grupos controle, nos permitiu averiguar que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre eles, com relacao a avaliacdo morfométrica.

Apesar de muitos estudos clinicos e experimentais demonstrarem resultados

positivos com o uso de PRP e PRF na cicatrizacdo cutanea,*” 101

algumas
pesquisas evidenciam resultados contraditérios, ou mesmo ndo comprovam sua
eficacia.'*>**" As diferentes técnicas de obtencéo dos concentrados plaquetarios, os
inimeros modelos experimentais utilizados, e as diferencas nos tipos de lesbées
cutaneas estudadas podem contribuir para a grande variabilidade dos resultados

encontrados.
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Everts et al. (2006)*° consideram que os estudos experimentais com PRP, em
animais, mostram uma tendéncia a resultados confusos e a dados conflitantes. Uma
grande variedade de espécies (coelhos, cachorros, ratos, ovelhas, porcos e
camundongos) tem sido utilizada e, muitas vezes, nao ha informacgfes sequer sobre
a contagem de plaquetas.”* Além disso, em algumas situacdes, ainda faltam
descri¢cdes sobre os métodos de producao dos biomateriais. Certos autores, no caso
do PRP, nem ativam o concentrado de plaquetas, outros o chamam de PRF, mas
utilizam anticoagulante para o seu preparo.’*® Alguns estudos incluem poucos
animais na amostra, o que torna a andlise estatistica inviavel.*

Assim, 0s varios protocolos usados nas pesquisas tornam as conclusbes
bastante dificeis, pois, conforme Ehrenfest et al. (2009),” cada método leva a um
produto diverso, com potencial de uso e biologia diferentes.

Nossos resultados sugerem que o PRP e a PRF ndo demonstram
superioridade clinica, em relacdo ao soro fisiolégico, na cicatrizacdo de feridas
cutédneas em ratos.

Resultados publicados na literatura, em estudos com animais>%:*1¢:117.119-125

67,126-129

e

em estudos clinicos,
118,130

corroboram nossos achados, ndo apenas em relacdo a

lesbes cutaneas, mas também em outras estruturas, como 0SS0S, nervos e

tendaes.68,131-135

Cieslik-Bielecka® (2010, apud Cieslik-Bielecka et al., 2012),%* realizou estudo
para estimar a influéncia do PRP no processo cicatricial de 64 ratos submetidos a
resseccOes retangulares de pele, no dorso. Andlises histolégicas e imuno-
histoquimicas mostraram a melhora da cicatrizacdo no grupo tratado com PRP, em
comparagao com o grupo controle, mas essas diferencas nao foram estatisticamente
significativas. O autor concluiu que o PRP néo acelera o processo cicatricial de
feridas cutaneas, semelhantemente ao nosso estudo. Segundo Cieslik-Bielecka
(2010), o método de analise adotado no trabalho abriu uma nova perspectiva na
avaliacdo dos efeitos do PRP. A neovascularizacdo das lesdes foi aferida através da

densidade otica média de uma amostra de tecido, por meio de andlise

% CIESLIK-BIELECKA, Agata. Estimation of an influence of the autogenous growth factors on
postoperative wound healing processes in animals and patients with double mandibular
fracture, and patients with chronic wounds. Habilitation work. Medical University of Silesia, 2010
apud CIESLIK-BIELECKA, et al. L-PRP/L-PRF in Esthetic Plastic Surgery, Regenerative Medicine
of the Skin and Chronik Wounds. Curr Pharm Biotechnol, v. 13, n. 7, p. 1266-77, 2012.
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computadorizada (Image-Pro® Plus 3.0 version for Windows),*®* o mesmo tipo de
analise que utilizamos para a quantificacao de colageno.

Camacho-Alonso et al. (2009)'*° descreveram o efeito da infiltracdo de PRGF
(plasma rico em fatores de crescimento) na cicatrizacdo de lesdes de lingua,
causadas por laser de CO,, em 60 ratos. Nao foram observadas diferencas
significativas nos 2 grupos (0 grupo controle ndo recebeu tratamento) em relacdo a
reepitelizacdo das lesbes. Além disso, 0 grupo controle mostrou uma resolu¢do mais
significativa do processo inflamatério apés 14 dias.™**

Molina-Mifiano et al. (2009)'*° publicaram artigo sobre o uso do PRP na
cicatrizacdo da pele de coelhos. O modelo experimental emparelhado, semelhante
ao utilizado em nosso trabalho, consistia em 2 lesdes cutaneas, de 6 mm de
didametro, realizadas com punch, no dorso dos animais. Embora nossas lesdes
fossem deixadas abertas, essas eram fechadas com 2 pontos de sutura. Apés 7 dias
de pos-operatorio, a reepitelizacdo das lesdes foi melhor naquelas que receberam
PRP, assim como a resolucdo do processo inflamatério. No entanto, apés 28 dias,
nenhuma diferenca estatistica foi encontrada entre PRP e controle, nas 2 variaveis
estudadas.

Em contraste com as observacées de Molina-Mifiano et al.(2009),™® Kimura
et al. (2005),"” em estudo sobre o PRP na cicatrizacdo de feridas cutaneas em
ratos, obtiveram resultados favoraveis quanto a forca ténsil das cicatrizes, apos 14
dias, porém, precocemente, no 32 e no 72 dia poés-experimento, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas. Um modelo de ferida
incisional, suturada, foi utilizado, ao contrario do nosso, cujas feridas cicatrizaram
por segunda intencao.

Experimentos em animais podem nos dar importantes informacfes sobre o
efeito do PRP, da PRF e dos mecanismos associados, entretanto, conforme
afrmaram Cieslik-Bielecka et al. (2012),*° as diferencas entre os concentrados
plaquetarios na cicatrizacdo humana e de animais e a complexidade dos modelos de
cicatrizacdo acabam limitando, consideravelmente, o impacto desses estudos. Para
a avaliacdo de concentrados de plaquetas na cirurgia plastica e determinacdo dos
beneficios em humanos, os autores sugeriram que se facam ensaios clinicos
prospectivos e randomizados.®®* Contudo, mesmo nesse tipo de estudo,

encontramos, na literatura, resultados desfavoraveis ao PRP e a PRF.



74

Vick et al. (2006),"?® em ensaio clinico prospectivo, randomizado e controlado,
estudaram o uso de concentrados plaquetarios autélogos em blefaroplastias
bilaterais (cirurgias palpebrais). O objetivo dos autores foi avaliar a cicatrizagdo pos-
operatoria, quanto a edema e equimose, em 33 pacientes. Os resultados dos
exames, fotografias e questionarios nao evidenciaram diferencas clinicas
significativas em relagdo a diminuicdo do edema e de equimoses, no grupo tratado
com PRP, quando comparado ao grupo controle.'?

Danielsen et al. (2008)** demonstraram o efeito da Fibrina Rica em
Plaguetas na reepitelizacdo de areas doadoras de enxertos e em enxertos cutaneos,
em malha, de 20 pacientes com Ulceras de perna. Quanto aos resultados do ensaio
clinico, a cobertura epitelial das areas doadoras nao diferiu, significativamente, entre
a PRF e o controle, no 52 e no 82 dias de P.O. Nao houve diferenca estatistica na
reepitelizacdo macroscopica das areas doadoras ou receptoras de enxerto.
Tampouco houve diferenca estatisticamente significativa na flora bacteriana das
Ulceras ou na dor, durante a troca dos curativos, entre o grupo tratado com PRF e o
grupo controle.**

128 h30 ha evidéncias suficientes

De acordo com Martinez-Zapata et al.(2013),
para apoiar 0 uso rotineiro do PRP autdlogo como tratamento para feridas cronicas.
Os autores realizaram uma revisao sistematica, na qual foram incluidos 9 ensaios
clinicos randomizados, que comparava o PRP autdlogo com placebo ou tratamentos
alternativos, para feridas crénicas em adultos. A conclusdo foi de que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa nos estudos avaliados, entre o PRP e seu
grupo controle, quanto a percentagem de area cicatrizada das feridas cronicas, ou
mesmo nas complicacdes das feridas. Nossos resultados estdo em consonancia
com os dos trabalhos apresentados, apesar das diferencas implicitas entre estudos
experimentais e ensaios clinicos.

Em contrapartida, outros ensaios clinicos alcancaram resultados positivos
com o uso de concentrados plaquetarios em humanos.’®7"9%:136.137

Na analise histomorfométrica das imagens do presente estudo, observou-se
gue a média da concentracdo de colageno da area das feridas apresentou um
aumento estatisticamente significativo (P<0,001), do 72 para o 142 P.O., em todos os
grupos experimentais, conforme demonstrado na Tabela 3 e no Grafico da Figura
32. Nossos achados estao de acordo com o processo normal de cicatrizagéo, onde o

esperado, na fase de fibroplasia da ferida, é o aumento da sintese de colageno.** O
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coladgeno é o maior componente estrutural da cicatriz e tem a funcdo de proporcionar
tensao e integridade a todos os tecidos.*!

Ao compararmos a quantificacdo de colageno, entre os grupos PRP e PRF,
com seus respectivos grupos controle, no 72 e 142 P.O., ndo encontramos
diferencgas significativas (P=0,717).

N&o obstante, a variacao percentual do Grupo Fibrina Rica em Plaquetas foi
de 129%, contra apenas 22% do Grupo Plasma Rico em Plaquetas, ou seja, a
concentracdo de colageno foi maior no grupo PRF do que no grupo PRP, do 7¢ para
0 14¢ dia de pds-operatorio. Entretanto, essas diferengas encontradas nao
apresentaram significancia estatistica, P=0,380, conforme evidenciado na Tabela 3.

Porém, a observacao clinica direta das feridas e a prépria avaliagcdo descritiva
das laminas histologicas sugerem uma maior aceleragdo do reparo naquelas
tratadas com PRF. Esta constatacdo coincide com a maior concentracdo de
colageno nos grupos PRF e controle do PRF aos 14 dias e com a diferenca de 107
pontos percentuais entre PRF e PRP, na andlise histomorfométrica.

Apesar da descricdo das caracteristicas das feridas sugerir que a Fibrina Rica
em Plaguetas e o controle da PRF apresentaram cicatrizacdo mais acelerada do que
o Plasma Rico em Plaquetas e controle do PRP, ndo foram encontradas diferencas
com significancia estatistica nessas comparacoes.

Conforme Cieslik-Bielecka et al. (2012),* a principal diferenca da PRF para o
PRP é a arquitetura da matriz de fibrina. E essa estrutura caracteristica da matriz a
grande responsavel pela capacidade terapéutica da PRF, muito embora plaquetas,
leucécitos e fatores de crescimento exercam papéis importantes.®

Segundo Choukroun et al. (2006),% essas peculiaridades da matriz de fibrina
fazem com que feridas abertas e infectadas se beneficiem com a utilizacdo de PRF,
gue €é capaz de guiar a migracao do epitélio celular em sua superficie, estimular os
fibroblastos a produzir coladgeno, promover a angiogénese e regular a imunidade. As
membranas de PRF protegem, portanto, as feridas abertas, que cicatrizam por
segunda intencdo, como as do presente estudo, e aceleram sua cicatrizacao.

E provavel que essas caracteristicas da PRF tenham influenciado nossos
achados e justifiguem ndo sé a diferenca estatisticamente significativa (P=0,030) em
relacdo ao grupo PRP, na analise morfométrica, mas também a maior concentracéo

de colageno, na analise histomorfométrica.
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A PRF é a segunda geracéo dos concentrados plaquetérios.?*>2°%9 Dados
clinicos revelam que esse biomaterial pode ser uma matriz favoravel para o
desenvolvimento de uma cicatrizacdo sem excesso inflamatorio. A inflamacédo é
definida como o fendmeno reacional iniciado em resposta a uma agressao
especifica. Nos procedimentos cirlrgicos, como o0 processo inflamatorio é inerente
ao ato em si, a adicdo da PRF pode diminuir efeitos prejudiciais, corrigindo excessos
destrutivos durante a cicatrizac&do dos tecidos lesados.%

Outra vantagem da PRF é a seguranca da preparacdo sem manipulacao
bioguimica do sangue, eliminando reagfes imunogénicas e transmissdo de
doencas.” Alguns trabalhos apontam, ainda, o papel dos leucécitos nesse
biomaterial, tanto pela sua acdo anti-infecciosa, quanto pela acdo de regulacao
imune.”

He et al.(2009)**® compararam a PRF com o PRP, quanto a proliferacdo e a
diferenciacdo de osteoblastos de ratos em estudo in vitro. Os autores concluiram
gue a PRF expressou um efeito mais controlado e duradouro na proliferacédo e
diferenciacao de osteoblastos do que o PRP, uma vez que a estrutura da matriz de
fibrina possibilitou uma liberacéo mais lenta das moléculas soltveis nela presas.**®

Keyhan et al. (2013)** questionaram qual dos concentrados plaquetarios,
PRF ou PRP, foi o mais eficaz na lipoescultura facial, com enxerto de gordura, em
25 pacientes. Os resultados sugeriram que a combinacao de PRF e gordura foi mais
efetiva do que a de PRP e gordura. O seguimento, um ano apos a cirurgia, mostrou
maior reabsorcdo do lado enxertado com PRP e gordura.™**

Suzuki et al. (2013)**° compararam a PRF com o PRP, adicionados a um gel
de gelatina, na cicatrizacao de feridas cutaneas em ratos. A conclusédo de que o gel
de gelatina foi um carreador efetivo de fatores de crescimento, e que o gel que
continha PRF foi superior ao que continha PRP, na cicatrizacdo de feridas, apoia
nossos achados.*

Pressuposicdes a respeito das possiveis causas para a falta de efeito positivo
dos grupos de tratamento, PRP e PRF, em relacdo aos grupos controle com soro
fisiol6gico, levam a pensar na eventualidade de um efeito sistémico, em virtude da
proximidade das lesdes.

Danielsen et al. (2008)**° relataram n&o terem contado com a possibilidade de
um efeito sistétmico do concentrado plaquetario, ao utilizarem um modelo

emparelhado, em ensaio clinico randomizado sobre a reepitelizacéo de feridas. Essa
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possibilidade também ndo foi cogitada no presente estudo, ao escolhermos,
igualmente, um modelo emparelhado.

Jorgensen et al. (2002)**

estudaram o efeito dose-dependente da aplicacéo
topica do fator estimulante de coldonias de granuldcitos-macrofagos (uma potente
citocina), na resposta de um tecido conectivo, usando um modelo experimental de
reparo. A administragdo de uma dose acima de 4 pg desse fator em um bracgo
influenciou a concentracdo de coldgeno encontrada no outro braco (controle) do
mesmo paciente, indicando um efeito sistémico no reparo dos tecidos.'**

Outra explicacdo para que os grupos de tratamento, PRP e PRF, ndo tenham
obtido resultados superiores aos dos grupos controle, em nenhuma das variaveis
estudadas, pode ter relacdo com os achados de Choi et al. (2005)'°" e Weibrich et
al. (2004)'%. Choi et al. (2005),'°" em estudo in vitro, demonstraram um efeito dose-
dependente do PRP sobre a osteogénese, em que a proliferacdo de células 6sseas
€ suprimida em altas concentracdes, e estimulada em concentracbes baixas.
Weibrich et al. (2004)'%® também sugeriram que o PRP, em concentracées acima de
1.000.000 plaquetas/pL, poderia apresentar um efeito paradoxal, inibindo a
regeneracao 6ssea. Entretanto, ndo ha evidéncias desse tipo de efeito na pele, nem
tampouco para PRF.

Segundo Anitua (2006),>* a variacdo individual poderia explicar, em parte,
alguns dos resultados controversos obtidos com PRP em diferentes estudos sobre
regeneracao de tecidos. A diferenca nos resultados encontrados em pesquisas com
humanos e animais pode ocorrer devido a grande heterogeneidade das espécies,
uma vez que o PRP e a PRF sao produtos biologicos autélogos muito sensiveis, e
demandam receptores celulares de tecido especificos.*

A variabilidade de produtos obtidos resulta em diferentes efeitos bioldgicos e,
consequentemente, na maior ou menor capacidade de regeneracéo dos tecidos.*
Nesse sentido, corroboramos com a opinido de diversos autores que sugerem uma
padronizacdo dos protocolos para a obtencdo dos concentrados, evitando assim a
formacdo de produtos diferentes e a impossibilidade de comparar
resultados.’***"1%? O estabelecimento de um banco de dados clinicos também
poderia contribuir para que mais estudos prospectivos, randomizados e controlados,
pudessem ser adequadamente executados.®%1%?

Quanto as limitagBes do presente estudo, conjectura-se que o proprio modelo

emparelhado e o tamanho amostral possam ter influenciado a falta de significancia



78

nas comparages entre os grupos de tratamento e controle. E possivel que um
namero de amostra superior pudesse ter alcancado diferencas com maior poder
estatistico. Os tempos experimentais, de 7 e 14 dias de P.O., que privilegiaram o
estudo da fase de fibroplasia da cicatrizacdo, também podem ter influenciado.
Outros achados poderiam ter sido obtidos com um tempo maior de observacéo, de
21 ou 30 dias, por exemplo.

Embora existam grandes disparidades nos resultados encontrados na
literatura e nem todos os mecanismos de acdo dos concentrados plaquetarios
estejam completamente elucidados, o uso de biomateriais terapéuticos tem sido
proposto como uma estratégia para potencializar e melhorar a qualidade da
regeneracao tecidual.

