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RESUMO

Para comparar a regeneracao tecidual de feridas dérmicas em coelhos tratados e ndo tratados, de forma
seriada, com diferentes fontes de plasma rico em plaquetas (PRP) gel, bidpsias dérmicas foram feitas na
regi&o dorsal, com auxilio de um punch de 8mm, em que o lado direito foi tratado com NaCl 0,9%® e o
lado esquerdo recebeu aplicacdo de diferentes fontes de PRPs (autéloga, heter6loga e homéloga), nos dias
zero, trés, sete, 10, 14, tendo sido acompanhadas durante 17 dias. Ao final do 17° dia, foi realizada
avaliacdo histopatoldgica das feridas. Do total de 24 animais, seis coelhos (trés machos e trés fémeas)
foram utilizados somente como doadores para obtencdo do PRP homologo gel. Um céo adulto, saudavel,
foi utilizado como doador durante o experimento para o preparo do PRP gel do grupo heterélogo. As
médias das fibras dos grupos autélogo e homdlogo foram muito semelhantes (75,0+13,7 e 73,1£10,2,
respectivamente), quando comparadas as médias obtidas no grupo controle (71,5+10,8). Ja as fibras
colagenas do grupo heterélogo foram inferiores (P<0,05) as dos demais grupos (59,4+11,3). Conclui-se
que a fonte heterdloga produz fibras coldgenas menos organizadas e menos homogéneas, sendo o Ultimo
recurso a ser utilizado para promover uma cicatrizacdo de boa qualidade.
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ABSTRACT

In order to compare the tissue regeneration of dermal wounds in treated and untreated rabbits serially
with different sources of platelet rich plasma (PRP) gel, dermal biopsies were made in the dorsal region
with the aid of an 8mm punch. The right side was treated with 0.9% NaCl and, on the left side, the
different sources of PRPs (autologous, heterologous and homologous) on days 0, 3, 7, 10, 14 were
applied and monitored for 17 days. At the end of the 17th day, histopathological evaluation of the wounds
was performed. From the total of 24 animals, six rabbits (3 males and 3 females) were used only as
donors to obtain the homologous PRP gel. A healthy, adult dog was used as a donor during the
experiment to prepare the PRP gel from the heterologous group. The mean values of the fibers of the
autologous and homologous groups were very similar (75.0+13.7 and 73.1+10.2, respectively), when
compared to the means obtained in the control group (71.5£10.8). The collagen fibers of the heterologous
group were inferior (P<0.05) to the other groups (59.4+11.3). It is concluded that the heterologous
source produces less organized and homogeneous collagen fibers and should be the last resource to be
used in order to promote good quality healing.
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INTRODUCAO

Estudos experimentais sugerem novas opgOes
terapéuticas para solucionar possiveis problemas
no processo cicatricial. Atualmente o plasma rico
em plaquetas (PRP) tornou-se uma opcdo de
tratamento promissor e vem sendo utilizado em
varias areas da salde, como na ortopedia,
odontologia e cirurgia plastica (Monteiro, 2013).

Recentemente pesquisadores descreveram 0S
beneficios do PRP para rejuvenescimento
cutaneo. Na Italia, Readelli et al. (2010) utilizou
0 PRP para revitalizacdo da face e do pescoco e
obteve melhora da textura da pele e redugdo de
pequenas rugas. Uma hipotese para este achado
fo a provavel estimulacdo da producdo de &cido
hialurdnico, o que facilitaria a absor¢do de agua
e, consequentemente, promoveria maior firmeza,
turgor e hidratacdo a pele, contribuindo, assim,
para a formacdo das fibras de colageno
(Banihashemi e Nakhaeizadeh, 2014; Conde
Monteiro et al., 2015).

