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RESUMO

O reparo de tecidos lesionados pode se dar por regeneragao ou
cicatrizacdo, sendo que o inicio desse processo de cura ocorre pela agao de
fatores de crescimento que atuam no sitio da lesdo estimulando a quimiotaxia,
fibroplasia e angiogénese tecidual. A utilizacdo do Plasma Rico em Plaquetas
(PRP) em lesbes teciduais possui grande potencial terapéutico, pois estimula a
cicatrizacdo e a regeneragcdo, desenvolve a neovascularizagdo, reduz o
processo inflamatério e o risco de infecgbes, além de fornecer uma rapida
hemostasia ao local. Por meio da indugao de feridas na regido dorsal dos ratos,
o presente trabalho avaliou o efeito do PRP na cicatrizagdo de feridas
cutaneas, mediante avaliagdo histologica. Foram utilizados 36 ratos albinos
Wistar, no qual duas feridas foram feitas, no mesmo animal, na regido mediana
dorsal. Nada foi aplicado a uma ferida e a mesma foi preenchida apenas com o
coagulo (Grupo Controle), enquanto que na outra aplicou-se o PRP (Grupo
Experimental). Os animais foram eutanasiados no 2° dia (nove animais), no 4°
dia (nove animais), no 7° dia (nove animais) e no 14° dia (nove animais) apos o
procedimento cirurgico, e os espécimes foram processados para analise
microscoépica. Os resultados mostraram que nos periodos avaliados n&o houve
diferengas histomorfolégicas relevantes entre as feridas tratadas com o PRP e
as controle e ndo houve diferengas estatisticas em relacdo as variaveis

estudadas nos dois grupos.

Palavras-chave: Plaquetas; Plasma Rico em Plaquetas; Reparo tecidual.



Abstract

The repair of injured tissues can occur by regeneration or healing, and
the beginning of this healing process takes place by the activity of growth
factors at the injury site stimulating chemotaxis, angiogenesis and tissue
fibroplasia. The use of Platelet Rich Plasma (PRP) in tissue lesions has great
therapeutic potential because it stimulates healing and regeneration, promotes
neovascularization, reduce inflammation and the risk of infection, as well as to
provide rapid hemostasis at the injury site. Through the induction of wounds on
the dorsal region of rats, we evaluated, by histological approaches, the effect of
PRP on wound healing. We used 36 albino Wistar rats in which two incisions
were made on the dorsal medial region. Nothing was applied to one of the
wounds, and thus, it was only filled with the blood clot (Control Group); while the
other wound received PRP (Experimental Group). Animals were euthanized on
day 2 (nine animals), 4 (nine animals), 7 (nine animals), and 14 (nine animals)
after the surgery procedure, and tissue samples were processed for
macroscopic and microscopic analyses. Results failed to show significant

morphometric differences between PRP-treated and control wounds.

Key words: Platelets. Platelet-rich plasma. Healing.
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1 INTRODUGAO

A pele € o maior 6rgado do corpo, indispensavel para a vida humana e
fundamental para o perfeito funcionamento do organismo. Como qualquer outro
orgao, esta sujeito a sofrer agressdes oriundas de fatores patologicos
intrinsecos e extrinsecos que irdo causar o desenvolvimento de alteragdes na
sua constituicdo como, por exemplo, as feridas cutaneas, podendo levar a sua
incapacidade funcional. No Brasil, as feridas acometem a populacdo de forma
geral, independente de sexo, idade ou etnia, determinando um alto indice de
pessoas com alteragcbes na integridade da pele, constituindo assim, um sério
problema de saude publica (MORAIS; OLIVEIRA; SOARES, 2008).

A interrupgdo da continuidade de um tecido corpéreo, em maior ou em
menor extensio, pode ser causada por qualquer tipo de trauma fisico, quimico
ou desencadeada por uma afecgao clinica, que aciona as frentes de defesa
organica para o contra ataque. Qualquer interrupcédo nas camadas da pele
pode resultar no inicio de uma ferida culminando com a cicatrizacdo que
consiste na reparacéo e regeneragao do tecido afetado. Respostas bioldgicas
bastante complexas se manifestam através da proliferagdo celular que ocorre
no interior da lesédo, possibilitando a reposicdo do tecido normal por tecido
conjuntivo fibroso no local de um traumatismo através de uma sequéncia de
eventos moleculares a fim de restaurar o tecido destruido (BLANES, 2004,
VITORETI; NASCIMENTO, 2005; VILLELA, 2007; BLANCK, 2008; CAETANO,
2008).

A reparagdo tecidual é um fenbmeno de grande interesse para os
profissionais da area da saude, pois sua eficiéncia acelera o processo de
reabilitacdo, com subsequente retorno mais rapido ao trabalho, atividades de
lazer e o convivio social (SILVA, 2006).

O inicio do processo de cura pelo estimulo a proliferagdo e migragéo
celular se da pela agao de fatores de crescimento produzidos por macréfagos,
fibroblastos, plaquetas, dentre outros (ABBAS; FAUSTO; KUMAR, 2005).

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma fonte autégena e de baixo
custo de fatores de crescimento (FC), preparado a partir de pequena
quantidade de sangue total retirado do proprio paciente, no periodo pré-

operatorio. O PRP apresenta em sua constituicdo o plasma, os leucdcitos e as
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plaquetas. No plasma estdo contidos diversos fatores de coagulagdo, os
leucocitos que conferem resisténcia natural aos agentes infecciosos e
imunoldgicos, e as plaquetas que sofrem degranulagdo nos sitios de leséo
liberando os FC que influenciam a divisdo celular, a sintese de matriz e a
diferenciagao tecidual. Pelo menos trés fatores sdo derivados dos granulos
plaquetarios: Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), cujas
atividades s&o mitogénese, angiogénese, ativacdo de macrofagos e promogao
de quimiotaxia; Fator de Crescimento Transformante beta (TGF-), que esta
associado a proliferacdo de tecido periosteal e cartilaginoso e ossificagao
endocondral; e o Fator de Crescimento semelhante a Insulina (IGF) que é
mitogénico para as células da linhagem osteoblastica e estimulador da
osteogénese a partir dos osteoblastos diferenciados (BARBOSA et al., 2008).

Acredita-se que o PRP bloqueia a expressao de fatores nucleares e a
acao de moléculas pro-inflamatérias, como as interleucinas, atuando de forma
anti-inflamatdria e analgésica. Sua aplicagdo intralesional ou intra-articular
reduz os sinais clinicos da osteoartrite, acelera a reparacdo e ndo apresenta
nenhum tipo de efeito indesejavel (YAMADA et al.,, 2012). O concentrado de
plaquetas reduz o sangramento, a inflamacéo, a escarificagdo e o tempo de
cicatrizacdo acelerando a reparacéo das ulceras. A concentracédo de plaquetas
no PRP para fins terapéuticos deve ser significativamente maior que a
plasmatica para proporcionar a liberagdo adequada de FCs no local do enxerto
(PAGLIOSA; ALVES, 2007).