Apesar do presente estudo n&o ter encontrado diferencas significativas entre
0S grupos de tratamento e 0s grupos controle, nossos achados sugerem uma
resposta superior da PRF em relacdo ao PRP, na aceleracdo da cicatrizacdo, tanto
nas analises quantitativas, quanto nas descricdes histolégicas. Dessa forma,
levando-se em conta a importancia da cicatrizacdo nas diferentes especialidades
médicas, a possibilidade de aperfeicoar esse processo biolégico por meio de
tratamentos autdlogos seguros, de facil obtencdo e de baixo custo associado, torna
o PRP e, principalmente, a PRF, ferramentas promissoras no campo da medicina
regenerativa.

Esse campo de pesquisa oferece grandes perspectivas de novas opcodes
terapéuticas e talvez, em futuro proximo, a engenharia de tecidos possa desenvolver
biomateriais cada vez mais sofisticados, que venham a atender as necessidades

individuais de cada paciente no local do reparo.
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8 CONCLUSAO

Considerando-se as limitacdes do presente estudo e de acordo com os dados

obtidos, é possivel concluir:

H
1

A contracdo das feridas, avaliada por método macroscépico (morfométrico),
apresentou reducdo estatisticamente significativa ao longo do periodo pos-
operatério.

A concentracao de colageno nas feridas, avaliada por método microscopico
(histomorfomeétrico), apresentou um aumento estatisticamente significativo do

72 para o 142 dia de pos-operatorio.

A descricdo das caracteristicas das feridas, por meio da histologia, sugeriu
gque o grupo PRF apresentou maior aceleracdo do reparo, quando

comparado ao grupo PRP, apesar da auséncia de significancia estatistica.

O tratamento com PRF foi estatisticamente superior ao tratamento com PRP,
guanto a contracdo das feridas (analise morfométrica). O tratamento com
PRF foi superior ao tratamento com PRP, porém, sem significancia
estatistica, quanto a concentracdo de colageno nas feridas (analise
histomorfométrica). Os grupos de tratamento, PRP e PRF, ndo foram
estatisticamente superiores aos seus grupos controle, nas variaveis

estudadas.
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APENDICE A

1 DESCRICAO DAS LAMINAS HISTOLOGICAS (COLORACAO HE)

Descricdo das laminas histolégicas, coradas com hematoxilina e eosina,
guanto a presenca ou auséncia de crosta, reeplitelizacdo e angiogénese.

Os grupos foram divididos, para a descri¢cdo, conforme o tratamento e tempo
de pés-operatério. As laminas, numeradas de 1 a 40, corresponderam a uma
sequéncia do numero dos animais, sendo a lamina A, do Grupo Tratamento e a B,

do Grupo Controle.

1.1 Grupo PRP e Grupo Controle do PRP com 7 dias de p6s-operatério

Lamina 1A

Lesédo ulcerada com formacéo de crosta e reacdo inflamatdria acentuada em
suas bordas. Grau acentuado de angiogénese e infiltrado inflamatério moderado
composto, predominantemente, por polimorfonucleares. Observou-se, também, no
leito da lesdo, tecido de granulagdo com conjuntivo frouxo e angiogénese

acentuada.

Lamina 1B

Leséo ulcerada que atingia derme, com crosta. No fundo da ulcera, observou-
se tecido de granulacdo com angiogénese acentuada. As bordas do ferimento
apresentaram reepitelizacdo e reacdo inflamatéria moderada composta,
principalmente, por polimorfonucleares e alguns mononucleares. Nessa leséo,

observou-se provavel corpo estranho.

Lamina 2A
Observou-se lesdo extensa, com crosta, recobrindo a area de tecido de
granulacdo, com matriz colagena depositada e angiogénese moderada. As bordas

da lesdo apresentavam reepitelizacao incipiente.
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Lamina 2B
Observou-se, igualmente, lesdo crostosa, com tecido de granulacdo e
angiogénese intensa, em comparacao a lamina anterior. Observaram-se, também,

areas mais extensas de colagenizacao, quando comparadas a lamina anterior.

Lamina 3A

Lesdo extensa, com supuracdo na sua superficie; uma camada supurativa
leve e extensa area de tecido de granulagdo com angiogénese acentuada e infiltrado
inflamatério intenso, predominantemente, polimorfonuclear. A lesdo atingia toda a

camada dérmica, estendendo-se até o equivalente hipodérmico.

Lamina 3B

Lesdo extensa, com formacdo de crosta e area de reepitelizagdo em suas
bordas cirargicas. Provavel presenca de corpos estranhos em ambas as margens da
lesdo. Seu leito era composto por tecido de granulacdo com proliferacdo de
colageno acentuada e angiogénese, igualmente, acentuada. A superficie do tecido

de granulacdo mostrou infiltrado moderado, predominantemente, polimorfonuclear.

Lamina 4A

Lesdo extensa com cerca de 6 mm. Reepitelizacdo parcial das bordas da
ferida e extenso tecido de granulacédo em seu leito, com crosta na superficie. Nesse
tecido de granulacdo, observou-se angiogénese acentuada e infiltrado
polimorfonuclear moderado. Havia presenca de células gigantes de corpo estranho

nas bordas da lesdo, granulomas de corpo estranho.

Lamina 4B

Observaram-se corpos estranhos nas bordas do ferimento, com células
gigantes, granulomas de corpo estranho. Presenca de crosta na superficie e leito
com tecido de granulacao incipiente, relacionado as bordas da ferida. O centro da
lesdo mostrou microlise intensa. Na area de granulacdo, observou-se infiltrado
polimorfonuclear moderado, além da angiogénese intensa. Esse caso nos pareceu

ter apresentado um efeito menos favoravel.
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Lamina 5A

Lesdo crostosa, intensa, com reepitelizacdo completa sob ela e tecido de
granulacdo maduro, com ordenamento de fibroblastos, deposicdo de colageno e
angiogénese discreta. Era uma lesdo bastante avancada, com reepitelizacao total.

Lamina 5B

Observou-se extensa crosta, sem reepitelizacdo. A reepitelizacdo ficava
limitada as bordas das feridas operatorias. Intensa angiogénese e tecido de
granulagdo inicial. Ficou muito evidente que a lamina anterior apresentava
reepitelizacdo completa e estava em fase bastante avancada de reparo, quando
comparada a esta.

Lamina 6A
Mostrou leséo, igualmente crostosa, com angiogénese acentuada e tecido de
reparo exuberante em area ulcerada. Ocorreu reepitelizacdo apenas nas bordas da

ferida operatoria.

Lamina 6B

Mostrou uma lesédo crostosa, com reepitelizacdo um pouco mais pronunciada,
em comparacdo com a lamina anterior. Tecido de granulacdo exuberante e
angiogénese moderada. Comparando-se as duas laminas, essa apresentava um

pouco mais de reepitelizacao.

Lamina 7A

Nessa lamina, observou-se lesdo com cerca de 4 mm, recoberta por crosta e
exibindo extenso tecido de granulacdo na base da lesdo. Angiogénese moderada e
infiltrado inflamatério acentuado, predominantemente, polimorfonuclear, na zona do
tecido de granulacdo. Observou-se, também, reepitelizacdo incipiente das bordas da

ferida.

Lamina 7B
Nessa lamina, observou-se lesdao extensa, com cerca de 4 mm, recoberta com

crosta que se estendeu, inclusive, pelo tecido epitelial integro, além da borda da
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ferida. A base da ferida exibiu tecido de granulacdo abaixo da crosta. Angiogénese

marcada e infiltrado inflamatério moderado, predominantemente, polimorfonuclear.

Lamina 8A

Mostrou uma lesdo também crostosa, sob o tecido de granulacdo bastante
avancado, bastante maduro. Embora ainda ndo se observasse reordenamento de
fibroblastos, havia uma reacao inflamatéria por polimorfonucleares e angiogénese

moderada. A reepitelizacdo se restringia as bordas da ferida operatéria.

Lamina 8B

Lesdo crostosa, com reepitelizacdo incipiente nas suas bordas. Tecido de
granulagcdo bem desenvolvido, com discreto realinhamento de fibroblastos.
Angiogénese moderada a acentuada. Aparentemente, o tecido de granulacao tinha

caracteristicas mais maduras, se comparado a lamina A.

Lamina 9A
Observou-se reepitelizacdo extensa, embora incompleta. Por baixo da crosta,
tecido de granulacdo bastante maduro e angiogénese discreta. Essa lamina mostrou

uma reepitelizacéo significativa da leséo.

Lamina 9B

Lesdo crostosa, com reepitelizacdo ndo tdo marcada como na lamina anterior.
Tecido de granulacdo também parecia mais frouxo, com menos ordenacdo de
colageno e angiogénese mais intensa, se comparada com a lamina anterior,

mostrando que a lamina 9B tinha um processo mais inicial.

Lamina 10A

Nessa lamina, observou-se a presenca de crosta extensa, com reepitelizacao
incipiente das bordas da ferida e tecido de granulacdo. Angiogénese acentuada e
infiltrado inflamatério, predominantemente, polimorfonuclear, com eusindfilos de

intensidade moderada.
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Lamina 10B

Lesdo estimada em 3 mm, recoberta por crosta, exibindo ainda, na parte
abaixo da crosta, infiltrado inflamatério, com provavel conteddo seroso. Houve
reepitelizacdo das bordas do ferimento e, na area de reepitelizacdo, observou-se
proliferacdo intensa de colageno. Na base da Ulcera, extensa area de tecido de
granulagdo, com angiogénese muito acentuada e infiltrado inflamatorio,
predominantemente, polimorfonuclear, com raros eosinéfilos. Essa lamina chamou

atencdo pela presenca de provavel liquido seroso junto a uma das bordas da ferida.

1.2 Grupo PRP e Grupo Controle do PRP com 14 dias de p6s-operatorio

Lamina 11A

Observou-se cicatrizagcdo bastante avancada, com manutencdo de anexos
cutaneos. E chamativa, nesse caso, a presenca de angiogénese marcada, se
comparada a lamina 11B. A impresséao, subjetiva, foi de que a lamina 11B tinha um

processo de reparo mais avangado.

Lamina 11B

Observamos cicatriz completa, com reepitelizacao total. Tecido de granulacéao
inexistente. Deposicdo de colageno bastante pronunciada, pouquissima reacéo
inflamatoria e uma area de microcalcificacdo, chamativa, dentro de vaso. A

cicatrizacdo aqui pode ser considerada completa.

Lamina 12A
Nesse caso, viu-se reepitelizacdo completa, embora se mantenha ainda uma
area crostosa por sobre a cicatriz. Angiogénese muito discreta e areas e

microcalcificacdo abaixo da lesao.

Lamina 12B
Observou-se, igualmente, reepitelizacdo completa. Tecido conjuntivo fibroso
bastante bem reconstituido, angiogénese discreta e novamente areas de

calcificacdo em vasos.
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Lamina 13A
Mostrou deposicdo de colageno extensa, angiogénese muito discreta e
reepitelizacdo da ferida. Evidenciou-se um processo, significativamente, avancado

de cicatrizagéo.

Lamina 13B

Nessa lamina, a area de lesdo ja se encontrava reduzida, provavelmente, por
contracdo da cicatriz, e chamava a atencdo a reepitelizacdo, a presenca de
deposicao de colageno e a proliferacdo de fibroblastos. Angiogénese leve a

moderada. Também se caracterizava por um processo avancado de reparo.

Lamina 14A

Mostrou uma crosta sobre a lesdo. A reepitelizagdo ndo era completa e, por
debaixo da crosta, via-se um tecido de granulagdo com extensa deposicdo de
colageno e angiogénese leve a moderada. Chamou a atencdo, nesse caso, que 0
epitélio ainda ndo havia se reconstituido e o tecido de granulacdo era mais ativo,
guando comparado a lamina 14B. A reacdo inflamatéria era composta,

predominantemente, por mononucleares, na area do tecido de granulacéo.

Lamina 14B

Observou-se reepitelizacdo completa e tecido de granulacdo, praticamente,
com deposicdo completa de colageno. Grande numero de fibroblastos e
angiogénese discreta. A reacao inflamatéria no local estava bastante diminuida.
Concluiu-se, na comparacdo das duas laminas, que essa tinha um processo de

cicatrizacdo bem mais acelerado do que a 14A.

Lamina 15A

Mostrou corpos estranhos nas bordas das feridas; em uma das bordas,
reepitelizacdo parcial, com uma pequena crosta. Observou-se, abaixo dessa regiao
e por toda a area de cicatrizacdo, uma angiogénese moderada, com proliferacéo
fibroblastica acentuada e uma deposicdo mais amadurecida de colageno. A reacéo
inflamatoria era muito discreta, predominando mononucleares. No entanto, chamava

a atencéo o fato de haver, ainda, areas sem epitelizacdo, com crosta sobreposta.
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Lamina 15B

Observamos ainda, de forma bastante contrastante, a presenca de crosta,
mas ja com reepitelizacdo completa, e uma deposicdo de colageno bastante intensa.
Angiogénese moderada e reacao inflamatodria ainda discreta a moderada, mas com
predominio, na verdade, de uma populacdo mista de polimorfonucleares e
mononucleares. Chamou a atencao a reepitelizagdo bastante avancada do caso e a
acentuada deposicdo de coladgeno. Comparada a lamina 15A, foi evidente a

aceleracéo do processo de cicatrizacao.

Lamina 16A

Observou-se reepitelizacdo completa e, abaixo da area de reepitelizagéo,
deposicdo de colageno acentuada, com angiogénese muito discreta. Presenca de
fibroblastos com colageno maduro e discreto infiltrado inflamatorio,
predominantemente, mononuclear. Denotava-se um processo bastante acentuado

de cicatrizagéo.

Lamina 16B

Mostrava, igualmente, reepitelizacdo completa da lesdo; deposicdo de
colageno bastante maduro, reacdo inflamatéria mononuclear, de discreta a
moderada e angiogénese bastante diminuida. Evidenciava-se processo de reparo
bastante avancado. Observaram-se, nesse caso, algumas células gigantes,
provavelmente, células de corpo estranho, com presenca de reacao nas bordas da

lesdo.

Lamina 17A

Mostrou crosta, reepitelizacédo parcial e proliferacado fibroblastica no tecido de
granulacdo, com angiogénese moderada a acentuada. Deposicdo de colageno
bastante significativa. Reacdo inflamatoria com padrdo misto, polimorfonuclear e

mononuclear. Chamou atencao, nesse caso, a auséncia de reepitelizacdo completa.

Lamina 17B
Nesse caso, também houve formacdo de crosta, com reepitelizacédo
incompleta, porém, o tecido de granulagédo era bem mais avancado, com deposi¢céo

de colageno bastante pronunciada. Presenca de fibroblastos bem organizados e
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angiogénese discreta. A lesdo mostrava, na éarea da crosta, infiltragdo por
polimorfonuclear e, na area do tecido de granulacdo, predominio de mononucleares.
Em comparacdo a lamina 17A, evidenciou-se um processo de cicatrizagdo mais

avancado, porém, ainda com reepitelizacédo incompleta.

Lamina 18A
Observou-se tecido de granulacdo, com angiogénese moderada e extensas
areas de calcificagdo em matriz extracelular. A reepitelizacdo ainda nao era

completa.

Lamina 18B
Observou-se reepitelizacdo completa da lesdo, com tecido conjuntivo bem
constituido. Angiogénese muito discreta. A impresséo foi de que esse processo de

reparo estava, discretamente, mais avancado em comparacao com a lamina 18A.

Lamina 19A

Observou-se, nessa lamina, reepitelizacdo completa da lesdo, sem area de
calcificacdo no tecido examinado. Deposicdo de colageno bastante maduro, bem
marcado. Minima angiogénese e deposicdo de colageno jovem, no epicentro da

lesdo.

Lamina 19B

Essa lamina mostrou reepitelizacdo completa. Area de calcificacdo nas
bordas do ferimento operatério. Angiogénese discreta e tecido de granulacdo com
colageno depositado e organizacao de fibroblastos. Em comparacdo com a lamina

19A, o processo cicatricial, nessa lamina, foi bem menos avancado.

Lamina 20A
Reepitelizacdo completa, com deposicdo de colageno maduro, mostrando

uma cicatriz bastante avancada, um processo de reparo muito avancado.

Lamina 20B
Observou-se, igualmente, tecido bastante maduro, embora, ainda existisse

uma pequena area de lesdo, sem epitelizacdo, uma lesédo ulcerada discreta, muito
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pequena, na superficie. Comparando-se, na lamina 20A, houve um processo muito

mais avangado do que na 20B.

1.3 Grupo PRF e Grupo Controle do PRF com 7 dias de p6s-operatorio

Lamina 21A

Essa lamina mostrou crosta, com extenso tecido de granulagédo, ocupando
toda a camada dérmica, estendendo-se até a hipoderma. Tecido de granulacdo
composto por angiogénese acentuada, fibroblastos e infiltrado inflamatério intenso,
predominantemente, polimorfonuclear. Observou-se a epitelizagcdo parcial das
bordas e a ferida mostrou uma intensidade bastante acentuada de colageno, em

comparagio ao outro grupo.

Lamina 21B

Crosta recobrindo a lesdo e extenso tecido de granulacdo, com fibrose ja
acentuada e reepitelizacdo das bordas. O tecido de granulagdo continha, ainda,
angiogénese acentuada e infiltrado inflamatério, = predominantemente,

polimorfonuclear, que se estendia até o equivalente hipodérmico.

Lamina 22A

Presenca de crosta sobre a lesdo que, aparentemente, reduziu seu diametro.
Observou-se a presenca de tecido de granulacdo, com intensa proliferacdo de
fibroblastos, e deposicdo de colageno e angiogénese mais moderadas. Também,
infiltrado  inflamatério moderado, predominantemente, polimorfonuclear e

reepitelizacdo ja mais completa das bordas cirdrgicas.