Na estética, 0 uso do PRP tem contribuido com a
biotecnologia por atuar como ferramenta e adiar
0 processo de envelhecimento cuténeo, sendo um
processo seguro, tolerdvel e pouco invasivo (EL-
Domyati e Medhat, 2013; Santos et al., 2013).0
biomaterial, quando injetado no tecido, aumenta
a capacidade de regeneracdo tecidual por
estimular os fatores de crescimento e ativar a
angiogénese, e, por fim, induzir a sintese de
coldgeno por meio da estimulacdo dos
fibroblastos (Ganceviciene et al., 2012; El-
Domyati e Medhat, 2013; Conde Monteiro et al.,
2015).

O PRP ¢ o derivado do sangue que possui grande
quantidade de plaquetas. Por meio de ativacéo,
estas liberam fatores de crescimento (FC), entre
0s quais se destaca o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), que estimula a
sintese de DNA, a quimiotaxia e a sintese de
colageno, para que ocorra a cicatrizagcdo das
feridas e o reparo tecidual (Kim et al., 2011).

No entanto, ha situacBes que podem inviabilizar
a utilizagdo do PRP autdlogo gel, como
queimaduras de grandes extensdes em que o
individuo ndo possui quantidade ou qualidade
suficiente de pele. Nesses casos, consideram-se
outras fontes de PRPs, como o heterdlogo e o
homologo, sendo este um recurso alternativo
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(Barrionuevo et al., 2015). A hipdtese deste
estudo baseia-se em que 0 uso de outras fontes
de plasma rico em plaquetas possa contribuir
positivamente na cicatrizacdo tanto quanto a
fonte autdloga.

Diante de poucos relatos de estudos sobre o uso
de diferentes fontes de PRPs para avaliar o
processo de cicatrizacdo, objetivou-se averiguar
se diferentes fontes de PRPs podem contribuir no
processo de cicatrizagdo em relacdo a quantidade
e organizacdo das fibras colagenas, evitando-se
um processo cicatricial inadequado.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (Ceua), sob o protocolo
namero 2584, e todo o experimento foi realizado
no Biotério de Experimentagdo Animal da
instituicdo de origem.

Para o estudo, foram utilizados 24 coelhos (12
machos e 12 fémeas) da raca Nova Zelandia, por
150 dias, com peso médio de 3,0+1,0kg,
mantidos em gaiolas individuais, tratados com
racdo peletizada e agua a vontade. Do total de 24
animais, seis coelhos (trés machos e trés fémeas)
foram utilizados somente como doadores para
obtencdo do PRP homdlogo gel (PRPHo). Um
cdo adulto, saudavel, sem raca definida, com
peso médio de 25kg, foi utilizado como Unico
doador durante o experimento para o preparo do
PRP gel do grupo heter6logo (PRPHe). O animal
passou por exames laboratoriais de rotina, que
atestaram sua sanidade, e permaneceu, durante
todo o periodo experimental, em uma baia
individual no Hospital Veterindrio da mesma
instituicdo, recebendo racdo e dgua a vontade.
Foram utilizados seis coelhos (trés machos e trés
fémeas) para confeccdo do PRP do grupo
autélogo gel (PRPA).

Os coelhos foram submetidos & tricotomia na
regido dorsal direita e esquerda, com maquina de
tosa (Andis AGC2-USA), utilizando-se lamina
n®.40 para confecgdo das feridas cirdrgicas. Em
seguida, foram anestesiados com cloridrato de
tiletamina e zolazepan (Zoletil® 50, 15mg/kg-
IM,Virbac, Brasil), segundo protocolo de
Kanashiro e Cassu (2008). Apo6s anestesia, foi
realizada antissepsia da pele com alcool 70%,
demarcacdo do local da lesdo com uma caneta
hidrogréafica e aplicacdo de 0,5mL subcutaneo de
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anestésico local (cloridrato de lidocaina a 2%
com vasoconstritor) em cada lado. As feridas
foram realizadas com auxilio de um punch estéril

de 8mm de diametro, tanto na regido do lado
esquerdo (controle) como do direito (tratado)

(Fig. 1).