Dentre as suas indicag¢des, o PRP tem sido utilizado em cicatrizagao de
Ulceras de compressdo e de grandes areas expostas; na reparagdo e
hemostasia de tecidos; nas osteossinteses e na recomposicao de enxertos
osseos utilizados em traumatologia e odontologia; na cirurgia plastica estética;
em areas expostas da face e cruentas do contorno corporal; em cirurgia e
traumatologia bucomaxilofaciais, dentre outras (UEBEL, 2006).

A fim de facilitar a sua aplicagdo nas feridas ¢€ adicionado ao PRP
trombina e gluconato de calcio que ativam o sistema de coagulagédo e formam
um composto de consisténcia gelatinosa, podendo ser aplicado externamente,
adicionado ao material implantado (medula éssea, por exemplo) ou injetado
diretamente em uma lesdo, como uma matriz de regeneragcdo. Como efeito
imediato, o PRP ira fornecer uma rapida hemostasia e adesao de tecidos

formando um coagulo de fibrina semelhante a uma “cola de fibrina”,
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aumentando a resposta fisiolégica a um trauma e ultrapassando a deposi¢ao
normal de fatores de crescimento e proteinas. O uso do PRP em feridas
beneficia o aumento da reparacédo dos tecidos e uma menor taxa de infeccéo,
dor e perda de sangue (PALLUA; WOLTER; MARKOWICZ, 2009).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizagao histolégica da pele humana

A pele humana é formada pela epiderme, derme e tecido conjuntivo
subcutaneo (VITORETI; NASCIMENTO, 2005). A epiderme é a camada mais
superficial, avascular, e €& composta de cinco camadas: cérnea, lucida,
granulosa, espinhosa e germinativa. Estas varias camadas séo constituidas por
células poliédricas justapostas, com pouca substancia extracelular, organizadas
em folhetos, que revestem a superficie externa e as cavidades do corpo.
Constituem uma barreira contra a penetracdo de microorganismos e agua. A
camada coérnea, mais superficial, proporciona protecao contra traumas fisicos e
quimicos, pois € constituida por células escamosas, produtoras de queratina.
Ja a camada mais profunda, que faz limite com a derme, é a camada
germinativa que apresenta células com capacidade de se multiplicar,
possibilitando a reparacdo das células que se descamam na camada mais
superficial. As outras camadas sao intermediarias. A medida que a célula se
diferencia, ela migra para a superficie e a quantidade de queratina em seu
citoplasma aumenta (GUIRRO; GUIRRO, 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

A segunda camada da pele, localizada abaixo da epiderme, é a derme,
sendo constituida por tecido conjuntivo propriamente dito, apresentando matriz
extracelular e células como fibroblastos, células adiposas e leucdcitos
(neutrdfilos, eosindfilos e linfocitos). O tecido conjuntivo se dispde em duas
camadas: uma profunda ou reticular formada por conjuntivo denso e a outra
superficial ou papilar constituida por conjuntivo frouxo. No processo de
reconstrucdo tecidual é possivel encontrar ainda os miofibroblastos que
auxiliam no processo de contragdo das feridas (BORGO, 2010).

O tecido subcutaneo é composto por tecido conjuntivo frouxo que une a
derme aos 6rgaos subjacentes sendo responsavel pelo deslizamento da pele
sobre as estruturas no qual se apodia, podendo apresentar uma camada
variavel de tecido adiposo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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2.2 Morfologia da pele de roedores

A pele de rato apresenta uma diferenca importante em relagdo a humana
que é a auséncia de um limite definido entre derme papilar e reticular. Além
disso, n&o apresenta tecido adiposo subcutaneo nem tela muscular subcutanea
(SANTOS et al., 2006).

Apesar das diferengas acentuadas entre a pele humana e a do rato, a
sequéncia témporo-espacial do processo de inflamacao/cicatrizagcdo das
feridas cutdneas € a mesma em ambos, evidenciando etapas caracteristicas

como: inflamatdria, proliferativa e de maturagao (CORSI et al., 1994).

2.3 Tipos de feridas

Ferida pode ser definida como o resultado de ilimitada variedade de
injurias traumaticas, isquémicas, cirurgicas ou pressoricas que agridem a
estrutura histo-fisiologica do tecido tegumentar (TAYAR; PETERLINE;
PEDREIRA, 2007).

De acordo com Pereira (2006), as feridas podem ser classificadas em
agudas, quando ha ruptura da vascularizagdo e imediato desencadeamento do
processo de hemostasia com respostas vasculares e exsudativas, e crénicas
quando ha desvio no processo de cicatrizacdo sendo caracterizada por
resposta mais proliferativa do que exsudativa.

Um fator relevante na lesdo epitelial € a profundidade da ferida,
classificada como ferida superficial (envolvendo somente a epiderme), ferida
com perda parcial (envolvendo a epiderme e porgao superior da derme), e a
perda total, com destruicdo da epiderme, derme, tecido subcutaneo, podendo
invadir musculos, tenddes e osso (SANTOS, 2000).

2.4 Processos de cicatrizagao

Pesquisas na area da Biologia Celular e Molecular tém ampliado o
conhecimento das etapas de cicatrizagdo, que sao: fase inflamatoria (0-4 dias),
fase proliferativa (3-14 dias) e fase de maturagdo que corresponde a
deposicdo, agrupamento e remodelagcdo do colageno e regressao epitelial
(GONCALVES-FILHO et al., 2006).
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Na fase inflamatdria o estimulo que deflagra o processo de cicatrizagao
€ a lesdo do endotélio vascular, com exposi¢cao de fibras subendoteliais de
colageno que promovem agregacao e ativacdo plaquetaria. O contato entre
colageno e plaquetas assim como a presenga de trombina, fibronectina e seus
fragmentos, resultam na liberagdo de citocinas e fatores do crescimento. O
coagulo de fibrina formado localmente funciona como molde para as células,
como neutréfilos, monocitos, fibroblastos e células endoteliais. A ativacao
destes elementos celulares tem implicagdes fundamentais em varios aspectos
da cicatrizacdo das feridas, como debridamento, sintese do Oxido nitrico e
angiogénese (FERREIRA et al., 2006).