Lamina 22B

Evidente reepitelizacdo acentuada e crosta recobrindo a area da leséo.
Abaixo da crosta, viu-se tecido de granulacdo, com deposicdo extensa de colageno
e grande proliferacdo de fibroblastos. Angiogénese mais moderada e infiltrado
inflamatorio leve, predominantemente, polimorfonuclear, comparado aos outros

casos, mostrando um processo ja mais avancado do reparo.
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Lamina 23A

Essa lamina mostrou uma lesédo recoberta, igualmente, por crosta, com
reepitelizacdo parcial, pouco pronunciada, das bordas da ferida. No entanto, o tecido
de granulacdo, recoberto pela crosta, mostrava extensa proliferacdo fibroblastica,

com angiogénese moderada e infiltrado inflamatério polimorfonuclear intenso.

Lamina 23B

Observou-se uma lesdo em torno de 2 a 3 mm, recoberta por crosta pouco
espessa. Mostrava reepitelizacdo, razoavel, a partir das bordas da ferida, e extenso
tecido de granulacdo, com angiogénese leve a moderada e grande proliferacdo
fibroblastica, com deposicdo de colageno. Essa lamina, 23B, estava melhor do que a

lamina 23A.

Lamina 24A
Mostrou extensa lesdo crostosa, com minina reepitelizacdo. Tecido de
granulacdo bastante maduro, com reordenacao parcial de fibroblastos, angiogénese

acentuada e a formacéo de uma bolha junto a crosta.

Lamina 24B

Lesdo crostosa, de extensdo bastante menor, com reepitelizacdo completa e
tecido de granulacdo maduro, se comparado com a lamina anterior. Comparando-se
as laminas, observou-se uma discreta diferenca em relacdo a lamina 24A, que

parecia ter um processo menos avancgado.

Lamina 25A

Essa lamina mostrou crosta intensa. Abaixo dessa crosta, observou-se tecido
necrotico e, abaixo dessa area de tecido necrotico, um tecido de granulacdo bem
formado, com extensa deposicdo de colageno e com grande proliferacdo de
fibroblastos. Angiogénese leve a moderada. Chamou a atencdo, nesse caso, a
reepitelizacdo parcial muito deficiente, a partir das bordas e, igualmente, a presenca
de extensa reacao inflamatoria, abaixo da crosta, que se estendia, inclusive, além da

ferida operatéria.
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Lamina 25B

Observou-se uma lesdo extensa. Nao havia presenca de crosta, porém,
existia extensa proliferacdo de tecido fibroblastico, deposicdo de colageno e
angiogénese discreta. Esse tecido mostrou infiltrado inflamatério leve a moderado,
predominantemente, polimorfonuclear, mas ja exibindo mononucleares. A

reepitelizacdo das bordas era parcial; parecia um pouco melhor que a lamina A.

Lamina 26A
Mostrou reepitelizacdo parcial das bordas e extenso tecido de granulacéo,

com reordenacdo de colageno e angiogénese bastante acentuada.

Lamina 26B

Area extensa de lesdo, com reepitelizacdo parcial das bordas. Angiogénese
moderada, deposicdo marcada de colageno e algumas estruturas do tipo corpo
estranho, nas bordas do ferimento. Em comparacdo com a lamina anterior, o

aspecto é rigorosamente o mesmo, nao ha diferenca.

Lamina 27A

Nessa lamina, observou-se extensa formacdo crostosa sobre a lesao,
recobrindo a area de provavel necrose e extensa reacdo inflamatoria,
predominantemente, polimorfonuclear. Presenca de corpos estranhos e, abaixo, uma
area de provavel abscesso ou bolha. Observou-se, ainda, proliferacdo fibroblastica,
com deposicdo de colageno e angiogénese leve a moderada. Nessa area, o
infiltrado inflamatorio consistia de uma populacdo mista de polimorfonucleares e
mononucleares, mostrando um carater, provavelmente, mais avancado do processo

de reparo e da formacao do tecido de granulacéo. A reepitelizacdo era incipiente.

Lamina 27B

Observou-se a formacdo de uma crosta extensa, com tecido de granulacao
abaixo da lesdo. A angiogénese era leve a moderada, com extenso infiltrado
inflamatorio, ja de caracteristicas mononucleares, com alguns polimorfonucleares. A
lesdo tinha reepitelizacdo incipiente, mas chamava a atencdo a caracteristica do
tecido de granulagdo, que mostrava predominio de mononucleares, indicando um

processo de granulagdo mais avancado. No entanto, a parte superficial da lamina
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mostrava extensa reacao inflamatoria, polimorfonucleares, indicando um processo

agudo, com necrose.

Lamina 28A
Extensa lesdo crostosa, com reepitelizacdo apenas parcial das bordas do
ferimento, tecido de granulagcdo bem estabelecido com angiogénese moderada e

deposicao incipiente de coldgeno, com reordenamento parcial dos fibroblastos.

Lamina 28B

Mostrou, também, lesdo crostosa, com reepitelizacdo parcial das bordas.
Formacédo de uma bolha, abaixo da crosta e, igualmente, angiogénese avancada
com deposicado de colageno ordenada e fibroblastos organizados. Embora muito
sutil, a impressao foi de que havia diferenca, a favor da lamina B, em relacdo a

lamina A.

Lamina 29A

Observou-se crosta, com reepitelizacdo parcial e tecido de granulacdo com
transicdo de tecido mais imaturo para tecido de granulacdo bastante maduro, com
deposicdo de colageno. Reacdo inflamatéria minima e pouquissima angiogénese,

mostrando um processo de amadurecimento do reparo.

Lamina 29B

Mostrou, igualmente, uma crosta extensa, por sob o tecido de granulacao,
também, bastante maduro, sendo chamativa a presenca de alguns corpos
estranhos. No entanto, a angiogénese mostrou-se mais marcada em comparacao
com a lamina anterior e o processo de reparo ndo parecia tdo bem consolidado

como na lamina 29A.

Lamina 30A

Lesdo crostosa, embora pequena, com fechamento bem avancado da leséo.
Angiogénese moderada, tecido de granulacdo bem consolidado e um processo de

reepitelizacdo ja bastante marcado, apesar de incompleto.
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Lamina 30B

Observou-se extensa ulceracdo, com reepitelizacdo das bordas. Extenso
tecido de granulacdo, com angiogénese, que variou de moderada a acentuada, e
infiltrado  inflamatério,  predominantemente, = mononuclear, com  Varios
polimorfonucleares de permeio. A les&o tinha um processo de reparo nao muito

avancado.

1.4 Grupo PRF e Grupo Controle do PRF com 14 dias de pds-operatorio

Lamina 31A
Observou-se reepitelizagdo completa, com calcificacdo nas bordas da ferida,
porém, jA com deposicdo de colageno maduro e angiogénese minima, mostrando

um processo bastante avancado de cicatrizacao.

Lamina 31B

Observou-se 0 mesmo aspecto, com reepitelizacdo completa, deposicédo de
colageno e areas extensas de calcificacdo. No entanto, comparando-se as duas
laminas, observou-se que o0 processo encontrava-se, rigorosamente, N0 MesmMo

estagio, ndo havendo diferenca entre elas.

Lamina 32A

Essa lamina exibia area bastante avancada de reepitelizacdo, com colageno
maduro, sem outras caracteristicas marcantes. A angiogénese nao era chamativa. O
processo cicatricial, bastante avancado. Chama atencdo a manutencédo dos anexos

cutaneos.

Lamina 32B

Mostrava-nos o mesmo aspecto da lamina anterior, ainda com bastante tecido
proliferativo, um namero bastante marcado de fibroblastos, mas com reepitelizacéo
completa. A impresséo era de que as duas laminas estavam em estagios idénticos

no processo de cicatrizacao.
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Lamina 33A

Chamou atencdo a presenca de corpos estranhos com células gigantes,
formacéo de granuloma. Nas bordas da lesé&o, reepitelizacdo completa e deposicao
de colageno com fibroblastos bem organizados. Angiogénese e reacao inflamatoria,
predominantemente, polimorfomononuclear, muito discretas. Evidenciou-se uma

cicatriz bem estabelecida.

Lamina 33B
Mostrou o colageno muito organizado, reepitelizacdo completa e atividade
angiogénica muito discreta. Comparada ao caso 33A, a impressado que tivemos foi

gue o processo estava mais avangado.

Lamina 34A
Mostrou uma discreta area em que havia deposicao de colageno, sendo que o
restante da area de lesdo ja estava completamente preenchido por colageno maduro

e o tecido reepitelizado. Era uma area de cicatrizagcdo muito avancada.

Lamina 34B

Mostrou uma area ainda com lesdo crostosa, com ulceracdo bem pequena,
superficial. Tecido de granulacéo ainda existente, angiogénese discreta e deposicao
de colageno, além de calcificacdo. Comparando-se as duas laminas, observou-se

gue a 34B estava em um estagio muito anterior de reparo.

Lamina 35A

Mostrou-nos reepitelizacdo completa da lesdo, com atividade angiogénica
discreta, presenca de fibroblastos organizados, deposicdo de coladgeno marcado,
infiltrado inflamat6rio composto, predominantemente, por mononucleares, denotando

um processo avancado de reparo.

Lamina 35B
Mostrou uma crosta com angiogénese muito acentuada e reacao inflamatéria
polimorfonuclear na superficie, com extensa deposi¢cdo de colageno. No infiltrado

inflamatorio, houve predominio de polimorfonucleares. Essa lamina mostrou um
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processo avancado de reparo, no entanto, ainda exibia crosta e reepitelizagao

incompleta.

Lamina 36A

Reepitelizacdo parcial, com formacdo de crosta recobrindo a area de tecido
de granulacdo muito amadurecido, com extensa formacédo de colageno, fibroblastos
maduros, e discreto infiltrado inflamatério, predominantemente, polimorfonuclear.
Atividade angiogénica discreta a moderada. Chamou atencdo, no caso, a presenca
de crosta com reepitelizagao incompleta.

Lamina 36B

Tinha como caracteristica a reepitelizacdo completa, com tecido de
granulacdo muito amadurecido. Extensa deposicao de colageno, bastante maduro, e
atividade angiogénica discreta a moderada. Observou-se, também, célula gigante de
corpo estranho, pelo menos 3 a 4 células no leito da lesdo. Comparado com a
lamina anterior, era evidente que 0 processo de cicatrizagcdo estava muito mais

avancado.

Lamina 37A

Mostrou reepitelizacdo quase completa, com uma pequena crosta e presenca
de colageno maduro. Proliferacédo fibroblastica marcada, reacdo inflamatéria muito
discreta, predominantemente, mononuclear. Chamou atencdo, nesse caso, a
presenca de uma area focal muito pequena, com crosta, mostrando reepitelizacéo

incipiente.

Lamina 37B

Também mostrou crosta em pequena area, sem reepitelizacdo completa,
recobrindo uma éarea de extensa deposicdo de colageno. Atividade angiogénica
muito marcada e infiltrado inflamatério moderado a acentuado, predominantemente,
mononuclear. A atividade inflamatoria, nesse caso, era maior, € a angiogénese,
certamente, mais marcada, em comparagdo com o caso anterior. Comparando-se a

lamina 37A com a B, nesse caso, observou-se que a A teve uma resposta melhor.
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Lamina 38A

Observou-se uma area de cicatriz pequena, ja bem madura, com colageno
bem depositado, reepitelizacdo completa, e reorganizacdo de anexos cutaneos,
mostrando um processo bastante avancado de reparo.

Lamina 38B

Mostrou reepitelizacdo completa, deposicdo de colageno marcada, com
proliferacdo fibroblastica e atividade angiogénica moderada. Observou-se, ainda,
infiltrado, predominantemente, mononuclear, mostrando uma cicatrizacdo avancada.

Observaram-se, também, areas focais com células gigantes de corpos estranhos.

Lamina 39A

Observou-se reepitelizacdo completa, com deposicdo de colageno por
fibroblastos jovens, restrita a camada superficial, sendo o0 restante da lesdo
preenchida por colageno bastante maduro. Um processo de cicatrizacdo bastante

avancado.

Lamina 39B

Mostrou 0 mesmo processo, com a impressao, subjetiva, de apresentar um
estagio ainda mais avancado de cicatrizacdo, pois se observou deposicdo de
colageno bem maduro, na maior parte da area cicatricial. Também demonstrou um

processo bastante avancado de reparo.

Lamina 40A
Mostrou uma lesdo crostosa ainda com angiogénese intensa. Fibroblastos

jovens, mostrando um processo inflamatorio ainda bastante ativo.

Lamina 40B

Mostrou, na éarea de lesdo, reepitelizacdo completa, com deposicao de
fibroblastos. Angiogénese minima no terco superficial, junto a derme papilar. A
metade inferior da lesdo também mostrou deposicédo de colageno. Se comparada a

lamina anterior, essa era uma cicatriz bastante avancada.
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2 DESCRICAO DAS LAMINAS HISTOLOGICAS (COLORACAO PICROSIRIUS)

Descricdo das laminas histolégicas, coradas com picrosirius, quanto a
deposicao de coldgeno nas feridas. Da mesma forma que na coloracdo HE, os
grupos foram divididos, para a descricdo, de acordo com o tratamento e tempo de
pés-operatorio. Novamente, as laminas numeradas de 1 a 40, corresponderam a
uma sequéncia do numero dos animais, sendo a lamina A do Grupo Tratamento e a

B, do Grupo Controle.

2.1 Grupo PRP e Grupo Controle do PRP com 7 dias de pGs-operatério

Lamina 1A

Observou-se deposi¢cado muito incipiente de colageno, com crosta intensa.

Lamina 1B
Observou-se, igualmente, deposicdo muito incipiente de colageno.

Praticamente ndo havia diferenca entre a lamina 1A e 1B.

Lamina 2A

Observou-se colagenizacdo bastante delicada, com crostas sobrepostas.

Lamina 2B

Colagenizacao incipiente, recoberta por crosta.

Lamina 3A

Deposicdo muito incipiente de colageno, com tramas delgadas.

Lamina 3B
Observou-se deposicdo, igualmente, incipiente de colageno. Nao havia

diferenca entre a lamina A e B.

Lamina 4A

Deposicao de colageno muito inicial.
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Lamina 4B
Observou-se, igualmente, colagenizacdo muito incipiente. Sem diferencas

entre a A e a B.

Lamina 5A

Observou-se colagenizacdo muito incipiente, com colageno bastante discreto.

Lamina 5B

Colagenizacao incipiente, com tramas delicadas, no leito da les&o.

Lamina 6A
Nessa lamina, observou-se colagenizacdo ja mais marcada, com lesao

crostosa sob a area de colagenizagéao.

Lamina 6B

Observou-se deposicao incipiente de colageno, com tramas delgadas.

Lamina 7A
Deposicdo muito incipiente de colageno, muito delgada, colageno bastante

delicado.

Lamina 7B
Observou-se, igualmente, colagenizacdo incipiente, muito sutil, inicial. Nao

apresentava diferenca em comparacao a lamina 7A.

Lamina 8A

Mostrou colageniza¢cdo moderada na base da leséo.

Lamina 8B

Colagenizacdo marcada na base da leséao.

Lamina 9A

Colagenizacéo incipiente, com tramas delgadas.
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Lamina 9B

Observou-se, igualmente, colagenizagao incipiente.

Lamina 10A

Deposicdo muito delicada de colageno.

Lamina 10B
Deposicdo, igualmente, muito incipiente de colageno, com uma impresséo
subjetiva de que havia uma deposicdo menor, nessa lamina, quando comparada a

lamina 10A.

2.2 Grupo PRP e Grupo Controle do PRP com 14 dias de pds-operatério

Lamina 11A

Observou-se colagenizacdo acentuada.

Lamina 11B

Colagenizacao, igualmente, acentuada, com fibras mais grossas de colageno.

Lamina 12A

Deposicdo de colageno com fibras mais organizadas, bastante acentuadas.

Lamina 12B

Colagenizacao, igualmente, acentuada.

Lamina 13A
Observou-se colagenizacdo do leito da ferida, bastante intensa. Foi

interessante notar que nao havia epiderme recobrindo a lesdo ou crosta.

Lamina 13B
Mostrou epiderme com deposicao de colageno moderada no centro da leséo.

Na area da lesdo, observou-se, também, perda da camada muscular, que,
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provavelmente, foi atingida no momento da confecgao da lesdo, mas foi evidente a

deposicao de colageno, mais espesso, em contraste com as bordas do ferimento.

Lamina 14A

Mostrou cicatriz com crosta ainda evidente, e tecido conjuntivo com deposicao
de colageno. Colageno ainda pouco denso, em comparacdo ao colageno além da
borda da ferida operatéria, demonstrando um ferimento em etapa mais precoce de
reparo.

Lamina 14B
Observou-se deposicdo bastante acentuada de colageno, nas zonas de
cicatriz, com reepitelizagdo. Esse colageno era muito denso, mostrando uma etapa

bastante avangada do reparo.

Lamina 15A
Area de cicatriz com crosta. Chama atenc&o a colagenizagdo precoce, com
uma deposicdo muito fina de colageno, em comparacdo com o tecido apds a

margem da ferida.

Lamina 15B
Colagenizacdo intensa na area do ferimento, chamando atencdo também

para um padréao de colageno, em geral, mais espesso, se comparado a lamina 15 A.

Lamina 16A
Mostrou uma cicatriz com deposicdo de colageno intermediaria, com

reepitelizacdo quase completa.