Para o preparo dos PRPs aut6logo e homologo,
retiraram-se 4,5mL de sangue da veia auricular
do préprio coelho e de cada coelho doador,
respectivamente, utilizando-se Scalp 25G. Para
cada coelho do grupo PRP heterdlogo,
coletaram-se 4,5mL de sangue da veia jugular
externa do cdo adulto, higido, sem raca definida,
totalizando um volume final de sangue de
13,5mL/dia de aplicacdo. Os sangues (préprio
coelho, céo e coelho doador) foram transferidos
para frascos contendo anticoagulante citrato de
sodio a 3,2% (Santos et al., 2016) (BC
Vacutainer, S8o Paulo, SP, Brasil).

Uma aliquota de material foi retirada de cada
tubo para as contagens automética e manual de
plaquetas (contador automatico Sysmex Poch
Diff 100iV - Roche Diagndstica, Sdo Paulo, SP,
Brasil, e hemocitdmetro, respectivamente). Em
seguida, as amostras de sangue foram submetidas
a uma primeira centrifugacdo (centrifuga Excelsa
Baby 206R, Fanem®, S&o Paulo, SP, Brasil) a
200 gravidades (G) por 10 minutos, o que
permitiu a formagdo de duas camadas: uma
inferior, vermelha, com as hemdcias, e outra
superior, esbranquicada, com plasma e plaquetas.
Entre essas duas camadas, havia uma faixa fina e
esbranquicada, denominada zona de névoa,
contendo leucocitos e plaquetas maiores.

Todo o plasma e 200uL da zona de névoa foram
pipetados para um tubo seco e estéril e
encaminhados para nova centrifugacdo (400G
por 10 minutos). Além disso, foram transferidos
mais 200uL da zona de névoa para um tubo seco
e estéril. Ap6s a segunda centrifugacéo,
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Figura 1.A - tricotomia da regido dorsal. B - marcagéo para confeccdo das feridas.

formaram-se dois niveis distintos: um superior,
amarelo, e outro no fundo do tubo, vermelho,
que correspondem, respectivamente, ao plasma
pobre em plaquetas (PPP) e ao botdo eritrocitico-
plaquetério. O sobrenadante (PPP) foi
descartado, e 200uL da parte correspondente ao
botdo eritrocitico-plaquetério foram transferidos
para o tubo contendo a zona de névoa
previamente separada. Em seguida, este tubo foi
homogeneizado com o intuito de ocorrer a
dispersdo das plaquetas e a formacgdo do PRP,
totalizando 400pL. Neste momento, realizou-se a
contagem de plaquetas, tendo como referéncia
minima a quantidade de 1.000.000/mm?para ser
considerado plasma enriquecido. No momento
do tratamento da ferida, adicionou-se ao tubo o
gluconato de célcio a 10%, na proporc¢do de 4:1
(400pL de PRP para 100pL de gluconato de
calcio) para a formagéo do gel. O volume final
de PRP gel de todas as fontes foi de 0,5mL
(Oliveira-Filho et al., 2008).