As principais células do processo de reparo sdo mastoécitos, leucocitos
polimorfonucleares, linfécitos T, macréfagos fibroblastos e células endoteliais,
que migram até o local da lesdo pela corrente sanguinea, numa sequéncia
organizada (BAGIO, 2009). A inflamagao tem inicio logo apds a leséo, sendo
uma resposta natural do organismo ao trauma. Nesta fase o infiltrado
inflamatorio € composto por neutrofilos, que sdo os primeiros a migrarem para
a area da lesao, neutralizando irritantes quimicos e eliminando particulas
estranhas. Logo apos este periodo o infiltrado passa a ser composto por
macrofagos que exercem a fagocitose sobre os agentes agressores e promove
a morte dos microrganismos (RABELO, 2003).

A transmigracado dos neutréfilos para a area lesionada é um fendmeno
precoce do processo de reparo, ocorre quase que de imediato apds sinalizagao
dos neutrdfilos retidos pelo coagulo, macrofagos residentes e células estromais
(BALBINO; PEREIRA e CURI, 2005).

De acordo com Bennett e Schultz (1993) e Klein et al. (2002), o TGF-j,
liberado pelos a-granulos plaquetarios, tem papel importante no recrutamento
de macroéfagos e fibroblastos e na estimulagdo da produgéo de colageno. Os
macrofagos participam ativamente na fase inflamatoria, através do
debridamento tecidual mediante fagocitose promovendo o clareamento da
ferida e liberacdao de citocinas que estimulam a angiogénese e formacéao
tecidual (CAETANO, 2008).

Ainda na fase inflamatéria, os monécitos se transformam em macréfagos
ativados que sao as principais células efetoras do processo de reparo tecidual,
degradando e removendo componentes do tecido conjuntivo danificado, como

colageno, elastina e proteoglicanas. Além desse papel na fagocitose de



18

fragmentos celulares, os macréfagos secretam fatores quimiotaticos que
atraem outras células inflamatérias ao local da ferida e produzem
prostaglandinas, que funcionam como potentes vasodilatadores, afetando a
permeabilidade dos microvasos. Os macrofagos produzem varios fatores de
crescimento, tais como o Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas
(PDGF), o Fator de Crescimento Transformante  (TGF-B), o Fator de
Crescimento de Fibroblastos (FGF) e o Fator de Crescimento de Endotélio
Vascular (VEGF), que se destacam como as principais citocinas necessarias
para estimular a formacgao do tecido de granulacdo (MENDONCA; COUTINHO-
NETO, 2009).

Na fase proliferativa ocorre a neoangiogénese, sintese de colageno
pelos fibroblastos e intensa migragéo celular promovendo a reepitelizagdo. A
matriz extracelular comega a ser substituida por tecido conjuntivo mais forte e
elastico. No final desta etapa o leito da ferida estara preenchido por tecido de
granulagao (HATANAKA; CURI, 2007).

A ultima fase da cicatrizagdo € marcada pela maturagao dos elementos e
alteracbes na matriz extracelular, ocorrendo depdsito de proteoglicanas e
colageno. Com o processo de maturagcao e remodelagem, a maioria dos vasos,
fibroblastos e células inflamatodrias desaparecem do local mediante emigracéo,
apoptose e outros mecanismos de morte celular (MENDONCA; COUTINHO-
NETO, 2009).

Para propiciar e acelerar o processo de cicatrizacdo utilizam-se
coberturas, que se caracterizam como meios terapéuticos aplicados a uma
ferida previamente limpa, cujo objetivo principal € a eliminacdo de fatores
negativos que possam retardar a cicatrizagdo. Os curativos podem ser
subdivididos em primarios, aqueles colocados diretamente sobre a ferida e na
pele adjacente, e secundarios quando instalados sobre o curativo primario
(TAYAR; PETERLINI; PEDREIRA, 2007).

2.5 Plasma Rico em Plaquetas

Os primeiros trabalhos sobre o PRP datam das décadas de 1970 e 1980
quando foi largamente aplicado nos processos de cicatrizagdo de ulceras de
compressao e de grandes areas expostas (UEBEL, 2006). O uso do PRP em

procedimentos cirurgicos teve inicio em 1997, com Whitman et al., em cirurgias
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bucomaxilofaciais como uma alternativa a cola de fibrina por ser de origem
autologa e possuir fatores de crescimento. Em 1998, Marx et al. aprofundaram
os estudos em reconstrucdes mandibulares observando um amadurecimento
mais rapido do enxerto quando associado ao PRP.

O PRP é obtido através da centrifugacdo do sangue autdégeno,
resultando em um pequeno volume de plasma com elevado numero de
plaquetas e fatores de crescimento (VENDRAMIN et al., 2006). Este
componente pode ser obtido mediante uma (MACEDO, 2004; MESSORA et al.,
2009) ou duas centrifugacées (VENDRAMIN et al., 2006; CARMONA, 2006;
BARBOSA et al., 2008).

A centrifugagcdo unica consiste em submeter o sangue a rotagcdo de
5600rpm, durante seis minutos, ao final do que havera a formacao de trés
fragdes. A fracdo superior contera o plasma pobre em plaquetas (PPP), a
fracdo mediana o PRP e a fracao inferior os eritrocitos. A fracdo superior
contendo o PPP deve ser descartada. A fracdo mediana, rica em plaquetas,
deve ser separada, juntamente com 1 a 2mm da fragcdo inferior, para ser
utilizada na regiao 6ssea a ser implantada (CAMARGO et al., 2002).

A centrifugagao repetida em duas etapas foi utilizada por Oyama et al.
(2004) com resultados igualmente positivos. O sangue colhido é centrifugado
por 20 minutos e o plasma sobrenadante resultante, juntamente com 6mm da
fragcdo vermelha, é centrifugado a 400 rpm por 15 minutos. Apds a segunda
centrifugacao, o sobrenadante de coloracdo amarela é descartado, e o material
resultante é utilizado para o enxerto.

De acordo com Carmona et al. (2006), a ativagdo das plaquetas pode
ser realizada por agentes fisioldgicos (trombina, tromboxano, fator ativador de
plaquetas, ADP, colageno, serotonina e epinefrina) e farmacolégicos, como o
cloreto de calcio e os analogos de endoperdxido ciclico. Apds a centrifugacgao,
deve-se adicionar 0,3ml de gluconato de calcio a 10%, para cada mililitro de
plasma, e depois levar ao banho-maria por 15 minutos para a obtengao do gel
que devera ser colocado sobre a ferida cirurgica (VENDRAMIN et al., 2006).