Lamina 16B
Mostrou area de deposicdo muito menos densa de colageno, quando

comparada com a lamina A.
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Lamina 17A
Observou-se crosta e intensa angiogénese; deposicdo intermediéria de
colageno, ou seja, com fibras intermediarias, se comparadas com o coldgeno apés a

margem da leséo.

Lamina 17B
Lesdo com crosta e deposicdo de coldgeno mais intensa, se comparada a

lamina A.

Lamina 18A

Colagenizacao bastante intensa no ferimento, ja em retragao.

Lamina 18B
Observou-se, igualmente, colagenizacdo acentuada do leito da lesédo, com

reepitelizacdo completa, visivel.

Lamina 19A
Observou-se, também, colagenizacdo bastante acentuada, com areas de

colageno muito maduro.

Lamina 19B
Observou-se, deposicao de colageno acentuada, com fibras mais grossas e

com orientacao espacial mais organizada.

Lamina 20A
Colagenizacdo ainda intermediaria, marcada. Chama a atencdo a

reepitelizacdo completa da leséo.

Lamina 20B

Colagenizacao acentuada, embora ndo tdo organizada quanto a 20A.
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2.3 Grupo PRF e Grupo Controle do PRF com 7 dias de pOs-operatorio

Lamina 21A
Observou-se muita angiogénese e crosta superficial, sem reepitelizacao,

colageno ainda em fase inicial.

Lamina 21B
Mostrou deposi¢cado de colageno um pouco mais intensa, em comparagcao com

a lamina A, porém, ainda com tramas delicadas.

Lamina 22A
Nessa lamina, observou-se, deposicao incipiente de colageno, porém, ainda

existia crosta e, seguramente, reacao inflamatoria, e bastante angiogénese.

Lamina 22B
Mostrou, exatamente, o mesmo aspecto, com deposicdo de colageno
incipiente. N&o se percebeu diferenca evidente, em expressao microscopica, entre

as laminas 22A e 22B.

Lamina 23A
Observou-se, nessa lamina, crosta intensa, reacdo inflamatéria e também

deposicao incipiente de colageno.

Lamina 23B
Observou-se, também, deposicdo muito incipiente de colageno.
Subjetivamente, a lamina 23B parecia ter menor deposicdo de colageno, comparada

a lamina A.

Lamina 24A

Observou-se, nessa lamina, colagenizacdo moderada.

Lamina 24B
Deposicdo de colageno mais espessa, com distribuicdo espacial pouco

organizada.
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Lamina 25A

Colagenizacao incipiente, crosta muito evidente e reagéo inflamatéria.

Lamina 25B
Colagenizacao igualmente incipiente, porém, jA& mais intensa, se comparada a

lamina A.

Lamina 26A

Observou-se colagenizacdo moderada.

Lamina 26B

Deposicao incipiente de colageno.

Lamina 27A
Observou-se deposicédo de colageno um pouco mais intensa, comparada ao

caso anterior.

Lamina 27B
Chamou atencdo uma deposicdo mais intensa de colageno por debaixo da
crosta. Essa lamina apresentou um processo de reparo, definitivamente, mais

avancado, quando comparada as anteriores.

Lamina 28A

Observou-se colagenizacao incipiente a moderada.

Lamina 28B

Colagenizacdo moderada.

Lamina 29A

Deposicdo de colageno moderada.

Lamina 29B

Colagenizacdo moderada, com distribuicdo espacial pouco organizada.
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Lamina 30A

Observou-se colagenizacdo moderada.

Lamina 30B

Colagenizagdo bem menos acentuada.

2.4 Grupo PRF e Grupo Controle do PRF com 14 dias de p6s-operatorio

Lamina 31A

Observou-se deposicao de coladgeno com fibras mais grossas.

Lamina 31B
Colagenizacdo moderada a acentuada, com deposicdo de colageno maduro

nas bordas.

Lamina 32A

Observou-se colagenizacdo acentuada, fibras colagenas bem organizadas.

Lamina 32B

Colagenizacao acentuada, com reepitelizacdo completa.

Lamina 33A
Observou-se deposicdo de colageno e reepitelizacdo completa, sendo que

esse colageno ja mostrava amadurecimento maior.

Lamina 33B
Observou-se, nessa lamina, igualmente, a deposi¢cédo de colageno mais denso

e reepitelizacdo completa da leséo.

Lamina 34A

Colagenizacao acentuada, com orientacdo espacial mais organizada.

Lamina 34B

Colagenizacao, igualmente, bastante acentuada, com fibras grossas.
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Lamina 35A
Observou-se deposi¢cdo de coldgeno, no entanto, essa deposi¢ao ainda foi de
fibras finas, com angiogénese acentuada, mas ja se observou reepitelizacao.

Lamina 35B
Essa lamina mostrou deposi¢cdo mais densa de colageno, sendo essas fibras
de densidade média. Ao comparar-se a lamina 35A com a B, a lamina B mostrou

muito mais deposicao de colageno.

Lamina 36A
Mostrou lesdo ainda com crosta, mas ja com deposicdo intermediaria de
colageno. O colageno ainda era fino e, relativamente, pouco definido, se comparado

a lamina B.

Lamina 36B
Lesdo totalmente reepitelizada, nessa lamina 36B, com uma deposi¢cao de

colageno moderada, porém, mais intensa, se comparada a lamina 36 A.

Lamina 37A
Mostrou reepitelizacdo, com intensa deposicdo de colageno, sendo o

colageno bastante espesso.

Lamina 37B
Exibiu colagenizacao, igualmente, marcada, mas nao tdo intensa como na
lamina 37A. Colageno menos espesso e organizado. A lesdo ainda apresentou

crosta.

Lamina 38A

Colagenizacao acentuada.

Lamina 38B

Deposicdo de colageno moderada, com reepitelizacdo completa.
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Lamina 39A
Observou-se deposicdo de colageno maduro, com reepiteliza¢cdo completa.

Lamina 39B
Deposicdo de colageno maduro, reepitelizagdo completa, porém, menos

intensa que a 39A.

Lamina 40A
Deposicdo de colageno maduro, bastante evidente. Chamou a atencédo, em
contraste com 0 caso anterior, que 0S anexos nao se reorganizaram de maneira tao

chamativa, o que seria esperado nesse periodo do processo de reparo.

Lamina 40B

Colagenizacao acentuada.
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1 PROCEDIMENTO PADRAO PARA MENSURAGAO DAS AREAS DAS FERIDAS

CUTANEAS DOS RATOS

Abrir ambas as imagens, foto do rato com as feridas e foto das feridas

individualizadas no software Image-Pro® Plus verséo 4.5.1 (Media Cybernetics,
Inc.). A individualizacdo das feridas foi realizada com o programa Adobe®
Photoshop® CS5 Extended, versdo 12.0x32 (Adobe Systems Incorporated,

EUA), (Figura 1). File > Open... ou arrastar as imagens para a area de trabalho

do programa ou utilizar o icone .

Figuras 1 — Inicio do processo de mensuracao das feridas
4) Imsge-Pro Plus - F6b (1/2) T A T -

File Edit Acquire Sequence Ephance Process Measure Mago Window Help

EHzEwCSgBa 200 ca a0l #HEHETal +BANIal @B EBE B
#h FO6b (1/1) [= &= w1 e |

Eiﬁ RGB 24(5,992,704 bytes), Zoom:25% 76.1600 [255 25 W.H: 12241632 | |image: <none> (Pixels) System: <none>

e @ (& afa] Y B Y e oL

Ambas as imagens, foto do rato com as feridas cutaneas e foto das feridas individualizadas, abertas
na area de trabalho do software Image-Pro® Plus versdo 4.5.1 (Media Cybernetics, Inc.).

09:48

A imagem do rato serd usada para calibrar a imagem das feridas

individualizadas (utilizando a régua justaposta ao animal).

1.2 Calibragéo da imagem das feridas individualizadas

1.2.1 Measure > Calibration » > Spatial Calibration Wizard...

A caixa Create reference calibrations abrira (Figura 2).
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Figuras 2 — Criacao da calibracéo

43 Image-Pro Plus - FOBb (1/1) =@ = |

File Edit Acquie Sequence Enhance Process Messure Magre Window Help
EHEwCSBAzf0CcCoa?/a o fluHaslEnl tBENIaleaB B8 A8
#3 FO6b (1/1) [o (== || 4 rosbasn)

o RGB 24(5,992,704 bytes), Zoom:25%
B8 5 a2 e - -

Inicio da utilizagdo do Spatial Calibration Wizard.

1.2.2 Selecionar a imagem do rato (clicando sobre ela), escolher a opcédo “Calibrate

the active image” e clicar em [Next >].

1.2.3 Como configuragéo padrdao, o nome da calibracdo de referéncia sera o nome
da imagem (é importante que nesta etapa as fotos estejam devidamente

identificadas).

1.2.4 Na opcéo select the spatial reference units:, selecionar cm (Figura 3).

1.2.5 Certificar-se de marcar ambas as opc¢des finais: Create a reference calibration

e Set as system calibration.

1.2.6 Prosseguir clicando em [Next >].
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Figura 3 — Create Reference Wizard

r | -

Create reference calibrations P

The name for your calibration has been zet
based on the active image name.

= |FOED

Select the spatial reference units:
em =]

If you are calibrating an objective you can
zelect the objective's lens file to zet the
calibration name.

———->>

Select Objective. .. |

If the calibration may be useful to calibrate
other images, you can chooze to add it to the
list of reference calibrations. & reference
calibration that iz set as the zpztem calibration
iz applied ko any images that you capture.

e reate a reference calibration

e et az syztem calibration
¢ Back | et > | | Cancel |

.

Nome da calibracéo de referéncia (— ); unidade da calibracéo ( =¥.

1.2.7 Selecionar a opcédo Draw Reference Line. A caixa Scaling se abrira e a linha de
referéncia (verde-limao, padrdo do software) aparecera sobre a imagem (Figura 4).
Caso a linha verde apareca sobre a imagem das feridas individualizadas, voltar para

0 passo 1.2.2 e certificar-se de que a imagem do rato € a imagem ativa.

1.2.8 Na caixa Scaling, alterar a unidade de representacdo para 1 (normalmente o

padrao do software apresenta 10 como unidade).

1.2.9 Arrastar a linha de referéncia (verde-limao, padrdo do software) sobre a régua
na imagem do rato. Manipular a linha para que ela se mantenha sobre 1 cm da
régua. Esse passo definira quantos pixels da imagem representardo 1 cm na

mensuracao, posteriormente. Clicar em [OK].
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Figura 4 — Referéncia de calibracéo

#} Image-Pro Plus - FO6b (1/1) B

N e

File Edit Acquire Sequence Enhance Process Measure Macro Window Help
SHECSBR 2HO00Ca QA0 Atk H =085 XX il
Y, i = e R )

-~ -~

L= ]
Position line over length reference.

Reference represents how many units?
—> | =i

ok |

Scaling

Cancel I

Selecéo da unidade de representacdo (—); manipulagao da linha de referéncia sobre a régua para
ajuste de 1 cm (circulado na figura).

1.2.10 A caixa Create reference calibrations reaparecera. Avancar e terminar em
[Next>] e [Finish].

1.2.11 Selecionar a imagem das feridas individualizadas (clicando sobre ela) e
utilizar a ferramenta Spatial calibration.( & icone da barra de ferramentas). A

caixa Active Spatial Calibration abrira.

1.2.12 Selecionar a calibracdo de referéncia criada nos passos 1.2.2 a 1.2.10 (o
nome deve ser o mesmo da foto do rato, cuja ferida individualizada esta sendo
calibrada, padrdo do software, Figura 5). Clicar em [OK]. Confirmar a calibragdo no
canto inferior direito da area de trabalho.
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Figura 5 — Escolha da calibracéo criada
1 o Pl - 060 071 . 4 -— i W 1 e s

File Edit Acquire Sequence Enhance Process Measure Maco Window Help

SHEeCSEBR 2 BO00C &2 o il it =58

3 Fob (1/1)

Active Spatial Calibration

S Foeb

v List reference ealibralions only

oK Marker

E% Select from menu. 700,1004 255 25 W.H: 12241632 [ i FO6b (cm) System: FOEb fcm)

» @] 2=l
Utilizacdo da calibragdo, criada através da ferramenta Spatial Calibration. A calibragdo, pelo padréo
do software, devera ter o mesmo nome da foto do rato cuja ferida esta sendo calibrada.

1.3 Mensuracéao das lesfes individualizadas

1.3.1 Com a calibracdo estabelecida, utilizar a ferramenta Count and measure

objects (icone da barra de ferramentas). No menu da ferramenta (caixa
Count/Size) selecionar Edit > Draw/Merge Objects. Duas caixas abrirdo: a caixa
Draw/Merge Objects e uma segunda, que sera a caixa Trace ou a caixa Wand. Caso

a caixa Trace apareca, clicar no botdo [Wand] contido nela.

1.3.2 O ponteiro do mouse devera ter a forma de uma varinha (caso ndo tenha essa

forma, revisar o passo 1.3.1).

1.3.3 Clicar com o botdo esquerdo do mouse sobre uma das feridas, ela devera ser
contornada por uma linha vermelha. Em geral, a ferida inteira ganha o contorno
corretamente. Caso isso ndo ocorra, continuar clicando com o botdo esquerdo do
mouse em partes ndo contornadas da ferida, até que ela fique como na Figura 6
(abaixo). Caso, erroneamente, o fundo branco da imagem seja contornado, utilizar o

botdo [Undo Last] para desfazer a ultima agéo.
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Figura 6 — Ferramenta de contorno

4} FoGb (171)

Draw / Merge Objects

Draw the autline or select an ADI
and click the right mouse button,

Unido Last 0K Cancel

Magic Wand - Click on [?] for help

‘ ? I Tlacel Range: ISU
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Utilizacdo da ferramenta Draw/Merge Objects. Com a MagicWand a ferida foi totalmente
selecionada (contorno vermelho em torno de toda a ferida).

1.3.4 Clicar com o botéo direito do mouse em qualquer lugar para finalizar a selecéo

dessa ferida. O contorno vermelho devera se tornar verde-limao (veja Figura 7).

1.3.5 Repetir os passos 1.3.3 e 1.3.4, na outra ferida. As duas feridas deverao estar
completamente contornadas com uma linha verde-limdo nesse ponto. Clicar em [OK]

na caixa Draw/Merge Objects. A caixa Count/Size devera reaparecer.



Magic Wand - Click on [?] for help

| ? I Trac:eI Fange: |SU
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Figura 7 — Confirmacao do contorno

Draw / Merge Objects
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Fim do processo de selecdo das feridas. A ferida ganha um contorno verde-liméo que a caracteriza

como um objeto a ser medido.

#b Fo6b (1/1)

Figura 8 — Contagem de objetos

/8 Count/ Size ‘ E. L8

File Edit View Measure Image

Intensity Range Selection

All Claszes Selected

& Marual Select Colors ... |

" Automatic Bright Objects Options... |

" Autornatic Dark Objects

v Measure Objects Total Count: 2
v &pply Filter Ranges In Range: 2

[ Accumulate Count v Display Objects

Ap6s o0 passo 1.3.5 a caixa Count/Size reaparece e cada objeto (ferida) ganha um nudmero
correspondente. O objeto 1 sempre serd o objeto mais superior e esquerdo.

Nessa etapa, cada ferida estara marcada com um namero (Figura 8). E

importante prestar atengdo porque, nem sempre, a primeira ferida (a da esquerda)

serad a nimero 1.
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1.4 Exportacdo dos dados para o Microsoft Excel

Antes de realizar esse processo, certificar-se de que um documento do
Microsoft Excel esteja aberto. O processo de exportagdo ocorre, automaticamente,
do software Image-Pro® Plus para a primeira planilha aberta do Microsoft Excel
(Figura 9). Na caixa Count/Size, selecionar a opgéo File > Export Data.

Figura 9 — Transferéncia de dados para o Excel

[1 FO3ay 1,553395
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B 13 FO3b 0,517354
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E FO5ay 2,050543
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13 FOGay 1,610113
141 FObbx 0,841347
15 FOoby 0,93972

6 FO7ax 1,682695
t « » M| Planl PRnZ2 Pln3 ¥J

Obj# Area

1 093972
2 0,841347

Lirs §VGIEH  Comigem b Soma & ALLDAR FY

K e ra mw

O circulo vermelho indica os dados transferidos do Image-Pro® Plus. Ao lado, a organizagao da tabela
— notar como o objeto 1 corresponde a ferida da direita (x) e o objeto 2 corresponde a ferida da
esquerda (y).
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APENDICE C

1 PROCEDIMENTO PADRAO PARA CAPTURA DAS IMAGENS (FOTOS) DAS
LAMINAS

1.1 Ligar o microscépio (microscopio 6ptico Zeiss Axioskop 40), ajustar a luz,
verificar que a objetiva de 5x esteja posicionada e que ambos os polarizadores,

superior e inferior, estejam em posigao.

1.2 Abrir o software Image-Pro® Plus versdo 4.5.1 (Media Cybernetics, Inc.), com o
kit CoolSNAP™-Pro cf acoplado/instalado a ele. Clique no botdo &k para iniciar o

preview da captura. Caso ele n&o inicie automaticamente, clicar em [Preview].

1.3 Antes de iniciar a captura, escolher uma amostra de ferida da lamina, que facilite
a determinacdo do centro e as transi¢cdes entre tecido reepitelizado e tecido lesado
(direita e esquerda). Feridas com formato de “U” e que estejam dispostas horizontais

em relacdo a lamina sao preferidas (ver Figura 1 e 2).