Com as feridas prontas, o lado considerado
controle (esquerdo) foi tratado com NaCl a 0,9%,
e no lado tratado foi inserido o respectivo gel
(autologo, heterdlogo ou homologo). Feito isso,
ambas as feridas foram protegidas com rayon
estéril e curativo adesivo (Band-Aid®, Johnson &
Johnson do Brasil-Industria e Comércio de
Produtos para Salde Ltda). Apds o
procedimento cirdrgico, 0s animais receberam
cloridrato de tramadol (0,5mg/kgiM, Teuto
Brasileiro S/A-Anapolis-Goias,Brasil), em um
periodo de 12/12 horas, durante trés dias
consecutivos (Fig. 2).
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A higienizacéo (NaCL a 0,9%) e a aplicacéo dos
diferentes PRPs gel foram realizadas, de forma
seriada, nos dias trés, sete, 10 e 14
Anteriormente a cada aplicacdo, foi realizada a
mensuracdo em milimetros das bordas das
feridas, com auxilio de um paquimetro digital
(DC-60 Western®, Sdo Paulo, SP, Brasil). As
medidas obtidas foram usadas para calcular o
percentual da &rea remanescente de ferida em
relacdo a area inicial (PAFR), utilizando-se a
seguinte formula: PAFR = (AM/ALI) x 100%, em
que PAFR é o percentual da area de ferida em
relacéo a area inicial, Al=érea original da ferida
no dia zero e AM=éarea mensurada em cada
momento de avaliagdo. As feridas foram
fotografadas em todos os dias de avaliagdo,
empregando-se uma camera digital (Nikon®,
Téquio, Japdo).

No 17° dia, foi realizada a bidpsia, com auxilio
de um punch de 8mm de didmetro, abrangendo
area central e borda das feridas para avaliagdo
histolégica e observagdo da fase inicial de
remodelacdo (Vendramin et al., 2010).

O procedimento anestésico utilizado foi
semelhante ao modelo adotado para inducdo das
feridas. Ap0s a retirada das amostras de pele, os
fragmentos foram fixados em solugéo de formol
tamponado a 10%, por 24 horas, e, em seguida,
incluidos em parafina. Cortes de 5um de
espessura foram corados com picrosirius-red
F3BA, para identificacdo das fibras colagenas
por analise morfoldgica (Lattouf et al., 2014). A
analise histoldgica foi realizada pelo mesmo
patologista, sem o conhecimento prévio das
fontes de PRPs.

Para quantificar e avaliar o colageno, foi
utilizada a técnica de polarizagdo com o corante
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Figura 2.A - Feridas realizadas com punch 8mm. B - Lado esquerdo: ferida controle j& tratada com NaCl
a 0,9%, e lado direito: colocacdo do PRPgel (seta).

picrosirius-red F3BA (Lattouf et al., 2014). A
coloracdo com picrosirius permite uma analise
quantitativa simples e sensivel para medicdo de
colageno e proteinas contidas em cortes de
tecido. Com essa técnica, é possivel quantificar
os colagenos maduro e imaturo. No sistema RGB
(Red, Green, Blue), as fibras de colageno
maduro, tipo I, mais espessas e fortemente
birrefringentes, aparecem em amarelo, laranja e
vermelho; enquanto as fibras do colageno
imaturo, tipo Ill, mais finas, dispersas e
fracamente birrefringentes, aparecem em verde.
Por meio desse método, é possivel quantificar a
area ocupada por tipo de coldgeno em cada
campo predeterminado do corte histoldgico
(Greca et al., 2009; Coleman, 2011).

Para a captacdo das imagens, utilizou-se
microscépio da marca Leica DMLB 80, ligado a
uma camera DC 300 FX sob luz normal. As
imagens foram obtidas com o analisador de
imagem Leica Q-Win e analisadas por meio de
um software (versdo 3 para Windows para
andlise histoldgica). Foram, entdo, selecionados
aleatoriamente trés campos da area de
cicatrizagdo. As imagens foram capturadas com
padronizagcdo de objetiva de aumento de 20
vezes, intensidade méxima de luz do
microscépio e polarizagdo em plano de 90°.