Segundo Vendrusculo et al. (2012), o PRP pode ser obtido basicamente
por trés técnicas: do tubo (manual), centrifugacdo (semiautomatica) e por
aférese (automatica), variando o custo, facilidade de preparagéo, o volume de
sangue necessario e a concentracdo de plaquetas obtida. No primeiro os

custos sdo minimos, o volume utilizado é pequeno e o PRP é facilmente obtido,



20

mas com pequena concentragao de plaquetas. Na centrifugagcéo os custos séao
baixos, porém €& necessaria a aquisicdo de uma centrifuga. O volume
necessario € pequeno e também é de facil obtengado, resultando em maior
concentracdo de plaquetas. O ultimo método é caro, pois sdo necessarios
equipamentos e “kits” especificos, o volume de sangue necessario € grande,
porém se obtém altas concentrag¢des plaquetarias e maior volume de PRP.
Whitman; Berry; Green (1997) descreveram um protocolo de obteng&o
do gel de PRP em substituicdo a cola de fibrina. Estes autores avaliaram o uso
do PRP em varias cirurgias tais como reconstrugbes mandibulares, fissuras
alveolares, fistulas oronasais e implantes osseointegrados. Anitua (1999)
descreveu o protocolo de obtengédo do gel de PRP em humanos, onde o gel foi
aplicado a retalhos gengivais associados a enxertos 0sseos ou nao. Nas
analises clinicas e histolégicas concluiu-se que o PRP promoveu melhora na

cicatrizacdo em todos os pacientes quando comparados ao controle.

2.6 Utilizagcao do PRP em feridas

Henderson et al. (2003) avaliaram o uso do gel de PRP em feridas
causadas por queimaduras em suinos e os resultados obtidos demonstraram
que o gel de PRP né&o acelerou a reepitelizagdo, mas induziu uma resposta
inflamatdria intensa promovendo um espessamento do tecido de granulacgéo.
Mazzuco et al. (2004) verificaram que o gel de PRP acelera a cicatrizagcdo em
feridas cronicas.

Uebel (2006) analisou a eficacia do PRP no aumento da integracéo e
crescimento dos microimplantes capilares na cirurgia da calvicie masculina,
concluindo que nos microimplantes banhados no PRP houve aumento do
numero de foliculos e consequentemente maior densidade capilar quando
comparados aos microimplantes do tipo padréo.

Wilson; Barbieri; Mazzere (2006) investigaram o uso de PRP em defeitos
0sseos em coelhos e concluiram que no grupo tratado com o PRP houve
melhor cicatrizagdo e adiantamento de fase de remodelamento. Barbosa et al.
(2008) utilizaram o gel de PRP em fraturas em cées e através de analises
radiograficas notaram que o PRP, associado ao enxerto ou isolado, apresentou
precocidade e uniformidade de radiopacidade.

Rossi Junior et al. (2008) examinaram a utilizagdo de PRP em enxertos
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O0sseos para reparagao de defeitos 6sseos e observaram que o PRP foi um
auxiliar importante e seguro nas cirurgias de enxertos maxilares.

Fresno et al. (2009) avaliaram a uso de PRP em enteroanastomose
experimentais em suinos e notaram que no grupo tratado com PRP houve
aumento de tecido fibroso e de granulagdo, e que isto poderia proporcionar
melhor resisténcia na ferida.

Rezende et al. (2007) avaliou o uso de PRP em ulceras troficas
corneanas nao responsiva aos tratamentos convencionais e afirmaram que o
PRP reduziu o sangramento, a inflamagdo, a escarificacdo, o tempo de
cicatrizacao e de fechamento das ulceras.

Scalfani et al. (2005) e Chandra et al. (2007), apds estudarem a agao do
PRP em feridas cutaneas em coelhos, demonstraram que o PRP acelerou a
cicatrizacado tecidual e aumentou a resposta inflamatéria nos locais tratados.
DeRossi et al. (2009) estudaram o uso de PRP na cicatrizagao de feridas em
equinos e verificaram que o0 seu uso acelerou em quatro vezes a reparacao
tecidual em relagédo ao grupo controle.

Crovetti et al. (2004) avaliaram o efeito do PRP em ulceras cutaneas
cronicas chegando a conclusdo que o PRP promoveu melhora e beneficios no
tratamento de feridas cutaneas crénicas. Vendramin et al. (2006), ao utilizarem
o PRP em cicatrizagao de feridas, observaram uma diminuicdo mais rapida no
tamanho da lesao, bem como o desenvolvimento de um tecido de granulagao
de melhor qualidade, com uma vascularizagdo mais intensa. Em casos de
enxertos cutaneos, as regides doadoras de pele que receberam curativo com
PRP mostraram-se menos doloridas a primeira troca e com reepitelizacdo da
ferida mais rapida.

Pallua; Wolter; Markowicz (2009) avaliaram o uso de PRP em
queimaduras e concluiram que o PRP pode promover algum grau de melhora
em lesdes agudas e crbnicas, estimulando a cicatrizacdo dérmica e
aumentando a taxa de aderéncia em enxertos cutaneos

Maia et al. (2009) induziram tendinite através da colagenase em ambos
0s membros anteriores de seis equinos e trataram com PRP ou solugéo salina.
Apoés avaliagao histologica eles observaram que o grupo tratado com PRP
apresentava o tendao flexor digital superficial mais organizado, com fibras de
colageno e fibroblastos melhor arranjados na matriz tendinea.

Dionyssious et al. (2012) avaliaram o efeito da aplicagdo intralesional de
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PRP em ulceras crbnicas e verificaram que o PRP tem efeito positivo no
processo de cura, acelerando a taxa de cicatrizacao de feridas, com diminuicao
dos elementos da inflamag&o aguda, da dor local e infecgdo, presenga intensa
de fibroblastos e melhor organizagéo das fibras colagenas.

De acordo com Dinato et al. (2001) e Everts et al. (2006), o PRP atua na
modulagcdo e aceleragdo dos processos cicatriciais, sendo esses efeitos
decorrentes dos fatores de crescimento contidos nos alfa granulos
plaquetarios. Dentre estes fatores, destacam-se o fator de crescimento de
transformacgao beta (TGF-B), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1) e citocinas, que agem sinergicamente, estimulando a
angiogénese, melhorando o acesso de células inflamatorias para a area de

lesdo, assim modulando a resposta inflamatéria e reparagao tecidual.
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3 PROPOSICAO

Constitui-se proposicao do presente trabalho:

- avaliar a eficacia do PRP na cura de tecido e no processo inflamatério de
feridas induzidas na pele de ratos;

- analisar os diferentes padrbes da resposta inflamatéria e

- caracterizar o infiltrado inflamatorio predominante nas feridas cirdrgicas nas

condi¢des propostas.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Biologia Animal
Integrativa do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Unifal-MG, apds aprovagao
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Unifal-MG, com o registro
n.° 404/2012 (ANEXO A).

4.1 Obtencao dos animais

Foram utilizados 40 ratos albinos Wistar, machos, com peso corporal em
média de 360 gramas e idade aproximada de cem dias, provenientes do
Biotério Central da Unifal-MG. Durante o periodo experimental os animais
foram mantidos no Laboratério de Biologia Animal Integrativa e alojados em
gaiolas, com 5 animais em cada, com agua e ragao ad libidum, em um
ambiente com ciclos de claro/escuro de 12 horas (12h com luz e 12h escuro) e
boa ventilacdo. Apés um periodo de adaptacdo de 10 dias, os animais foram

entdo submetidos aos procedimentos experimentais.