1.4 Serdo realizadas capturas das transicbes entre tecido reepitelizado e tecido
lesado, da direita e da esquerda, bem como a captura das imagens do centro da
ferida, para as laminas do 72 P.O., coradas com picrosirius. Nas laminas do 14¢
P.O., devido as feridas estarem bastante reepitelizadas e consideravelmente
menores, optou-se por realizar uma captura a partir do centro, com uma amostragem
de 2 fotos de largura (0 que assegurou a captura da transicdo entre tecido
reepitelizado e tecido lesado, tal qual as imagens de 72 P.O.). O numero de fotos
verticais foi determinado pelo tamanho vertical da ferida. Certificar-se de que toda a
extensdo da pele esteja contemplada no conjunto de fotos daquele ponto da ferida
(centro, direita ou esquerda). As figuras 1 e 2 representam um esquema da

disposicao das fotos em relacédo a ferida, macroscopicamente.
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Figura 1 — Representagéo da captura no 72 P.O.

Representacdo (fora de escala) da captura de fotos nas laminas com feridas no 7¢ P.O. Cada
quadrado (o) representa uma captura, ou seja, uma foto. A referéncia para as fotos da direita e da
esquerda é a transicdo entre tecido reepitelizado e crosta/ferida (—).

Figura 2 — Representa¢do da captura no 142 P.O.

Representacdo (fora de escala) da captura de fotos nas laminas com feridas no 142 P.O. Cada
retdngulo (o) representa uma captura, ou seja, uma foto. A referéncia para as fotos € o centro da
ferida (—).

1.5 Feridas do 72 P.O. (para feridas do 142 P.O. va para pagina 131)

1.5.1 Captura das imagens da transicdo entre tecido normal e tecido lesado

(direita e esquerda)

1.5.1.1 Posicionar a lamina no microscépio. Com apenas um dos polarizadores
inseridos, no aumento 5x, procurar pela juncdo entre tecido reepitelizado e
crosta/tecido lesado. Posicionar essa transicdo no centro de captura da foto (ver
Figura 3). E util utilizar o preview do software Image-Pro® Plus para prever como

sera a captura final.
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Figura 3 — Zona de transi¢cdo néo polarizada

N

Transicdo entre tecido reepitelizado (direita da imagem) e tecido lesado (esquerda da imagem).
Captura sem luz polarizada.

1.5.1.2 Inserir o segundo polarizador, de maneira a bloquear a luz e permitir a
visualizacdo do picrosirius corando o colageno (ver Figura 4). Perceber se nao
houve movimentacdo do microscopio entre os passos 1.5.1.1 e 1.5.1.2, garantindo
gue a transicao entre os tecidos manteve-se centralizada na foto. Pressionar [Snap]

para capturar a imagem.

Figura 4 — Zona de transicao polarizada

Transi¢cdo entre tecido reepitelizado (direita da imagem) e tecido lesado (esquerda da imagem).
Captura com luz polarizada.

1.5.1.3 Mover o microscopio verticalmente, para baixo, a fim de capturar a proxima
foto nesse ponto da ferida. Esse passo deve ser feito com extrema cautela, a fim de
que nao haja sobreposicdo de imagens ou um “gap” de captura entre fotos
adjacentes. A melhor maneira de garantir essa perfeita transicdo entre fotos é fixar
um dos pontos inferiores da imagem anterior e girar o charriot do microscopio até

que esse desapareca. E muito importante ndo mover o charriot de maneira a
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deslocar o eixo horizontal de captura. Esse processo é repetido até que toda a
extensado vertical da ferida esteja capturada (normalmente 3 a 4 fotos). Pressionar
[Snap] para captura.

1.5.1.4 Os passos 1.5.1.1 a 1.5.1.3 devem ser repetidos no ponto de transicdo do

tecido reepitelizado e tecido lesado, do lado oposto (lesdo em”U”).

1.5.2 Captura de imagem do centro da ferida

1.5.2.1 Para identificar corretamente o centro da ferida, macroscopicamente, marque
a transicdo entre os tecidos na lamina com uma caneta. O ponto médio entre as

duas marcacdes representa o centro da ferida (ver Figura 5).

Figura 5 — Marcacéo do centro da ferida no 72 P.O.

%m
“Nﬁ

Exemplo do uso de marcas macroscopicas, feitas com o auxilio de régua, para determinar a captura
da imagem do centro da ferida.
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PICRO SIRIUS
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e

1.5.2.2 Posicionar a lamina no microscépio. Com apenas um dos polarizadores
inseridos, no aumento 5x, procurar pela marca de caneta que indica o centro da

ferida. Posicionar a marca no centro de captura da foto.

1.5.2.3 Inserir 0 segundo polarizador de maneira a bloquear a luz e permitir a
visualizacdo do picrosirius corando o colageno. Perceber se nao houve
movimentacdo do microscopio entre os passos 1.5.2.2 e 1.5.2.3, garantindo que o
centro da ferida manteve-se centralizado na foto. Pressionar [Snap] para capturar a

imagem.
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1.5.2.4 Repetir o passo 1.5.1.3.

Observacdo: cada ferida no 72 P.O. tera trés conjuntos de fotos, um do centro e um
para cada transicao entre tecido reepitelizado e lesado (direita e esquerda). Cada
conjunto é formado de 2 a 5 fotos adjacentes. E importante nomear essas fotos de
maneira sistematica, de modo que elas ndo se misturem no momento da andlise

histomorfométrica.

1.6 Lesdes do 142 P.O. (paralesBes do 72 P.O. va para a pagina 128)

1.6.1 Marcar o centro da ferida

Para identificar corretamente o centro da ferida, medir com uma régua
macroscopicamente. O ponto médio deve ser marcado com uma caneta (ver Figura

6).

Figura 6 — Marcacédo do centro da ferida no 142 P.O.

Exemplo do uso de marcas macroscopicas, feitas com o auxilio de régua, para determinar o centro da
ferida.

1.6.2 Capturar as imagens

1.6.2.1 Posicionar a lamina no microscépio. Com apenas um dos polarizadores
inseridos, com objetiva de 5x, procurar pela marca de caneta indicando o centro da
ferida. Posicionar o preview do software Image-Pro® Plus, de maneira que a marca
de caneta fique no meio de duas fotos adjacentes, uma a direita e outra a esquerda

(ver Figura 7).
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Figura 7 — Posicionamento da primeira captura no 142 P.O.

Esquema do posicionamento inicial, para captura das imagens da ferida do 142 P.O. A marcacgéo do
centro da ferida deve ser dividida entre as duas imagens adjacentes. No canto inferior direito da
imagem ha um exemplo do que deve ser visto no preview do software Image-Pro® Plus.

1.6.2.2 Inserir 0 segundo polarizador de maneira a bloquear a luz e permitir a

visualizacao do picrosirius corando o colageno.

1.6.2.3 Perceber se ndo houve movimentacdo do microscépio entre 0s passos

1.6.2.1 e 1.6.2.2 (ver Figura 8). Pressionar [Shap] para capturar a imagem.

Figura 8 — Captura no 142 P.O. com e sem polarizacéo

Ferida do 142 P.O. A) Captura sem polarizagdo. B) Captura com polarizagéo.

1.6.2.4 ApGs capturar um dos lados das duas imagens centrais da ferida, repetir os
passos 1.6.2.1 a 1.6.2.3.

1.6.2.5 Quando toda a extensdo vertical da ferida estiver comtemplada nas fotos,

passar para o outro lado do centro (da direita para a esquerda ou vice-versa). A
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partir da ultima imagem, fixar um dos pontos laterais (adjacente a préxima foto).

Mover o charriot apenas horizontalmente dessa vez.

1.6.2.6 Repetir o passo 1.6.2.4 de maneira invertida, para esse lado da ferida agora.
No caso, de baixo para cima, até que toda a extensdo vertical esteja capturada
(normalmente de 2 a 4 fotos). E muito importante ndo mover o charriot de maneira a

deslocar o eixo horizontal de captura.

Observacao 1: Caso a captura se inicie pelo lado direito da marca do centro da
ferida, o processo de captura tera sentido anti-horario. Caso o processo inicie pelo
lado esquerdo, o processo de captura tera sentido horério. Veja o esquema na

Figura 9.

Figura 9 — Esquema da sequéncia de captura

Esquema do sentido de captura das imagens das lesdes do 142 P.O. A) Inicio da captura a esquerda
da marcacéo do centro da ferida: (. ) captura no sentido horério (—). B) Inicio da captura a direita da
marcacédo do centro da ferida: captura no sentido anti-horario.

Observacéao 2: Cada ferida do 142 P.O. tera dois conjuntos de fotos, um a direita do
centro, e outro a esquerda do centro. Cada conjunto € formado por 2 a 4 fotos
adjacentes. E importante nomear essas fotos de maneira sistematica, de modo que

elas ndo se misturem, no momento da analise histomorfométrica.
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APENDICE D

1 PROCEDIMENTO PADRAO PARA SELECAO E QUANTIFICACAO DE
COLAGENO CORADO COM PICROSIRIUS E EXPORTACAO DE DADOS PARA
O MICROSOFT EXCEL

1.1 Abrir a imagem no software Image-Pro® Plus versdo 4.5.1 (Media Cybernetics,
Inc.) (Figura 1). File > Open... ou arrastar a imagem para a area de trabalho do

programa ou utilizar o icone £

Figura 1 — Inicio do processo de contagem de colageno

#) Image-Pro Plus - 1AE2 (1/1) | (S S

File Edit Acquire Sequence Enhance Process Measure Magro Window Help

SEHEeCSEBR 2002 A 0 Qi HalMEonl BN IGLLEGEES B

4} 1AR2(1/1) =8 i
s < s - E

a RGB 24(4.343,040 bytes), Zoom:50% 1322,922|22 22 W .H: 1392,1040 Image: 50X-mm-Zeiss {mm) System: <none>

=]® @[@]2] BTG ONC

Imagem aberta na area de trabalho do software Image-Pro® Plus versdo 4.5.1 (Media Cybernetics,
Inc.).

1.2 Certificar-se de que a calibracdo padrdo do software esteja selecionada: 50x-
Zeiss, com 1000 pixels lidos pelo software, representando 1 unidade (mm) (Figura
2).

Measure > Calibration »>Spatial...
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Figura 2 — Escolha da calibracdo para contagem
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Ferramenta Spatial Calibration aberta na area de trabalho do programa. A calibracdo (50x-Zeiss) e a
unidade (1000pixels/unit) estdo em destaque.

Essa etapa € importante, pois verifica que a unidade de medida € uniforme
para todas as contagens realizadas e exportadas para o documento do Microsoft
Excel.

1.3 Selecédo de colageno para contagem

Utilizar a ferramenta Count and measure objects (icone da barra de

ferramentas). No menu da ferramenta, selecionar a op¢do Manual e utilizar o botédo
Select Colors (Figura 3).
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Figura 3 — Confirmacéo da calibragem para contagem
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Destaque para o icone Count and measure objects e, na caixa Count/Size, o botdo Select Colors —
acesso a caixa Segmentation (ver Figura 4).

A caixa Segmentation abrird. Na aba Color Cube Based estdo as ferramentas

para realizar a marcacao do colageno.

Figura 4 — Caixa Segmentation
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A ferramenta _Z| seleciona manualmente o pixel na imagem e inclui a cor
desse pixel na contagem (marcado pela cor vermelha — padrdo do sistema). E

possivel marcar pixels em um alcance de 3x3 pixels ou pixels Unicos (1x1) (Figura
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4). Essa dUltima, com o auxilio da ferramenta zoom (icone

Q, da barra de
ferramentas) é essencial para a acurada quantificacdo de colageno corado com

picrosirius (Figura 5, 6 e 7).

Figura 5 — Selecéo inicial do colageno
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Contagem “grosseira” do colageno. Pixels sdo selecionados de 3x3 e depois 1x1 até que a maioria do

colageno torne-se vermelho (significando que o sistema ira inclui-lo na contagem). Para contagem
“fina”, ver Figura 6.

Figura 6 — Selecdo minuciosa do colageno
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Zoom em porc¢do da imagem. Com o auxilio da ferramenta zoom, pequenas areas de colageno que

seriam excluidas da contagem sao selecionadas (em geral no alcance 1x1) até que todo o coldgeno
presente na imagem esteja selecionado (ver Figura 7).
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Figura 7 — Selecédo completa para contagem
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Selecdo completa do colageno da imagem. Terminada a selecdo, pode-se fechar a caixa
Segmentation (botdo __=_[) e iniciar a proxima etapa: a contagem.

1.4 Contagem do colageno marcado

Ainda na caixa Count/Size, depois de realizada a selecdo do colageno e

fechada a caixa Segmentation, usar o botdo Count (Figura 8).

Figura 8 — Contagem de colageno
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Contagem da sele¢do. O programa transforma toda a sele¢do vermelha continua em um objeto. Na
figura, eles aparecem com um contorno vermelho e o nimero do objeto correspondente em verde.
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1.5 Exportacéo dos dados para o Microsoft Excel

Antes de realizar esse processo, certificar-se de que um documento do
Microsoft Excel esteja aberto. O processo de exportagdo ocorre automaticamente do
software Image-Pro® Plus para a primeira planilha aberta do Microsoft Excel.

Na caixa Count/Size, selecionar a op¢ao View > Statistics para abrir a caixa
Statistics. Nessa caixa, selecionar File > Export Data (Figura 9).

Figura 9 — Exportacdo dos dados da contagem
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Caixa Statistics. Dentre os dados apresentados nesta caixa, destaca-se (flecha) a soma da area de
todos os objetos selecionados e contados na imagem (mm32). Este dado representa a quantidade de
colageno desta imagem em mmz2, em um aumento de 50x.

1.6 Construcao da Tabela no Microsoft Excel

Com a exportacéo dos dados do Software Image-Pro® Plus para o Microsoft
Excel, completada com sucesso, é necessario somar a quantidade de colageno de
cada uma das fotos de uma determinada ferida, a fim de gerar o “Total de Colageno”
da ferida. A soma de cada foto individual é transferida para a sua posicao
correspondente na tabela de soma (Figura 10).
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Figura 10 — Construcéo da tabela no Excel
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Nos dados exportados, a soma (Sum) da quantidade de colageno da foto especifica € copiada para

sua devida posicdo (—). Esse processo € repetido até que todas as fotos da determinada ferida
tenham sido computadas e somadas.

Quando todas as fotos individuais forem computadas e a soma das
guantidades do colageno de todas elas for realizada (através de simples férmulas
contidas no software Microsoft Excel), esse total deve ser copiado para a tabela final
(Figuras 11 e 12).
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Figura 11 — Soma para construcdo da tabela com dados da contagem
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Transferéncia da soma de colageno para a tabela final - planilha de soma. Apds o programa ter
computado a soma da quantidade de colageno das fotos individuais, esta deve ser copiada para a
tabela final. Atente que este processo de somatério é realizado em uma planilha diferente da planilha

final (—).

Figura 12 — Construcéo da tabela com dados da contagem
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Transferéncia da soma de coldgeno para a tabela final - planilha da tabela final. A soma total de
colageno é copiada para a tabela final, correspondendo ao rato ao qual a ferida pertence. Atente que
a tabela final esta em outra planilha, que ndo a do somatério da quantidade de colageno das fotos

individuais (—).
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito do plasma rico em plaquetas (PRP) e da fibrina rica em
plaguetas (PRF) na cicatrizagdo de feridas cutdneas em ratos, comparando 0s
tratamentos entre si e com seus respectivos grupos controle.

Material e Métodos: Foram utilizados 48 ratos Wistar. Duas feridas, de 1,0 cm de
diametro, de espessura total da pele, foram excisadas no dorso dos animais e
tratadas com PRP ou PRF e soro fisiologico (modelo emparelhado). As feridas foram
avaliadas no poés-operatorio (P.O.) imediato e depois de 7 e 14 dias, de forma
macroscopica (fotografias) e microscépica (histologia). As fotografias forneceram
medidas da area das feridas, permitindo analisar sua contracdo (andlise
morfométrica). As imagens histolégicas permitiram calcular a concentracdo de
colageno (analise histomorfométrica).

Resultados: Quanto a analise morfométrica, o efeito do tempo (P<0,001) e dos
grupos (P=0,022), ao longo do periodo de observagdo, foi estatisticamente
significativo, sendo o tratamento com PRF superior ao tratamento com PRP
(P=0,030). Na analise histomorfomeétrica, a média da concentracéao de colageno, nas
imagens dos grupos experimentais, apresentou um aumento do 72 para o 142 dia,
considerado significativo (P<0,001). Houve grande variacdo percentual na
concentragcdo de colageno: 129% para a PRF contra 22% para o PRP, porém sem
significancia estatistica (P=0,380). Os grupos de tratamento, PRP e PRF, ndo foram
estatisticamente superiores aos seus grupos controle quanto as variaveis estudadas.
Conclusao: Os dados do presente estudo sugerem que a PRF foi superior ao PRP

na cicatrizacao de feridas cutaneas em ratos.