Os valores relativos ao percentual da area
remanescente da ferida em relagdo a area inicial
foram comparados entre grupos controle e
tratado pelo teste t ndo pareado. O teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis foi usado para
avaliar as diferencas das porcentagens de fibras
colagenas entre as feridas tratadas e ndo tratadas
de cada fonte de PRP. Ja os testes de Bartlett e
Tukey foram utilizados ao se compararem as
fibras colagenas dos diferentes grupos de
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tratamento. Todas as andlises foram conduzidas
com auxilio do programa R, considerando-se
nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo plaquetaria média final dos
coelhos foi de 1549,2/mm>+383,0 e a do céo foi
de 1330,0/mm® o que evidencia um aumento
aproximado de cinco vezes o valor inicial
(309,8/mm>+76,6 e 266,0/mm?®, respectivamente)
e corrobora o resultado de Del Carlo et al.
(2009), os quais relataram que, para que haja um
efeito terapéutico, a concentracdo plaquetaria
deve estar acima de 1000,0/mm® Na presente
pesquisa, o protocolo de centrifugacdo foi ade-
quado para obtencdo de PRP de boa qualidade,
semelhante ao descrito por Vendramin et al.
(2009).

Com relagdo as diferentes fontes de PRP, o
PRPHo gel mostrou-se tdo eficiente quanto a
fonte de PRPA gel em comparacdo a
cicatrizagdo, organizagdo e quantidade de fibras
colagenas. Macroscopicamente, o uso de PRP
heterdlogo gel proporcionou um fechamento da
ferida tdo bom quanto aqueles proporcionados
pelos grupos autdlogo e homologo gel (Fig. 3).
Como o PRP ¢ rico em fatores de crescimento,
ainda que estes sejam de outros animais da
mesma espécie e também de espécies diferentes,
vale ressaltar que, mesmo quando aplicados de

forma seriada, os diferentes tipos de PRPs ndo
ocasionaram efeito negativo, por exemplo,
rejeicéo.

Barrionuevo et al. (2015), ao compararem 0
efeito do uso de diferentes fontes de PRPs
(aut6logo, heterélogo e homoblogo) gel sobre o
processo de cicatrizacdo de feridas cuténeas,
concluiram que, independentemente da fonte, seu
uso melhora e acelera o processo de cicatrizagdo.
No presente estudo, verificou-se que as fontes
autéloga e homéloga produziram uma fibra mais
densa e homogénea, mas ndo houve uma
aceleragdo da cicatrizago.

A partir do 14° dia pos-lesio, as éreas
remanescentes das feridas diminuiram em todos
0s grupos (Tab. 1), mas especialmente nos lados
tratados com as diferentes fontes de PRP. Os
achados do presente estudo sugerem que a
migracdo celular e a diferenciacdo dos
miofibroblastos ocorreram de forma similar em
todos os protocolos. Kane et al. (2015)
utilizaram a fonte autdloga de PRP pos-implante
de protese de tornozelo e verificaram auséncia de
diferenca entre grupos para promover a
aceleracdo da cicatrizacdo. Em contraste com
esses resultados, Ostvar et al. (2015) observaram
que feridas tratadas com PRP autélogo tiveram
uma reducdo significativamente mais rapida da
lesdo, quando comparadas ao controle.

Tabela 1. Valores médios e desvios-padrdo do percentual das &reas remanescentes das feridas (A=
controle), (B= tratada) de coelhos tratados com plasma rico em plaquetas (PRPs) autélogo, heter6logo e

homélogo, em diferentes dias

Fontes de PRps
Autologo Heterdlogo Homdlogo

Dias A B A B A B

3 90,7+17,4 85,9+13,3 81,7+£14,0 76,1+13,1 86,8+25,6 92,1+44,2

7 94,1+26,9 74,7+£10,4 72,9+19,2 61,4+13,8 70,6+26,0 75,7+£37,1
10 82,8+33,4 52,4+25,7 58,5+28,9 48,9+£10,9 51,0£9,2 51,9+34,2
14 42,3+43,6 28,4+23,4 19,3+28,6 15,6+12,2 13,7£11,1 12,3+12,7
17 9,7+6,7 41429 3,547,9 3,2+4,7 2,224 0,3+0,6