4.2 Preparacao do PRP

Foram escolhidos 4 animais aleatériamente que foram utilizados como
doadores de sangue. Estes animais foram anestesiados com Cetamin® ,
Syntec, Sdo Paulo, Brasil,(30mg/kg de peso) e Anasedan®, Univet S.A, S&o
Paulo, Brasil (6mg/kg de peso), por via intraperitoneal, o ventriculo esquerdo foi
perfurado para a coleta de sangue intracardiaco. Para a obtencdo do PRP,
utilizou-se da técnica adaptada por VENDRAMIN et al. (2006). Foram coletados
3 ml de sangue que foi distribuido em tubos hermeticamente fechados
contendo citrato de sdédio 3,8% como anticoagulante. Os tubos foram
centrifugados em centrifuga padréo, primeiramente por 10 minutos a 2400 rpm
para a producdo do plasma pobre em plaquetas. Este, por sua vez, foi
submetido a uma segunda centrifugagcéo por mais 15 minutos a 3600 rpm para
originar o sobrenadante plasma rico em plaquetas. Para cada volume de
solugcdo contendo o PRP, foi misturada uma solucdo de mesmo volume
contendo cloreto de calcio a 10%. Os tubos foram entdo colocados em banho-

maria a 37°C ate formar um gel. Este protocolo foi realizado momentos antes
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de ser utilizado.

4.3 Protocolo para indugao da ferida e aplicagdo do PRP

Os animais foram anestesiados com uma associagcdo de com
Cetamin® , Syntec, Sdo Paulo, Brasil,(30mg/kg de peso) e Anasedan®, Univet
S.A, Séo Paulo, Brasil (6mg/kg de peso), na mesma seringa, por via
intraperitoneal. Em seguida, foram submetidos a uma tricotomia manual na
regido mediana dorsal, seguindo-se uma antissepsia com solu¢gado de PVPI a
10% (Figura 1).

Duas feridas foram feitas, no mesmo animal, na regido mediana dorsal,
com um punch de 6mm, tomando-se cuidado para que a distancia entre elas
nao fosse menor que 2 cm. Nada foi aplicado a ferida do lado esquerdo sendo
preenchida apenas com o coagulo (Grupo Controle), enquanto que na outra,
apos retirar o excesso de coagulo, aplicou-se o PRP (Grupo Experimental)
(Figuras 1 e 2).

Apos este procedimento, Unico, os animais receberam 0,1ml de
Finador® e foram mantidos em gaiolas individualizadas, com ragédo e agua ad
libidum em um ambiente com ciclos de claro/escuro de 12 horas (12h com luz e
12 h escuro) e boa ventilagdo. Os mesmos foram monitorados sobre qualquer
sinal de infecgdo ou desconforto durante o pré e pds-operatorio até a

eutanasia.

Figura 1: Indugéo da leséo utilizando-se um punch apds tricotomia e antissepsia com PVPI na
regido mediana dorsal
Fonte: Do autor
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Figura 2: Feridas cirurgicas realizadas no dorso dos animais. OPRP" fbi\sempre aplica
ferida do lado direito (seta)
Fonte: Do autor

4.4 Obtencao das laminas

Os animais foram eutanasiados com doses excessivas de Cetamin® ,
Syntec, Séo Paulo, Brasil e Anasedan®, Univet S.A, S&o Paulo, Brasil em qua-
tro periodos diferentes: no 2° dia (nove animais), no 4° dia (nove animais), no
7° dia (nove animais) e no 14° dia (nove animais) do pds- operatério. Foi retira-
do um fragmento de tamanho superior ao da area da ferida, obtendo-se assim,
amostras de tecido lesado e normal. Este material foi fixado em formaldeido 4%
em tampéao fosfato pH 7,4 0,1M por 24 horas, a 4°C. Em seguida o material foi la-
vado em agua destilada abundante, desidratados em uma bateria de graduacao
crescente de etanol (70%, 90%, 95%, 100%), diafanizados em xilol e embebidos
em parafina para microtomia semi-seriada (1:5) em 5 micrometros de espessura.

Os cortes histolégicos foram montados em laminas revestidas com poli-L-lisina a
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10% e submetidos as coloragbes de Hematoxilina e Eosina (HE) para avaliagao

histopatologica.

4.5 Analise microscopica

Os cortes histolégicos foram observados em microscopia de luz, sendo
os resultados expressos em diferentes graus, utilizando-se para tal os
seguintes parametros: presenca de epitélio, crosta, pseudomembrana, grau de
queratinizagdo, tecido de granulagdo, anexos, fibrose, vasodilatagdo e
hiperemia, intensidade e localizagdo do infiltrado inflamatério e as células
inflamatarias.

A analise microscopica foi realizada por dois examinadores (o
pesquisador responsavel pelo trabalho e o docente orientador), sem o
conhecimento prévio dos dados cirurgicos, utilizando-se um microscépio optico
binocular (AxioLab- Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) contendo uma lente
objetiva N-Achroplan de 40X/0,65, resultando num aumento final de 400X. Os
pontos de discordancia, quando existentes, foram reavaliados e estabelecidos
por um consenso dos referidos examinadores. As estruturas analisadas foram
anotadas em formulario proprio (ANEXO B) e posteriormente transferidas para

um banco de dados numa planilha eletrénica do Microsoft Excel.

4.6 Analise estatistica

Para analise estatistica dos resultados obtidos, foi utilizado o Teste
Exato de Fisher para comparagao das variaveis entre os grupos experimental e
controle. Foi adotado nivel de significancia de 5%, ou seja, os dados foram

estatisticamente significantes para p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise macroscopica

A analise macroscopica das feridas nos primeiros dias apds as cirurgias
revelou que os didmetros das mesmas, quando aplicado o PRP, se mostravam
bem reduzidos em relagdo ao grupo controle. Embora em ambos os grupos
tenha sido observada a cicatrizagao das feridas, no grupo PRP este processo

ocorreu mais rapidamente, como ilustrado na Figura 3.

Figura 3: Aspecto cicatricial observado no sétimo dia apds a cirurgia. A ferida em que foi
aplicado o PRP apresentava menor didmetro nesta ocasido (seta)
Fonte: Do autor

As feridas cirdrgicas evoluiram bem, sem sinais de infeccdo ou
deiscéncia em todos os animais dos quatro grupos. A cicatrizagao foi completa,
sendo possivel observar o crescimento de pélos na regido cirurgica, tendo sido

dificil verificar o local do procedimento nos animais sacrificados com 14 dias.
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5.2 Analise microscopica

A analise microscopica dos dois grupos no segundo dia pos-cirurgia
demonstrou que, no Grupo PRP, a area da lesdo apresentava-se menor em
relacdo ao controle, confirmando assim o que foi verificado na analise

macroscopica.