Palavras-Chave: Cicatrizacdo. Plasma Rico em Plaquetas (PRP). Fibrina Rica em
Plaquetas (PRF). Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas. Pele. Fatores de

Crescimento. Medicina Regenerativa. Modelos Animais. Ratos Wistar.
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INTRODUCAO

O conhecimento acerca do processo da cicatrizagcdo de feridas, e dos
diversos fatores que nele podem interferir, € uma questdo essencial para a cirurgia
plastica na atualidade. Nesse contexto, a busca por terapias que acelerem o reparo
do tecido e diminuam a ocorréncia de alteragfes cicatriciais (1) levou, entre outras
opcOes, ao desenvolvimento e testagem de tecnologias de concentrados
plaquetarios. Essas tecnologias partem do pressuposto de que o tratamento de
feridas com concentrados autlogos de plaguetas, contendo fatores de crescimento,
poderia estimular os tecidos, promovendo sua regeneracdo e diminuindo os
processos inflamatorios (2, 3). Os fatores de crescimento plaquetérios estimulam a
angiogénese, promovem crescimento vascular, ativam a proliferacao de fibroblastos,
com consequente aumento da sintese de colageno (4, 5), e, dessa forma,
contribuem para a cicatrizacao de feridas.

Dois tipos de concentrados tém sido testados em animais e humanos: o
plasma rico em plaquetas (PRP) e a fibrina rica em plaquetas (PRF) (6-8). Embora
esses concentrados tenham em comum uma alta concentracdo de plaquetas,
diferem entre si quanto a forma de preparo — o PRP exige ativacao por cloreto de
célcio e trombina, enquanto a PRF exige apenas a centrifugacdo do sangue — e
guanto a sua estrutura fisica — a PRF tem uma arquitetura natural que poderia
proteger os fatores de crescimento contra a protedlise, estendendo o tempo de acao
do concentrado (1, 3).

O uso de concentrados plaquetarios tem sido relatado em diversas areas (7,
9-12). Contudo, as evidéncias acerca de sua eficacia nas feridas cutaneas ainda sao
limitadas. Também sdo pouco numerosos os artigos comparando PRP e PRF na
cicatrizacdo dessas feridas. Ademais, questbes éticas, e até mesmo estéticas,
muitas vezes dificultam a realizacdo de biopsias de pele para fins estritamente
experimentais em seres humanos.

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do PRP e da

PRF na cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos.
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METODOS

Protocolo

O presente estudo experimental, controlado, com cegamento, foi realizado
com 48 ratos Wistar (rattus norvegicus albinus) adultos (> 60 dias), com massa
corporal média de 254 g, selecionados aleatoriamente do vivario do Laboratério de
Habilidades Médicas da PUCRS. Os animais, nascidos e criados no local, ndo
necessitaram de aclimatacdo. Durante a fase experimental, todos receberam racéo
padronizada para roedores e agua ad libitum. Foram mantidos em caixas individuais
de polipropileno, autoclavaveis, em ambiente ventilado, com temperatura de 22°C e
umidade controlada (55+0ou-15%). O ciclo claro-escuro de 12h foi obedecido.

Utilizou-se um modelo emparelhado. Duas lesdes cutaneas foram realizadas,
cirurgicamente, no dorso de cada um dos ratos (Figura 1). Em cada animal, uma das
feridas foi tratada com PRP ou PRF (Figuras 2 e 3); a outra ferida foi tratada com
soro fisiologico (SF) 0,9%, servindo como controle. A analise morfométrica
(fotografias), para avaliar a contracéo das feridas com base na variacao da sua area,
foi realizada no pés-operatorio (P.O.) imediato, 72 e 142 P.O. A analise
histomorfométrica (microscopia), para quantificar a concentracdo de colageno nas
feridas, foi realizada aos 7 e 14 dias de P.O., ap0s coleta das amostras de pele e
processamento histologico.

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais (CEUA) da Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do Sul (PUCRYS),
sob o numero de registro CEUA 10/00205.

Grupos experimentais

Dos 48 animais, 8 foram utilizados como doadores para a coleta de sangue,
sendo 4 para a obtencdo do PRP e 4 para PRF. Quarenta animais foram
aleatoriamente distribuidos em quatro grupos: 1) animais tratados com PRP e SF e
avaliados aos 7 dias de P.O.; 2) animais tratados com PRP e SF e avaliados aos 14
dias de P.O.; 3) animais tratados com PRF e SF e avaliados aos 7 dias de P.O.; e 4)

animais tratados com PRF e SF e avaliados aos 14 dias de P.O.
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Procedimento cirurgico

Todos os procedimentos foram executados pela mesma cirurgida (FFC). Os
ratos, apos a pesagem, foram anestesiados com injecdo intramuscular de cloridrato
de ketamina (60-80 mg/kg) e cloridrato de clorpromazina (1,6-2,0 mg/kg), conforme
normas e diretrizes éticas para pesquisa com animais (Resolucdo 879/2008,
Conselho Federal de Medicina Veterinaria).

Foram demarcadas, no dorso dos animais, com um carimbo, duas
circunferéncias, com 1 cm de diametro cada uma, que corresponderam a area de
pele a ser retirada. As feridas foram feitas com punch cutaneo, e a distancia entre
elas foi de, no minimo, 1,5 cm. Antes da retirada da pele, foi realizada uma tatuagem
com azul de metileno e agulha de 18G (1,20 x 40 mm) nas 0 — 3 — 6 e 9 horas da
circunferéncia. A tatuagem serviu como parametro, para demarcacao do diametro da
ferida, apos completa reepitelizacao (Figura 4).

Nas feridas do lado esquerdo foram aplicados 100 uL de PRP ou PRF. Nas
feridas do lado direito (feridas controle), foram adicionados 100 yL de SF a 0,9%. As
lesbes cutaneas foram cobertas com uma pelicula de poliuretano, transparente e
estéril (Tegaderm™ Film, 3M Health Care, St Paul, EUA) (Figura 5), com o objetivo
de evitar a perda do produto (13). Os animais foram mantidos em caixas individuais.
Caso nao houvesse queda espontanea da pelicula, a mesma era retirada apos 48
horas.

Os animais foram submetidos a eutanasia apés 7 ou 14 dias de P.O. com
sobredose dos mesmos medicamentos utilizados para anestesia. Nos 8 animais

doadores, a eutanasia foi pela técnica de exsanguinacao.

Obtencdo do plasma rico em plaquetas e da fibrina rica em plaguetas

Foram coletados 6 mL de sangue, por puncdo cardiaca, de cada um dos 8
ratos doadores, ap0s anestesia com 0 mesmo protocolo descrito para o0
procedimento cirdrgico.

Para o PRP, 6 mL de sangue foram colocados em um tubo contendo o
anticoagulante &cido citrato dextrose A (ACD-A) (20% do volume de sangue
coletado) que passou por dupla centrifugacdo, conforme protocolo modificado (2).
Apds a primeira centrifugacdo, o sobrenadante (plasma pobre em plaquetas ou

PPP), juntamente com a zona de névoa (onde as plaquetas estavam concentradas)
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e algumas células vermelhas, foram coletados por micropipeta e transferidos para
um novo tubo para mais uma centrifugacéo, dessa vez a 3.600 rpm (1.000 g), por 10
minutos (14). A camada superior, constituida por PPP, correspondendo a
aproximadamente 2/3 do volume total, foi aspirada e colocada em outro tubo Falcon
para posterior utilizacéo na calibracdo plaquetaria.

O PRP (10% do volume de sangue total coletado) correspondeu ao material
precipitado. Posteriormente, para as cirurgias, foi calibrado na concentracdo de
1.000.000 de plaquetas/pL. A ativagdo do PRP foi realizada com cloreto de calcio e
trombina combinados (1.000 U/mL de trombina/100 mg de cloreto de célcio), na
proporcao de 1:1, e resultou em um gel, como descrito na literatura (15, 16).

Cada ferida cutanea recebeu 100 puL de uma combinagéo contendo 50 pL de
PRP e 50 de cloreto de calcio e trombina. A contagem de plaquetas foi realizada em
duas amostras de 100 pL cada, uma de sangue total e outra de PRP — obtidas,
portanto, antes da primeira e apoés a ultima centrifugacéao.

Para a PRF, 6 mL de sangue foram colocados em um tubo Falcon, sem
anticoagulante ou trombina, e centrifugados a 3.000 rpm (400 g), durante 10
minutos. Houve separacdo em 3 camadas: superior (PPP); intermediaria (coagulo de
PRF); e inferior (células vermelhas). O coagulo, ou membrana, de PRF foi retirado
do tubo (Figura 6) e separado dos remanescentes sanguineos para divisdo em
pequenos pedacos e aplicacdo diretamente na ferida.

A contagem de plaquetas foi realizada em uma amostra de sangue total e em
outra de PRF. O Laboratorio de Analises Clinicas Veterinarias da UFRGS foi
utilizado para a contagem plaquetéria, feita através do contador automatizado de
células sanguineas CELM (modelo CC530) (Companhia Equipadora de Laboratérios

Modernos, Barueri, Brasil).

Analise morfométrica

Imediatamente apds o procedimento cirurgico (dia zero), e também aos 7 e 14
dias de P.O., com os animais anestesiados, as feridas foram fotografadas com
camera digital Sony DSC W7 (7 megapixels) (Sony Corporation, Toéquio, Japao),
com flash, a uma distancia padronizada de 15 cm. Todas as imagens foram obtidas
com calibracdo manual de branco e gravadas em formato JPEG, 3072 x 2304 pixels,

cores de 24 bhits.
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As imagens foram submetidas ao programa Adobe® Photoshop® CS5
Extended, verséo 12.0 x32 (Adobe Systems Incorporated, EUA) para a confec¢ao do
desenho da area das feridas e, posteriormente, transferidas para o programa de
morfometria digital. Essa etapa foi realizada pelo mesmo examinador (TBA), que néo
tinha conhecimento da identificacdo das feridas e respectivos tratamentos. A analise
e a medida da éarea das feridas (mm?) foram realizadas pelo programa Image-Pro®
Plus versao 4.5.1 (Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, EUA).

Anélise histomorfométrica

A leitura das laminas para a analise histomorfométrica, que permitiu a
guantificacdo de colageno das feridas, foi realizada em microscopio Optico Zeiss
Axioskop 40 com magnificagcdo de 50x. As imagens das laminas foram capturadas
por uma camera CoolSNAP™-Pro cf (Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, EUA),
com calibragdo manual de branco e niveis de cinza, sob iluminacdo de intensidade
fixa, acoplada ao microscopio e este a um computador. Todas as imagens foram
gravadas em formato TIFF sem compressao, com a resolucdo de 1.392 x 1.040
pixels e cores de 24 bits. Para a quantificacdo de colageno, as laminas foram
fotografadas na coloracao picrosirius, sendo que cada imagem foi capturada sob luz
normal e luz polarizada.

Nas laminas de 7 dias de P.O. foram selecionados 9 campos por ferida, de
forma padronizada, sendo 3 da parte central, 3 da borda lateral direita e 3 da borda
lateral esquerda, sempre de cima para baixo. Nas laminas de 14 dias, por
apresentarem uma area menor, 4 a 6 campos foram selecionados, a partir do centro
da ferida, 2 ou 3 para cada lado, de cima para baixo (Figura 7). Todas as imagens
capturadas nessa coloracéo foram analisadas pelo software Image-Pro® Plus.

A microscopia de luz polarizada permitiu a quantificacdo de colageno, em
cada area capturada da ferida, demonstrada com coloracdo branco-esverdeada. As
imagens foram analisadas por especialista cegado em relacdo aos grupos de
tratamento (TBA) (Figura 8).
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Anélise estatistica

O tamanho de amostra para este estudo foi estabelecido partindo-se de nivel
de significancia (a) de 5% e poder estatistico de 90% para detectar uma diferenga de
médias padronizada maior ou igual 1,5 unidades de desvio padrdo entre grupos
(E/S=1,5). Assim, o tamanho de amostra foi estabelecido em 10 animais por grupo,
com duas feridas emparelhadas por animal. Para comparar a contracédo da area das
feridas (analise morfométrica) entre os grupos, ao longo do periodo de observacao,
utilizamos um modelo linear misto (MLM) para medidas repetidas com localizagao de
diferencas pelo teste post-hoc de Sidak. Previamente a utilizagdo do MLM, os dados
receberam transformacao logaritmica. Adicionalmente, para expressar a reducao da
ferida operatéria, apresentamos taxas percentuais de contragao (A%).

Para avaliar a concentragcdo de colageno (analise histomorfométrica)
utiizamos analise de variancia de medidas repetidas. O nivel de significancia
adotado no estudo foi de a=0,05. Os dados foram processados e analisados com o

programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versao 21.0.

RESULTADOS

Aos 14 dias de P.O., a avaliacdo clinica mostrou que as feridas estavam
guase inteiramente cicatrizadas. N&o houve complicacbes associadas ao

procedimento, como infeccdo de feridas ou mesmo perda de animais.

Contagem das plaquetas

Nos ratos doadores de PRP, a média de plaquetas no sangue total foi de
612.000+118.000 plaquetas/pL. ApoOs as centrifugacbes, a média foi de
3.826.000+937.000 plaquetas/pL, ou seja, 6,2 vezes mais plaguetas do que no
sangue total. Nos doadores de PRF, a média de plaquetas foi de 376.000+112.000
plaquetas/uL no sangue total e 38.000£21.000 plaguetas/pL apds a preparacédo do
PRF.
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Anélise morfométrica

Os grupos experimentais ndo apresentaram diferenca quanto a média da area
das feridas no momento inicial (tempo zero) (P=0,911). A tabela 1 descreve a
contracdo das feridas ap0s 7 e 14 dias de P.O. A contracao foi adequada em todos
os grupos (P<0,001 vs. tempo zero), e atingiu uma taxa global de -98,6% no 14¢
P.O. (Figura 9). A contracao das feridas foi significativamente maior no grupo PRF
em comparacdo ao PRP (P=0,030). Contudo, ndo houve significancia na
comparacao dos grupos PRP e PRF com seus grupos controle (P>0,999 e P=0,731,

respectivamente).

Analise histomorfométrica

A concentracdo meédia de colageno aumentou significativamente intra-grupo
do 72 até o 142 dia de P.O. (P<0,001) (Tabela 2). Nao houve diferencas significativas
na concentracao de colageno das feridas, ao longo do periodo de observacéo, entre
os grupos PRP e PRF, quando comparados com seus respectivos grupos controle
(P=0,717).

A concentracdo média de colageno no grupo PRF aumentou 129%, do 72 ao
142 dia de P.O., contra apenas 22% no grupo PRP. No entanto, apesar da diferenca
de 107 pontos percentuais, a comparacdo nao foi estatisticamente significativa
(P=0,380) (Tabela 2).

DISCUSSAO

O presente estudo descreve um modelo, em ratos, de cicatrizacdo de feridas
cutdaneas com PRP e PRF. As feridas foram analisadas no P.O. imediato e
novamente depois de 7 e 14 dias. Em geral, o comportamento das feridas tratadas e
das feridas controle foi semelhante, ao longo de periodo de observacao, quanto a
contracdo da area e concentracao de colageno. A andlise morfométrica sugere que
o tratamento com PRF foi mais eficaz, na aceleracdo da cicatrizacdo, do que o
tratamento com PRP. Entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos quanto a
parametros histomorfométricos, apesar da maior deposicdo de colageno no grupo

PRF, ao longo do periodo de observacgao.
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A reparacdo de tecidos é um desafio constante na area da medicina
regenerativa. A utilizagdo do PRP e da PRF tem sido proposta como forma de
aperfeicoar e acelerar o processo de reparo de tecidos moles e 6sseos, em lesdes
cronicas e agudas (17-22). A adicao de plaquetas a uma ferida, e a liberacdo dos
fatores de crescimento, promove a proliferacdo, diferenciagdo e a quimiotaxia,
induzindo a migracdo de variadas células para o local lesionado (23). Esses
mediadores celulares contribuem para todo o processo de reparo (6, 18, 24, 25).

A aplicacéo clinica do PRP e da PRF tem sido descrita na odontologia (6, 7),
cirurgia bucomaxilofacial (5, 25, 26), traumatologia e ortopedia (6, 11) e cirurgia
plastica (12). Na cirurgia plastica, estética e reparadora, os concentrados
plaquetarios sao utilizados, principalmente, para a restauracdo de tecidos moles (7),
com evidéncias de diminuicdo do tempo cirargico, dor pos-operatéria e edema (27-
29). Também foram relatadas melhora da sobrevivéncia de retalhos e enxertos,
aceleracdo da reepitelizacdo de tecidos e reducédo da incidéncia de infeccbes e
perda de sangue em cirurgias (27, 30). Conforme Cieslik-Bielecka et al. (1),
situacOes clinicas complexas, como feridas de dificil cicatrizacdo, se beneficiam
dessas propriedades antimicrobianas dos concentrados de plaquetas.

Em relacédo aos resultados obtidos em nossa analise morfométrica, a area das
feridas diminuiu significativamente (P<0.001), com ambos os tratamentos, em
relacdo ao tempo zero, de forma consistente com um processo de cicatrizacao
normal (31). Os resultados mostraram maior contracdo da area da ferida com PRF
em relacdo ao PRP (P=0.030). Entretanto, o fato de néo ter sido registrada diferenca
entre a contracdo das feridas tratadas com PRP e PRF, em relacdo as feridas
controle, levanta a possibilidade de um efeito sistémico resultante do modelo
utilizado (emparelhado), devido a proximidade das feridas.

Danielsen et al. (32) também utilizaram um modelo emparelhado para estudar
o efeito da PRF na reepitelizacdo de feridas e, em consonancia com 0S NOSsos
achados, ndo obtiveram resultados superiores quando compararam tratamento e
controle. Referiram, ainda, ndo terem considerado a possibilidade de um efeito
sistémico ao idealizarem o estudo. Por sua vez, Jorgensen et al. (33) relataram um
efeito dose-dependente da aplicacdo tépica do fator estimulante de col6nias de
granulécitos-macréfagos (uma potente citocina) na resposta de um tecido conectivo,
usando um modelo experimental de reparo. A administracdo de uma dose acima de

4 ug desse fator em um brago influenciou a concentracdo de colageno encontrada
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no outro brago (controle) do mesmo paciente, indicando um efeito sistémico no
reparo dos tecidos (33). Nesse caso, questiona-se a ocorréncia desse efeito no
presente estudo — um aspecto que merece investigagdo em outras pesquisas. Outra
explicacao para a auséncia de diferengas, entre os grupos PRP e PRF e as feridas
controle, pode estar relacionada aos achados de Choi et al. (34) e Weibrich et al.
(35). Choi et al. (34) mostraram um efeito dose-dependente do PRP sobre a
osteogénese, segundo o qual a proliferacao de células 6sseas € suprimida com altas
concentragcbes e estimulada com baixas concentracbes. Weibrich et al. (35)
observaram que o PRP em concentragbes acima de 1 milh&o de plaquetas/pL
poderia ter um efeito paradoxal sobre a regeneracdo Ossea. Entretanto, ndo ha
evidéncias desse tipo de efeito na pele, nem tampouco para PRF.

Apesar de muitos estudos clinicos e experimentais demonstrarem resultados
positivos com o uso de PRP e PRF na cicatrizagdo cutanea (36-39), algumas
pesquisas evidenciam resultados contraditérios, ou mesmo ndo comprovam sua
eficacia (40-42). Isso pode ser atribuido aos diversos modelos experimentais
empregados, a variacfes na técnica de preparo dos concentrados de plaquetas e a
diferencas nos tipos de lesdo cutanea estudados. Cieslik-Bielecka' (1) estimou a
influéncia do PRP no processo cicatricial de 64 ratos submetidos a resseccodes
retangulares de pele, no dorso. Analises histolégicas e imuno-histoquimicas
mostraram melhora da cicatrizagcdo no grupo tratado com PRP em comparacao ao
grupo controle, mas essas diferencas ndo foram estatisticamente significativas. Os
autores concluiram que o PRP ndo acelera o processo cicatricial de feridas
cutaneas, semelhantemente ao nosso estudo. Camacho-Alonso et al. (43)
descreveram o efeito da infiltracdo de plasma rico em fatores de crescimento
(PRGF) na cicatrizacdo de lesbes de lingua, causadas por laser de CO,, em ratos.
N&o foram observadas diferencas significativas entre os 2 grupos (o grupo controle
nao recebeu tratamento) em relacdo a reepitelizacdo das lesbes. Além disso, o
grupo controle mostrou uma resolucdo mais significativa do processo inflamatério,

apos 14 dias.

! CIESLIK-BIELECKA, Agata. Estimation of an influence of the autogenous growth factors on
postoperative wound healing processes in animals and patients with double mandibular
fracture, and patients with chronic wounds. Habilitation work. Medical University of Silesia, 2010
apud CIESLIK-BIELECKA, et al. L-PRP/L-PRF in Esthetic Plastic Surgery, Regenerative Medicine
of the Skin and Chronik Wounds. Curr Pharm Biotechnol, v. 13, n. 7, p. 1266-77, 2012.
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Molina-Mifiano et al. (41) estudaram o uso do PRP na cicatrizagéo da pele de
coelhos utilizando um modelo experimental emparelhado, semelhante ao utilizado
em nosso trabalho. Ap6s 7 dias de P.O., a reepitelizacdo das lesdes foi melhor
naquelas que receberam PRP, assim como a resolucdo do processo inflamatério. No
entanto, apés 28 dias, nenhuma diferenca estatistica foi encontrada entre PRP e
controle, nas 2 variaveis estudadas. Em contraste as observacdes de Molina-Mifiano
et al. (41), Kimura et al. (42) relataram resultados favoraveis com PRP quanto a
forca ténsil das cicatrizes, apés 14 dias, em um modelo de ferida incisional,
suturada, em ratos.

Um aspecto crucial do tratamento com PRF e PRP ¢é a defini¢do rigorosa do
gue constitui esses concentrados e de suas diferencas. Cieslik-Bielecka et al. (1)
afirmam que a principal diferenca entre PRP e PRF €& a arquitetura da fibrina, na
PRF. De acordo com esses autores, € essa estrutura peculiar da matriz de PRF,
mais do que simplesmente o seu conteludo de plaquetas, leucécitos e fatores de
crescimento, que explica, em grande parte, os resultados terapéuticos desse
concentrado (44). He et al. (3) concluiram que a estrutura da matriz de fibrina
possibilita uma liberacdo mais lenta das moléculas sollveis nela presas, o que
resulta em um efeito mais controlado e duradouro. Em nosso estudo, o concentrado
de PRF foi preparado com rigor técnico, tendo-se obtido resultados positivos em
termos de morfometria e de concentracdo de colageno (129% versus 22 %) em
relacéo ao tratamento com PRP.

A PRF & a segunda geracdo dos concentrados plaquetarios (10, 44-47).
Dados clinicos revelam que esse biomaterial pode favorecer uma cicatrizacdo sem
excesso inflamatorio (44). Como a inflamacdo € inerente aos procedimentos
cirargicos, a adicdo da PRF poderia diminuir efeitos prejudiciais, corrigindo excessos
destrutivos durante a cicatrizacdo dos tecidos lesados. Outra vantagem da PRF é a
seguranca da preparacdo, sem manipulacdo bioquimica do sangue, eliminando
reacdes imunogénicas e transmissdo de doencas, uma vez que a trombina ndo é
necessaria para a sua ativacdo (48). Alguns trabalhos apontam, ainda, a
contribuicdo dos leucdcitos nesse biomaterial, tanto pela sua acédo anti-infecciosa,
guanto pela acao de regulacdo imune (47).

He et al. (3) compararam a PRF com o PRP quanto a proliferacdo e
diferenciacdo de osteoblastos de ratos, em estudo in vitro. Os autores concluiram

gue a PRF expressou efeitos mais fortes e duradouros do que o PRP na proliferacao
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e diferenciacdo de osteoblastos. Suzuki et al. (49) compararam a PRF com o PRP,
adicionados a um gel de gelatina, na cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos. A
conclusdo foi que o gel de gelatina foi um carreador efetivo de fatores de
crescimento, e que o gel que continha PRF foi superior ao que continha PRP, na
cicatrizagao de feridas, apoiando nossos achados.

Na auséncia de um preparo padronizado, a variabilidade de produtos obtidos
pode resultar em diferentes efeitos biol6gicos e, consequentemente, influenciar a
capacidade de regeneracao dos tecidos (50). Portanto, como j& foi sugerido (50-52),
€ essencial o desenvolvimento e testagem de protocolos padronizados. O
estabelecimento de um banco de dados clinicos também poderia contribuir para que
mais estudos prospectivos, randomizados e controlados, pudessem ser
adequadamente executados (23, 50, 53).

O presente estudo possui limitacbes que devem ser mencionadas: o modelo
emparelhado e o tamanho amostral, que podem ter influenciado a falta de
significancia estatistica das comparacdes. Além disso, 0s tempos experimentais de 7
e 14 dias de P.O., privilegiaram a observacao da fase de fibroplasia da cicatrizagéo,
sendo que outros achados poderiam ter sido obtidos com um tempo maior, de 21 ou
30 dias, por exemplo. Acreditamos, contudo, que o estudo trouxe contribuicdes
importantes em relacdo ao processo de cicatrizacdo cutanea com PRP e PRF que
poderao ser aplicados para o desenvolvimento de estudos futuros.

Em conclusdo, embora existam grandes disparidades nos resultados
encontrados em diferentes estudos, e nem todos os mecanismos de acdo dos
concentrados plaquetarios estejam claramente elucidados, o uso de biomateriais
terapéuticos tem sido proposto como uma estratégia para potencializar e melhorar a
gualidade da regeneracao tecidual. Apesar do presente estudo nao ter detectado
diferencas significativas entre as feridas tratadas com PRP e PRF e as feridas
controle, os achados sugerem uma resposta superior da PRF, em relacdo ao PRP,
na aceleracdo da cicatrizacdo. Entretanto, novos estudos sdo necessarios para que
se possa otimizar a aplicacdo clinica desses concentrados e elucidar diferentes

aspectos, como a possibilidade de efeitos dose-dependentes, dentre outros.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1 — Modelo experimental.

Figura 2 — Aplicacéo do PRP.

Figura 3 — Aplicacédo da PRF.

Figura 4 — Ferida cutanea aos A) 7 e B) 14 dias de P.O. Os pontos cinzentos no
entorno da ferida referem-se a tatuagem para demarcacao da area original.

Figura 5 — Curativo com Tegaderm™ Film.

Figura 6 — Detalhe da membrana de PRF.

Figura 7 — Representacdo dos campos selecionados em cada ferida no A) 72 e B)
142 dias de P.O. para a captura das imagens.

Figura 8 — Progressao do processo de contagem de colageno de ferida cutanea
usando o Image-Pro® Plus. A) Captura da imagem sem polarizacdo. B) Captura com
polarizacéo. C) Selecédo do colageno da imagem. D) Contagem do colageno a partir
da selecao realizada na imagem.

Figura 9 — Fotografias do A) P.O. imediato, B) 72 e C)14¢ dias de P.O.
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Figura 9

Tabela 1 - Médias geométricas (minimo-maximo) para as areas das feridas (analise
morfométrica) com suas respectivas taxas percentuais de contracdo
Tempo de P6s-Operatério (dias)

0 7 14
Tratamento area, mm° area, mm° A% area, mm’ A%
PRP 177,8 (96,4 -243,8) 59,6 (21,1 -111,9) -66,5 3,3(0,1-241) -981
C-PRP 172,3 (92,6 -255,3) 59,9 (19,7 -126,4) -65,2 3,0 (0,6 -9,2) -98,3
PRF 171,9 (64,8 -270,8) 35,0 (2,4 -130,0) -79,6 11(0,1-7,5) -99,2
C-PRF 166,5 (66,6 -283,0) 39,4 (4,1-116,4) -76,3 1,6 (0,1-12,4) -98,9

A%: taxa percentual de contracdo; PRP: plasma rico em plaquetas, C-PRP: controle do PRP,
PRF: fibrina rica em plaguetas, C-PRF: controle da PRF; P[tempo]<0,001 e P[tratamento x
tempo]=0,022 obtidod em modelo linear misto

Tabela 2 — Medidas descritivas para a concentragdo de colageno
nas areas (mm?) das feridas cutaneas (analise histomorfométrica)
segundo tratamento e tempo

Tempo (dias) PRP C-PRP PRF C-PRF
7 1,54+1,02 1,11+0,29 0,97+0,34 1,19+0,79
14 1,88+1,04 2,16+1,06 2,22+1,08 2,44+0,99

A% 22% 95% 129% 105%

Os dados sdo apresentados como médiatdesvio-padrdao; A%:
variagdo percentual; PRP: plasma rico em plaquetas,
C-PRP: controle do PRP, PRF: fibrina rica em plaquetas,
C-PRF: controle da PRF; P[tempo]<0,001 e
P[tratamento x tempo]=0,380 obtidos em andlise de variancia de
medidas repetidas.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the effect of platelet-rich plasma (PRP) and platelet-rich fibrin
(PRF) on cutaneous wound healing in rats by comparing treated and control wounds.
Methods: Forty-eight Wistar rats were used in the study. Two wounds with 1-cm
diameter, of total skin thickness, were excised from the back of the animals and
treated with either PRP or PRF and saline (paired model). The wounds were
evaluated immediately after the procedure and after 7 and 14 days using
macroscopic (photographs) and microscopic (histology) methods. The photographs
were used to measure the area of wounds in order to analyse contraction
(morphometric analysis). Histological data were used to determine collagen
concentration (histomorphometric analysis).

Results: Morphometric analysis revealed statistically significant time effect (P<0.001)
and treatment group effect (p=0.022) over the observation period. The rate of wound
contraction was higher in PRF-treated wounds than in PRP-treated (p=0.030). In the
histomorphometric analysis, mean collagen concentration, on the images of the
experimental groups, increased significantly (p<0.001) from day 7 to day 14. There
was wide variation in the percentage of collagen concentration: 129% in the PRF
group vs. 22% in the PRP group. However, the comparison was not statistically
significant (p=0.380). No statistical differences were observed between the PRP and
PRF groups and their controls in any of the studied variables.

Conclusion: The present results suggest that PRF was superior to PRP for

cutaneous wound healing in rats.

Key Words: Wound Healing. Platelet-Rich Plasma (PRP). Platelet-Rich Fibrin (PRF).
Platelet-Derived Growth Factor. Skin. Growth Factors. Regenerative Medicine.

Animal Models. Wistar Rats.
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INTRODUCTION

Knowledge concerning wound and scar healing and the many factors that
impact this process are a major concern in plastic and reconstructive surgery. In that
context, the search for therapies that accelerate tissue healing and decrease edema
and scarring (1) has led, among other options, to the development and testing of
platelet concentrate technologies. Such technologies are based on the rationale that
wound treatment with growth factor containing autologous platelet concentrates may
stimulate tissues, promoting repair and modulating inflammation (2, 3). Platelet
growth factors are capable of inducing angiogenesis, activating vascular growth and
fibroblast proliferation, with consequent increase in collagen synthesis (4, 5), thus
contributing to wound healing.

Two types of concentrates have been tested in humans and animal models:
platelet-rich plasma (PRP) and platelet-rich fibrin (PRF) (6-8). Despite having in
common a high concentration of platelets, these two concentrates differ in the
manner of preparation (PRP requires platelet activation by calcium chloride and
thrombin, whereas PRF requires only centrifugation of blood samples) and physical
structure, with PRF featuring a natural architecture that is thought to protect growth
factors against proteolysis, prolonging the therapeutic action (1, 3).

The use of platelet concentrates has been reported in several fields (7, 9-12).
However, only limited evidence is available on the efficacy of concentrates for
cutaneous wound healing. Also limited is the number of articles comparing PRP and
PRF in this scenario. Finally, ethical, and even esthetic, concerns often prevent the
performance of skin biopsy for strictly experimental purposes in human beings.

Therefore, the objective of the present study was to evaluate the effect of PRP

and PRF on cutaneous wound healing in a rat model.

METHODS

Protocol

This investigator-blinded, controlled experimental study was carried out with
48 adult (>60 days) Wistar rats (rattus norvegicus albinus), with mean body mass of

254 g selected at random from the animal facility at the Medical Training Laboratory
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at the Catholic University of Rio Grande do Sul (PUCRS), Porto Alegre, Brazil.
Because the animals were born and raised in the facility, no acclimation period was
required. During the experimental stage, all animals received standardized rat chow
and water ad libitum. They were kept in individual autoclavable polypropylene boxes
in a ventilated environment, with temperature of 22°C and controlled humidity
(55+15%) in a 12-hour dark/light cycle.

A paired model was used. Cutaneous wounds were surgically produced in the
dorsal region of the rats (Figure 1). In each animal, one of the wounds was treated
with PRP or PRF (Figures 2 and 3). The other wound was treated with 0.9% saline
and served as control for the treated wound. Morphometric analysis (photographs) to
evaluate wound contraction based on the change in wound area was performed on
days 0, 7, and 14. Histomorphometric analysis (microscopy) to quantify collagen
concentration in the wound was performed on days 7 and 14, following the
harvesting of skin samples and histological processing.

The protocol was approved by the Animal Research Ethics Committee at
PUCRS (CEUA 10/00205).

Experimental groups

Of the 48 animals, 8 were used as blood donors: 4 for PRP and 4 for PRF
extraction. Forty animals were randomly distributed into four groups: 1) treated with
PRP and saline and evaluated on day 7; 2) treated with PRP and saline and
evaluated on day 14, 3) treated with PRF and saline and evaluated on day 7; and 4)

treated with PRF and saline and evaluated on day 14.

Surgical procedure

All procedures were performed by the same surgeon (FCC). After being
weighted, the animals were anesthetized with an intramuscular injection of ketamine
(60-80 mg/kg) and chlorpromazine hydrochloride (1.6-2.0 mg/kg), following Brazilian
guidelines for animal research (Resolution 879/2008) issued by the Federal Council
of Veterinary Medicine.

A 1-cm circle was stamped on the back of animals to determine the area of the
wounds. The wounds were made using a punch instrument and set at least 1.5 cm

apart. Prior to removal of the skin, four spots were tattooed with methylene blue using
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an 18G (1.20 x 40 mm) needle at positions 0 — 3 — 6 and 9 hours in relation to the
stamped circle. The tattoo served as a parameter of the original wound area after
complete re-epithelization (Figure 4).

PRP or PRF were applied on left side wounds and 100 pL of 0.9% saline were
applied on the right side (control wounds). The wounds were then covered with clear,
sterile polyurethane film (Tegaderm Film™, 3M Health Care, St. Paul, USA) to
prevent loss of PRP or PRF (Figure 5) (13). The animals were kept in individual
containers. The film fell spontaneously or was removed after 48 hours.

The animals were euthanized after 7 or 14 days with overdose of the same
drugs used for anesthesia. The eight donor animals were euthanized by

exsanguination.

Preparation of platelet-rich plasma and platelet-rich fibrin

Blood aliquots (6 mL) were obtained by cardiac puncture in donor rats
following anesthesia as described for the surgical procedure.