Figura 4: Fotomicrografia ilu um animal do grupo controle. Notar a
acentuada profundidade da ferida e o distanciamento das margens (H.E.)
Fonte: Do autor

. % 5 > "‘” s S T Il
: ida cirirgica de um animal em que foi administrado o
PRP. Observa-se redugdo na profundidade e extensao da ferida cirurgica (H.E.)
Fonte: Do autor
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Em ambos os grupos observou-se auséncia de epitélio na regido

lesionada, com presenca de pseudomembrana serofibrinosa e crosta (Figuras

6e7).
’

p

Figura 6: Nesta |magem verifica-se a presenga de crosta superf|C|aI e, subjacente
pseudomembrana serofibrinosa (seta) revestindo a ferida cirirgica dois dias apds a realizagéo
do experimento no grupo controle (H.E.)

Fonte: Do autor

Flgura 7: No grupo PRP VeI'IfICOU -se tambem a presenga de uma crosta espessa
acompanhada de pseudomembrana (seta) aos dois dias apos a cirurgia (H.E.)
Fonte: Do autor



34

Na regido da derme, nos dois grupos observamos infiltrado inflamatério
distribuido difusamente e intenso, com predominio de polimorfonucleares (seta)
(Figuras 8 e 9).
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Figura 8: No grupo controle, o infiltrado inflamatério era intenso e
predominantemente de polimormonucleares (seta) (H.E.)

Fonte: Do autor
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Figura 9: No grupo PRP, a ferida cirdrgica apresentava aos dois dias um infiltrado inflamatério
polimorfonuclear (seta) porém de menor intensidade (seta) (H.E.)
Fonte: Do autor
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No quarto dia pds-cirurgia, nos dois grupos, as feridas apresentavam-se
recobertas por uma pseudomembrana serofibrinosa e por crosta de menor
espessura. O infiltrado inflamatério era de intensidade moderada (Figuras 10 a
13).
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Figura 10: O grupo controle apresentou um maior nimero de vasos sanguineos na derme e
maioria destes se mostrava com hiperemia (seta). Aos quatro dias, a pseudomembrana
também era menos espessa (estrela) (H.E.)

Fonte: Do autor
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Figura 11: No grupo PRP, a ferida cirdrgica apresentava aos quatro dias um infiltrado
inflamatério menos intenso (estrela) e o tecido conjuntivo apresentava um menor nimero de
vasos sanguineos hiperémicos (seta) (H.E)
Fonte: Do autor
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Figura 12: Nesta imagem notamos que o tecido conjuntivo apresentava um grande nimero de
vasos sanguineos hiperémicos (seta) aos quatro dias no grupo controle (H.E.)
Fonte: Do autor
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Figura 13: No grupo PRP, a ferida cirurgica apresentava aos quatro dias uma redugdo do
infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear (estrela), os vasos sanguineos eram de menor
espessura e apresentavam hiperemia discreta (seta) (H.E.)

Fonte: Do autor
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A derme reticular apresentava, aos quatro dias, tecido de granulacao
imaturo, constituido predominantemente por finas fibras colagenas e vasos

sanguineos (Figuras 14 e 15).

Figura'14 No grupo conrole, o infiltrado iflamaério polimorfonulear (seta) ainda estava
presente, porém com intensidade discreta, apds quatro dias da cirurgia (H.E.)
Fonte: Do autor

Figura 15: Aos ro ' poswel identlflar a foaa de tecido de
granulagao imaturo (seta) em animais do grupo PRP (H.E.)
Fonte: Do autor
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Apos sete dias, em ambos os grupos estudados, observou-se uma
epiderme hiperplasica queratinizada (seta) recobrindo toda a area da ferida
(Figuras 16 e 17).

Figura 16: Epitélio pavimentoso estratificado oFtoqueratinizado (s‘et'é)\ recobrindo toda a
extensao da ferida cirdrgica de um animal do grupo controle aos sete dias (H.E.)
Fonte: Do autor

Figura 17: No grupo PRP, aos sete dias, o eifélio se mostrava hiperplasico (seta) e, no
conjuntivo, o tecido de granulagéo (estrela) apresentava-se numa menor extenséo (H.E.)
Fonte: Do autor
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Em ambos os grupos experimentais, apds sete dias da cirurgia, notamos
a presengca de infitrado celular discreto e difuso (seta) formado
predominantemente por linfocitos, macréfagos e, ocasionalmente, células
gigantes multinucleadas. O tecido conjuntivo apresentava-se com inumeros

fibroblastos e um numero reduzido de fibras colagenas (estrela) (Figura 18).

. W) - . o % -
Figura 18: Grupo controle mostrando epitélio pavimentoso estratificado ortoqueratinizado com
as suas camadas bem distintas e, no tecido conjuntivo, a presenga de um discreto infilirado
inflamatério mononuclear (seta amarela) e o nimero reduzido de vasos sanguineos (seta
vermelha). Observa-se também um grande numero de fibroblastos e fibras colagenas em
menor quantidade aos sete dias (estrela) (H.E.)

Fonte: Do autor
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No ultimo dia analisado observamos que na regido da lesdo os dois
grupos estao recobertos por uma epiderme integra queratinizada. Na derme, no
grupo tratado o tecido de granulagdo estava mais rico em fibroblastos e as
fibras colagenas estavam melhor organizadas se compradas ao controle,
embora os resultados estejam proximos. O grupo controle exibiu maior

quantidade de vasos sanguineos se comparados ao grupo PRP (Figura 19).

Figura 19: Aos 14 dias, o epitélio apresentava-se normal e hiperortoqueratinizado (seta
amarela). No tecido conjuntivo, fibras colagenas (estrela) eram mais abundantes e o infiltrado
inflamatério (seta vermelha) discreto ou ausente em ambos os grupos estudados (H.E.)

Fonte: Do autor
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inflamatério nos diferentes

periodos avaliados, verificou-se uma diminuicdo do infiltrado inflamatério nos

dois grupos (controle e PRP), porém ndo houve diferencas estatisticamente

significativas quando se comparou entre os grupos, conforme podemos

observar na Tabela 1.