For PRP, a 6 mL blood aliquot was placed in a Falcon tube containing citrate
dextrose-A solution (20% of total blood volume) to prevent coagulation and
centrifuged twice (2). After the first centrifugation at 1,800 rpm (250 g) for 10 min,
blood was separated into a supernatant (platelet-poor plasma or PPP), platelet-rich
buffy coat, and red cells. The supernatant (PPP), buffy coat (platelet concentrate),
and some red cells were collected using a micropipette and transferred into a tube for
a second centrifugation at 3,600 rpm (1,000 g) for 10 minutes (14). The resulting
supernatant containing PPP (approximately two thirds of the total volume) was
aspirated and placed in a Falcon tube for further use in platelet calibration.

The precipitate (10% of the total blood volume) at the bottom of the centrifuge
tube corresponded to PRP. For the surgical procedures, PRP was calibrated at a
concentration of 1,000,000 platelets/uL. For PRP activation, a solution containing
1,000 U/mL of thrombin and 100 mg calcium chloride was added (1:1) yielding a gel
as described in the literature (15, 16).

A mixture containing 50 yL PRP and 50 uL of the calcium chloride-thrombin
solution was applied to the wounds. Platelet count was performed before and after
the last centrifugation in 100 pL of whole blood and 100 uL of PRP.
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For PRF, a 6 mL aliquot of blood was placed in a Falcon tube without
anticoagulant or thrombin, and centrifuged at 3,000 rpm (400 g) for 10 minutes.
Three layers were obtained, with PRF found in the intermediate layer. The resulting
PRF clot was removed from the tube (Figure 6) and separated from the remaining
blood, to be applied directly to the lesion.

Platelet count was performed on a whole blood sample and in a PRF sample
at the Veterinary Analysis Laboratory at UFRGS, using an automated blood cell
counter (CELM, model CC530) (Companhia Equipadora de Laboratérios Modernos
Barueri, Brazil).

Morphometric analysis

Immediately after the surgical procedure (day zero), and also on the 7th or
14th postoperative days the animals were anesthetized and wounds were
photographed using a digital Sony DSC W7 camera (7 megapixels) (Sony
Corporation, Tokyo, Japan). Flash was used in all photographs, which were taken at
a distance of 15 cm. Images were obtained with manual white balance and saved as
JPEG files, 3,072 x 2,304 pixels, 24 bit color.

Using Adobe® Photoshop® CS5 Extended, v. 12.0x32 (Adobe Systems
Incorporated, USA), drawings of each image were obtained and transferred to a
digital morphometry software. The same examiner (TBA) performed all analyses and
was blinded to wound group (treatment or control). The analysis and measurements
of wound area (mm?) were performed using Image-Pro® Plus software v. 4.5.1

(Media Cybernetics, Inc., Silver Spring, USA).

Histomorphometric analysis

Histological slides were analyzed using an optic Zeiss Axioskop 40
microscope with magnification of 50x. A camera (CoolSNAP™-Pro cf, Media
Cybernetics, Inc., Silver Spring, USA) was coupled to the microscope and to a
computer to capture the images. The photographs were taken with manual white and
gray balance, under fixed-intensity light. All images were recorded in uncompressed
TIFF format, with resolution of 1,392 x 1,040 pixels and 24-bit color. Picrosirius-
stained slides were photographed for quantification of collagen. For that purpose,

normal light and polarized light photographs were obtained from each slide.
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For 7-day histological slides, 9 fields were selected per wound: 3 from the
central portion, 3 from the right border and 3 from the left border (from top to bottom).
Because the wound area was smaller in 14-day slides, 4 to 6 fields were selected
starting from the center of the wound (2 or 3 to the left and 2 or 3 to the right, from
top to bottom) (Figure 7). All the images were analyzed using Image-Pro® Plus.

Polarized-light microscopy allowed collagen quantification in each photograph
taken from sections of the wound (white-green areas). Photographs taken from the
histological slides were analyzed by a specialist (TBA) blinded to lesion group
(treatment or control) (Figure 8).

Statistical analysis

Sample size was calculated taking into account a significance level (a) of 5%
and 90% power to detect a difference between standardized group means = 1.5
standard deviation (E/S=1.5). For these parameters, 10 animals were required per
group, with two paired wounds per animal. Comparison of the groups concerning
wound contraction (morphometric analysis) was performed with a mixed linear model
(MLM) for repeated measures and post-hoc Sidak test. Data were log-transformed
prior to this test. The results were expressed as percent contraction rates (A%).

For collagen concentration (histomorphometric analysis), analysis of variance
(ANOVA) for repeated measures was used. Significance was set at a=0.05. Data
were processed and analyzed using the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) v. 21.0.

RESULTS

At 14 days, clinical evaluation revealed that the wounds were almost
completely healed. There were no complications and no deaths resulting from the

procedure. No signs of infection were observed.

Platelet count

The mean number of platelets in whole blood of PRP-donor rats was
612,000+118,000 platelets/uL. After PRP preparation, platelet count was
3,826,000+937,000/uL, that is, a 6.2 time increase in relation to whole blood. In PRF-
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donor rats, whole blood platelet count was 376,000£112,000 platelets/uL. Mean
platelet count following PRF preparation was 38,000+21,000 platelets/uL.

Morphometric analysis

Baseline wound area (day zero) was similar in the four wound groups
(P=0.911). Table 1 describes wound contraction after 7 and 14 days. Contraction
was adequate in all groups (intragroup P<0.001 vs. day zero), with an overall
contraction rate of —98.6% on day 14 (Figure 9). Wound contraction was significantly
higher in the PRF group vs. the PRP group (P=0.030). Nevertheless, no differences
were observed in wound contraction when PRP and PRF wounds were compared to
control wounds (P>0.999 and P=0.731 respectively).

Histomorphometric analysis

Mean collagen concentration increased significantly in the four groups
between postoperative day 7 and 14 (P<0.001) as shown in Table 2. However, no
differences were observed in collagen concentration between the PRP and PRF
groups vs. their controls (P=0.717).

Mean collagen concentration increased 129% in the PRF group vs. 22% in the
PRP group. Nevertheless, this difference did not achieve statistical significance
(P=0.380) (Table 2).

DISCUSSION

The present experimental study describes a rat model of cutaneous wound
healing with PRP and PRF analyzed at zero, 7, and 14 days postoperatively. The
behavior of wounds was similar in the treatment and control groups after 7 and 14
days regarding wound contraction and collagen deposition. Morphometric analysis
indicated that PRF was more favorable than PRP treatment, in acceleration of wound
healing. However, there were no differences between groups in histomorphometric
parameters, despite a greater amount of collagen found in the PRF group at the end
of 14 days.

Tissue repair is a challenge in the field of regenerative medicine, and use of

PRP and PRF has been proposed as a way to improve and accelerate the healing



172

process of soft tissues and bone in chronic and acute injuries (17-22). The
application of platelets to a wound, and the ensuing release of growth factors,
promotes proliferation, differentiation, and chemotaxis, inducing the migration of
various cells to the injured site (23). These cellular mediators contribute to the entire
repair process (6, 18, 24, 25).

Clinical applications of PRP and PRF have been described in the literature, in
dentistry (6, 7), oral and maxillofacial surgery (5, 25, 26), traumatology and
orthopedics (6, 11), and plastic surgery (12). In cosmetic and reconstructive plastic
surgery, platelet concentrates are used especially to restore soft tissue (7), with
evidence of reduced surgical time and postoperative pain and edema (27-29).
Improved survival of grafts and flaps, with acceleration of tissue re-epithelization and
reduced incidence of infection and blood loss has also been reported (27, 30). As
stated by Cieslik-Bielecka et al. (1), complex clinical situations, such as poorly
healing wounds, benefit from the antimicrobial properties of platelet concentrates.

Regarding the results obtained in our morphometric analysis, wound area
decreased significantly (P<0.001) with both treatments as compared to time zero,
consistently with a normal healing process (31). There was no delay in tissue healing.
The results showed greater collagen concentration in the wound with PRF vs. PRP
(P=0.030). However, the fact that no difference was noted between collagen
concentration in treated vs. control wounds suggests the possibility of a systemic
effect associated with the paired model, resulting from the proximity between treated
and control wounds.

Danielsen et al. (32) also used a paired model to study the effect of PRF on
epithelization of wounds. Like us, they did not observe improved results with PRF
compared to controls. The authors note that they did not foresee the possibility of a
systemic effect, when the study was planned. Jorgensen et al. (33) studied a dose-
dependent effect of topical application of granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor (a potent cytokine) on the response of connective tissue, using an
experimental model of repair. The administration of a dose >4 ug of this factor on one
arm influenced the concentration of collagen found in the control arm in the same
patient, signaling an effect on systemic tissue repair (33). The occurrence of such an
effect should be considered in the present study — an aspect that deserves further
investigation. Another explanation for the lack of difference between our PRP and

PRF wounds and their controls might be related to the findings of Choi et al. (34) and
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Weibrich et al. (35). Choi et al. (34) showed a dose-dependent effect of PRP on
osteogenesis, according to which proliferation of bone cells is suppressed in high
concentrations and stimulated at low concentrations. Weibrich et al. (35) found that
PRP at concentrations above 1 million platelets/uL might have a paradoxical effect on
bone regeneration. Nevertheless, no evidence of this kind is available for skin or PRF
treatment.

Although many clinical and experimental studies describe positive results with
the use of PRP and PRF in cutaneous wound healing (36-39), some investigators
report contradictory results or else absence of efficacy (40-42). This might be
explained by the numerous experimental models used, technical variations in the
preparation of platelet concentrates, and by differences in the types of skin lesions
studied. Cieslik-Bielecka' (1) estimated the influence of PRP on wound healing in 64
rats submitted to dorsal skin resections. In that study, histological and
immunohistochemical studies showed improved healing in the PRP-treated group
compared to the control group; however, the difference was not significant. Like us,
the authors concluded that PRP does not accelerate the healing process of
cutaneous wounds. Camacho-Alonso et al. (43) investigated the effect of plasma-rich
growth factor infiltration on the healing of CO, lesions on the tongue of rats. No
significant differences were observed in relation to an untreated control group
regarding re-epithelization of lesions. Moreover, resolution of the inflammatory
process was better in the control group after the first 14 days.

Molina-Mifiano et al. (41) studied PRP applied to cutaneous wounds in a
paired rabbit model similar to that employed by us. They reported improved re-
epithelization and resolution of inflammation after 7 days. However, after 28 days, the
behavior of the experimental and control groups were similar regarding the two
variables. In contrast to the observations made by Molina-Mifiano et al. (41), Kimura
et al. (42) reported improvement in tensile scar strength with PRP after 14 days in a
rat model of cutaneous incisional wounds.

A crucial aspect of PRF and PRP treatment is a thorough definition of what

these concentrates are and of their differences. Cieslik-Bielecka et al. (1) state that

! CIESLIK-BIELECKA, Agata. Estimation of an influence of the autogenous growth factors on
postoperative wound healing processes in animals and patients with double mandibular
fracture, and patients with chronic wounds. Habilitation work. Medical University of Silesia, 2010
apud CIESLIK-BIELECKA, et al. L-PRP/L-PRF in Esthetic Plastic Surgery, Regenerative Medicine
of the Skin and Chronik Wounds. Curr Pharm Biotechnol, v. 13, n. 7, p. 1266-77, 2012.
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the main difference between PRF and PRP is the fibrin architecture. According to
those authors, it is the characteristic structure of the PRF matrix, rather than solely
the platelet, leukocyte, and growth factor contents that is largely responsible for the
therapeutic results of this concentrate (44). He et al. (3) propose that the fibrin matrix
architecture allows a slower release of the soluble molecules that it contains,
producing a more controlled and lasting effect (36). In our study, the PRF concentrate
was strictly prepared, yielding better morphometric results and a higher amount of
collagen as compared to PRP (129% versus 22%).

PRF is a second generation of platelet concentrates (10, 44-47). Clinical data
show that this biomaterial might help scar healing without excess inflammation (44).
Because inflammation is inherent to surgical procedures, the addition of PRF can
reduce harmful excess during the healing of injured tissues. Another advantage of
PRF is its simplified processing, with no need for blood handling, eliminating the risk
of immunogenic reactions and disease transmission, since thrombin is not required
for PRF activation (48). Some works have also pointed out a role of the leukocytes
found this biomaterial, which are associated with anti-infectious or immune regulatory
action (47).

He et al. (3) compared PRF vs. PRP regarding the proliferation and
differentiation of rat osteoblasts in vitro. The authors concluded that PRF produced
more lasting and stronger effects on proliferation and differentiation of osteoblasts
than PRP. Suzuki et al. (49) compared PRF and PRP added to a gelatin gel for
cutaneous wound healing in rats. The conclusion was that the gelatin gel is an
effective carrier of growth factors, and that the gel containing PRF was superior to
that containing PRP.

In the absence of standardized preparation, the variability of products obtained
may produce heterogeneous biological effects, with an impact on tissue regeneration
capacity (50). Thus, as already suggested (50-52), it is essential that standardized
protocols be created and tested. The establishment of a clinical database could also
contribute to the planning of additional prospective, randomized, controlled trials to
produce reliable results (23, 50, 53).

The present study has limitations that should be addressed: the paired model
and the sample size, which might have played a role in the lack of significance for the
comparisons, as well as the experimental periods of 7 and 14 days, which emphasize

the proliferative phase of healing. Different findings might have been obtained after
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longer periods, for example 21 or 30 days. We believe, however, that useful insights
were produced in the present study regarding the process of cutaneous wound
healing with PRP and PRF, which can be applied to develop future studies.

In conclusion, despite the great disparity in the results reported by different
studies and the need to further elucidate the mechanisms of action of platelet-rich
concentrates, the use of these biomaterials has been proposed as a strategy to
enhance and improve the quality of tissue regeneration. Even though we did not
detect significant differences between PRP and PRF-treated wounds and control
wounds, our findings suggest a superior response with PRF as compared to PRP.
Nevertheless, new studies are needed to optimize the clinical applicability of these
concentrates and explain aspects such as the possibility of dose-dependent effects,

among others.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 — Experimental model.

Figure 2 — Administration of PRP.
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Figure 3 — Administration of PRF.

Figure 4 — Cutaneous wound at a) 7 and b) 14 days. The gray spots around the
wound were tattooed to serve as reference for the original wound area.

Figure 5 — Tegaderm™ Film dressing.

Figure 6 — PRF clot.

Figure 7 — Representation of fields selected in A) 7-day and B) 14-day histological
slides for capture of images submitted to histomorphometric analysis.

Figure 8 — Collagen quantification in cutaneous wounds using ImagePro® Plus
software. A) Image taken without polarized light. B) Image with polarized light. C)
Software selection of collagen in polarized light image. D) Collagen count based on
selection.

Figure 9 — Wound photographed in A) immediate postoperative period (day zero), B)
day 7, and C) day 14.

Figure 1

Figure 2 Figure 3
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Figure 4

Figure 5 Figure 6

Figure 7
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Figure 8

Figure 9
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Table 1 — Geometric means (minimum-maximum) for wound area with percent contraction rates

Postoperative time (days)

0 7 14
Treatment Area (mm°) Area (mm?) A% Area (mm?) A%
PRP 177.8 (96.4-243.8) 50.6 (21.1-111.9) _ -66.5 3.3(0.1-24.1)  -98.1
C-PRP 172.3 (92.6-255.3) 59.9 (19.7-126.4)  -65.2 3.0(0.6-9.2)  -98.3
PRF 171.9 (64.8-270.8) 35.0 (2.4-130.0)  -79.6 1.1(0.1-7.5)  -99.2
C-PRF 166.5 (66.6-283.0) 39.4(4.1-116.4)  -76.3 1.6 (0.1-12.4)  -98.9

A%: percent variation in contraction; PRP: platelet-rich plasma, C-PRP: platelet-rich plasma control
wounds; PRF: platelet-rich fibrin, C-PRF: platelet-rich fibrin control wounds; P[time]<0.001 and
P[treatment vs. time]=0.022 obtained with a mixed linear model. Negative contraction rates indicate
positive healing response



Table 2 — Descriptive measures for quantification of collagen (mm?)
in cutaneous wounds according to treatment and time

Time (days) PRP C-PRP PRF C-PRF
7 154%1.02 1.113¥0.29 0.97+0.34 1.19+0.79
14 1.88+1.04 2.16+1.06 2.22+1.08 2.44+0.99

A% 22% 95% 129% 105%

Data are presented as meanststandard deviation; A%: percent

variation; PRP: platelet-rich plasma; C-PRP: platelet-rich plasma

control wounds, PRF: platelet-rich fibrin; C-PRF: platelet-rich fibrin
control wounds; P[time]<0.001 and P[treatment vs. time]=0.380
obtained by analysis of variance for repeated measures
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ANEXO A — APROVACAO DO CEP DA PUCRS

s.D,

R EUA- Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
'»31 g TS PRO-REITORIA DL PESQUISA E POS-GRADUACAD
e s COMITE OF ETICA PARA O US0 DL ANIMAIS
Oficio 035/11 - CEUA Porto Alegre, 10 de margo de 2011,

Senhor Pesquisador:

O Comité de Etica para o Uso de¢ Animais apreciou e aprovou
seu protecolo de pesquisa, reglistro CEUA 10700205, intitulado: “Efeito
do plasma rico em plaquetas e da fibrina rica em plaquetas na
cicatrizagao de feridas cutineas em ratos”.

Sua investiga¢so ¢sta autorizada o partir da presente data.
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Profa, Dra. Anamaria Gongalves Feijé
Coordenadora do CEUA/PUCRS
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Prof. Dr. Jefferson Braga do Siiva
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PUCILS | Av. tesrarns, 090 - précio 0, sa1s 334
= | cor 610 €00

Fore/Fan: (55) 23201145
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