Tabela 1 - Intensidade do infiltrado inflamatério

Dias Controle PRP p-
valor
n(%) n (%)
2 dias
Ausente 0 (0,0) 0 (0,0)
Discreto 0 (0,0) 0(0,0)
Moderado 1 (11,1) 0(0,0) 1
Intenso 8 (88,9) 9(100,0)
Total 9 (100,0) 9 (100,0)
4 dias
Ausente 0 (0,0) 0 (0,0)
Discreto 4 (44,4) 2(22,2) 0,619
Moderado 5 (55,6) 6 (66,7)
Intenso 0 (00,0) 1(11,1)
Total 9 (100,0) 9 (100,0)
7 dias
Ausente 0 (0,0) 0 (0,0)
Discreto 6 (66,7) 5 (55,6) 0,619
Moderado 2 (22,2) 4 (44,4)
Intenso 1 (11,1) 0 (00,0)
Total 9 (100,0) 9 (100,0)
14 dias
Ausente 9 (100,0) 9 (100,0)
Discreto 0 (0,0) 0 (0,0)
Moderado 0 (0,0) 0(0,0) 1
Intenso 0 (0,0) 0 (0,0)
Total 9 (100,0) 9 (100,0)

Fonte: Do autor

Quanto as demais caracteristicas, localizacdo do infiltrado inflamatério,

células presentes, vasodilatagéo e hiperemia e tecido de granulagéo, ndo foram

observadas alteragdes estatisticamente significativas.
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Discussao
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6 DISCUSSAO

O desenvolvimento de materiais cirurgicos bioativos é um dos grandes
desafios de pesquisas clinicas que utilizam estes materiais objetivando regular
a inflamacgao e acelerar o processo de cura (NAIK et al.,, 2013). Atualmente
existem inumeras opgdes para o tratamento topico de feridas mas, apesar
desta diversidade, existem poucas evidéncias quanto a eficacia para promover
a cicatrizagdo. Neste sentido, nosso objetivo foi avaliar se o uso do PRP
acelera o processo cicatricial em ulceras cutaneas induzida em ratos, por meio
de avaliacdo microscopica. Utilizamos o rato da linhagem Wistar, como modelo
experimental, pela facilidade de obtencdo, manuseio, acomodacéo e realizagao
do procedimento cirurgico e por ser também amplamente utilizado em outros
estudos experimentais de cicatrizagdo de feridas cutaneas (GARROS, et al.,
2006; ALVES, et al., 2008).

A confecgdo das feridas e a forma de tratamento basearam-se nos
mesmos principios propostos por Molina-Mifiano et al. (2009), com a confecgéo
de mais de uma ferida na regiao central do dorso do animal proporcionando a
analise da cicatrizacao de feridas, bem como, o estudo de curativos ou agentes
topicos para a cicatrizagao.

O coagulo sanguineo humano consiste de 95% de hemacias, 5% de
plaquetas e menos de 1% de leucécitos. Por outro lado, o coagulo sanguineo
obtido através do PRP contem 4% de hemacias, 95% de plaquetas e 1% de
leucocitos possibilitando, assim, uma cicatrizacdo mais rapida e eficiente de
feridas cirargicas e uma regeneragdo éssea mais satisfatoria (NAIK et al.,
2013).

A utilizacdo do plasma rico em plaquetas vem aumentando a cada dia na
pratica clinica, em diversas especialidades, por propiciar uma aceleragao no
processo de cicatrizagao tecidual. A aplicagdo de concentrados autdégenos de
plaquetas em uma area lesionada pode promover uma melhor hemostasia e
acelerar o processo de reparagao (PIETRZAK et al, 2007). Estas acoes
regenerativas do PRP s&o resultantes de trés principais componentes. Num
primeiro momento os fatores de crescimento e as citocinas liberadas do PRP
sdo capazes de estimular a proliferacdo, migracdo e diferenciagcdao de
fibroblastos da derme e células endoteliais. O PRP aumenta o colageno tipo | e

a expressdo de metaloproteinases de matriz (MMPs), sugerindo que o PRP
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tem também potencial para promover o remodelamento tecidual da pele. O
segundo componente é a rede de fibrina que constitui a estrutura do gel de
plaquetas, formando um arcabougo que auxilia e guia a migracdo de células
mesenquimais derivadas das populagdes de células tronco residentes ou
precursoras circulantes das margens da ferida. O terceiro componente é
representado pelas propriedades antibacterianas dos fatores liberados pelas
plaquetas e, provavelmente, pelos leucdcitos presentes no PRP (KIM et al.,
2012).

A acédo do PRP em cicatrizagao de feridas ja foi estudada em inumeros
trabalhos. Pacientes com ulceras crbénicas, tratados com PRP, mostraram maior
area de reparagdo comparados ao grupo de pacientes tratados somente com
solugéo fisioldgica 0,9% (ANITUA, 2007). Vendramin et al. (2006), ao utilizarem
o PRP em cicatrizagao de feridas, observaram uma diminuicdo mais rapida no
tamanho da lesdo bem como o desenvolvimento de um tecido de granulagao
de melhor qualidade com uma vascularizagdo mais intensa.

Corroborando com os autores acima Crovetti et al. (2004) verificaram
que o uso do PRP melhorou e proporcionou beneficios na cicatrizagdo de
feridas crénicas. Dados semelhantes também foram encontrados por Anitua
(1999); Wilson; Barbieri; Mazzere (2006); Rezende et al. (2007); Scalfani et al.
(2005); Chandra et al. (2007) e DeRossi et al., (2009) que em seus
experimentos observaram que o PRP proporcionou fechamento da ferida e
cicatrizacdo mais rapida em comparagao ao grupo controle. Em nosso estudo,
observamos que, macroscopicamente, os grupos tratados com o PRP
apresentaram um processo de reparagao mais acelerado, com diminuigdo da
area da lesdo, em relagédo ao grupo controle, durante todos os periodos de
observagao.

A analise microscopica revelou que nado houve diferengas estatisticas
significantes entre os grupos PRP e controle dentre as variaveis estudadas:
presenca de epitélio, crosta, pseudomembrana, grau de queratinizagao, tecido
de granulacao, fibrose, vasodilatagcao e hiperemia, intensidade e localizagédo do
infiltrado inflamatério e as células inflamatérias nos periodos avaliados, 2, 4, 7
e 14 dias.

Observou-se também um processo inflamatoério bem caracterizado, com
os eventos da inflamacgao ocorrendo em intensidades diferentes para cada fase

avaliada. No inicio, o infiltrado inflamatorio se apresentava difuso e intenso com
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predominio de neutrdfilos. Nos dias seguintes foi se tornando moderado com
maior numero de linfécitos e plasmocitos. Ao sétimo dia o infiltrado inflamatério
ja era discreto constituido por macréfagos e células gigantes multinucleadas e,
por volta do decimo quarto dia, ja estava ausente em ambos 0s grupos.
Segundo Burnouf et al. (2013) a redugdo ou até mesmo a auséncia de
inflamacado no pos-operatério tém sido relatadas com o uso de plaquetas,
devido a acdo dos fatores de crescimento encontrados nos granulos
plaquetarios. A chegada de neutréfilos e macréfagos no local da ferida ocorre
dentro de poucas horas apos a injuria, sendo responsaveis por inciar a
fagocitose do tecido debridado. Apds alguns dias, a fase proliferativa inicia-se e
se caracteriza pela angiogénese, deposi¢cao de colageno, formagao de tecido
de granulacgao, reepitelizacao e contragao da ferida (AKHUNDOQV et al., 2012).

A analise microscopica revelou que o processo de reepitelizacédo teve
inicio por volta do sétimo dia, nos grupos controle e PRP, onde verificamos uma
epiderme queratinizada recobrindo toda a area da lesdo, o que também foi
evidenciado por Santos et al. (2006). Na derme, observamos presencga de
vasos em maior numero, tecido de granulagdo com células mononucleares e
fibras colagenas imaturas e desorganizadas no grupo controle, resultado
semelhante ao encontrado por Lyras et al. (2009) e por Beck et al. (2012)
quando avaliou o efeito biomecéanico e histolégico do PRP no reparo do
manguito rotador em ratos.

A fase proliferativa caracteriza-se pelos processos de fibroplasia,
angiogénese, deposicdo da matriz extracelular e reepitelizacdo. Ocorre uma
intensa proliferacdo e migragéo celular, que atua no reparo dos tecidos epitelial
e conjuntivo. O PRP atua na proliferagao e diferenciagao celular, quimiotaxia e
angiogénese, otimizando o processo de reparo tecidual (GARCEZ, 2012). A
epiderme recupera sua espessura normal por volta do quinto dia apés uma
lesdo com diferenciacdo de células superficiais que produzem uma arquitetura
epidérmica madura com queratinizacdo da superficie (MENDONCA;
COUTINHO-NETO, 2009).

Ja a fase de maturagcédo é representada um processo longo que tem
inicio por volta do 14° dia podendo durar meses. Em nosso estudo sé
visualizamos o inicio desta fase, uma vez que nossos experimentos foram
realizados até o 14° dia, onde observamos a lesao totalmente recoberta por um

epitélio queratinizado e na derme feixes de fibras colagenas bem organizadas.
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Conforme relatado por Maia et al. (2009), ao avaliarem o efeito do PRP em
tendinites de cavalos encontraram neovascularizagdo, melhor organizacao da
matriz extracelular em relagdo a disposicdo das fibras de colageno e dos
fibroblastos e reducdo do numero e tamanho destas células na fase de
remodelagao, sugerindo uma maior maturidade do tecido cicatricial.

Pela capacidade de estimulagcdo proporcionada pelo PRP, promovendo
uma reepitelizacdo mais rapida com maior queratinizagdo associada a uma
menor resposta inflamatéria, verifica-se que o PRP é mais um valioso
instrumento para auxiliar e estimular a cicatrizagdo de feridas. A partir das
vantagens descritas na literatura sobre a utilizagdgo do PRP em lesdes
cutaneas, destacando-se a aceleracdo da cicatrizagao dos tecidos, a inducéo
da integracdo dos enxertos e a redugdo do processo inflamatério, ha a
necessidade de se realizar mais estudos objetivando o aprimoramento da
técnica, a maior aplicagdo na pratica meédica e odontolégica e a melhor
utilizacdo nos procedimentos laboratoriais. Deve ser ressaltado ainda que o
PRP pode ser obtido por um método de facil execucdo e baixo custo,
atendendo as necessidades de servigos publicos de saude, e € uma técnica
segura tanto do ponto de vista imunologico, por ser uma substancia autéloga,
quanto do ponto de vista carcinogénico, por n&o ter sido relatada qualquer

anomalia estrutural nos tecidos neoformados apdés sua utilizagao.
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Conclusao
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7 CONCLUSOES

Nas condigdes em que foram realizados os experimentos, podemos
concluir que:

a) nao houve diferengas histomorfolégicas relevantes entre as feridas
tratadas com o PRP e as controle nos periodos analisados;

b) ndo houve diferencas estatisticas em relagdo as variaveis estudadas

nos dois grupos.
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ANEXO A
MINISTERIO DA EDUCAGAOC w
Universidade Federal de Alfenas . UNIFAL-MG w0
Rum Gabrial Monisio da Silva, 714 Alfonan/MG  CEF 37130-000 u "a' ;i
Fone: (38) 32001000 . Fax: (38) 32001043 ‘it ottt bl |3 it
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Prof lodo Adelfo Costa Hanemann

Prezado Professor,

O projeto sob sua coordenagho, registro n®MBARRIZY intitulado “Avaliagio do efeito do
plasma rico em plaquetas na eicatrizagio de feridas cutineas induzidas em ratos’ esta om
conformidade com os principios éticos exigidos na experimentagio animal, tende sido apreciado ¢
] sadapor essa Comissio,

Por ser verdade, firmo o presente

M- M = =

Prof Dr Carlos Giovani de Oliveira Nascimento
Presidente do CEUA — Unifal-MG
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AVALIAGAO DO EFEITO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS NA

CICATRIZAGAO
DE FERIDAS CUTANEAS INDUZIDAS EM RATOS

Andréa A. S. Mendonga
Orientador: Prof. Dr. Jodo Adolfo Costa Hanemann

ANALISE MICROSCOPICA

01. | Espessura do epitélio normal:
02. | Queratinizagéo do epitélio normal: 0( )N&o 1( )Sim
03. | Grau de queratinizagdo do epitélio normal
1( ) Normal 2( ) Hiperorto 3( ) Hiperpara
04 | Espessura do epitélio na area da lesao:
0 ( ) ausente 1( ) Normal 2 () Atrdfico 3( ) Hiperplasico
05 | Queratinizagdo do epitélio na area da lesdo 0( )Nao 1( )Sim
06 | Grau de queratinizacdo do epitélio na area da leséo:
0( )ausente 1( )normal 2 ( )hiperorto  3( ) hiperpara
07 | Pseudomembrana serofibrinosa 0 ( )Nao 1( )sim
08. | Crosta: 0 ( )ndo 1( )sim
09. | Intensidade do infiltrado inflamatério:
0( )Ausente 1( ) Discreto 2( ) Moderado 3( ) Intenso
10 | Localizagdo do infiltrado inflamatdrio:
0 ( ) ausente 1( ) Difuso 2( ) Subepitelial  3( ) Profundo
11 Células inflamatérias presentes:
Neutrofilos: 0 () ndo 1 ( )sim
12 | Célula Gigante multinucleada gigante 0 ( )ndo 1( )sim
13 | Anexos: 0( )ndo 1( )sim
14 | Vasodilatagao e hiperemia: 0( )Nao 1( ) Sim
15 | Tecido de granulagao: 0( )ausente 1( )Jovem 2( ) Maduro
16 | Fibrose: 0( )Nado 1( )Sim
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