O lado tratado com os PRPs autblogo e
homélogo  sobressaiu-se em relacdo a
organizagdo das fibras coldgenas quando
comparado ao lado controle e ao grupo
heterdlogo (Fig. 3). Pazzini et al. (2016)
obtiveram maior proliferacdo de fibroblastos e
colagenizacdo (P>0,05) ao usarem o PRP
autélogo em cirurgia reconstrutiva de padréo
axial toracodorsal em coelhos. Seu estudo
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revelou ainda que a utilizacdo do PRP foi capaz
de estimular a angiogénese e de contribuir para
promover e favorecer o processo de cicatrizagéo,
por aumentar a formacdo de novos vasos de
pequeno e médio calibres, aumentando a
vascularizacéo e reduzindo os indices de necrose.
No presente experimento, ndo foi verificada
necrose tecidual na aplicacdo de diferentes fontes
de PRP. Moreira (2016), ao estudar as fibras
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colagenas de coelhos tratados com PRP aut6logo
gel, wverificou também um aumento na
angiogénese das feridas tratadas quando
comparadas as do grupo controle. Ganceviciene
(2012) verificou que, quando injetado, o PRP
promoveu aumento da regeneracdo tecidual por

PRP autéloao

e &

controle

secre¢cdo de fatores de crescimento que
estimulam uma melhora na vascularizagdo
tecidual, na angiogénese e na indugdo da sintese
de colageno, por meio da estimulagcdo dos
fibroblastos.

PRP heteréloao

.

S
PRP homélogo

Figura 3. Fotografia mostrando o aspecto macroscopico das lesdes ao final do 17° dia dos grupos

controle, PRPA, PRPHe e PRPHOo gel, respectivamente, representados pelas letras A, B, C e D. Coloragéo
com picrosirius (aumento 200x): E- (controle); F- (PRPA); G- (PRPHe); H- (PRPHo0). Observou-se
menor vascularizacdo, maior organizagdo e maior homogeneidade das fibras colagenas em relacdo ao
PRP heterélogo (G). Avaliacdo da coloragdo com picrosirius a luz polarizada (aumento de 200x): I-(
controle); J- (PRPA); K- (PRPHe); L — (PRPHOo). Nota-se a birrefringéncia do colageno, que evidencia a
formacdo e a organizacgdo das fibras coldgenas quando comparadas as do grupo controle.

Na Fig.4, foi possivel observar que as médias das
fibras de colageno das fontes autdloga e
homéloga gel foram semelhantes as do grupo
controle, e a média da fonte heteréloga foi
inferior as outras trés do grupo tratado (P>0,05).
Quarteiro et al. (2015), em seu estudo com ratos
tratados com PRP homoélogo gel no reparo de
lesBes musculares, descreveram que, na primeira
avaliagdo feita aos sete dias, a quantidade média
de colageno foi significantemente menor nas
lesdes tratadas com PRP em relagdo as lesdes
controle, o que sugere uma possivel reducéo do
periodo do processo inflamat6rio ou alteracdo da
liberagdo de citocinas. Observagdo semelhante
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foi verificada no presente estudo, em que 0s
grupos tratados com fontes de PRPs autéloga e
homologa apresentaram menor quantidade de
fibras coldgenas quando comparados ao grupo
controle, porém estas se mostraram mais
organizadas e homogéneas. Marques et al.
(2017), ao quantificarem o coldgeno em feridas
dérmicas de coelhos tratadas com PRPHe,
concluiram que o uso desta fonte é capaz de
induzir a producdo de colageno, sem aumentar
sua quantidade ou acelerar o processo de
cicatrizagdo. Além disso, os autores alertam que
seu uso deve ser uma alternativa somente quando
ndo houver disponibilidade das fontes autéloga
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ou homdloga. Decalzi et al. (2013) justificaram o
emprego do PRP ao verificarem que, sob
condi¢des inflamatorias, o biomaterial pode
aumentar a producdo de componentes
relacionados ao sistema endocanabinoide, ao

elevar significativamente seus mediadores e,
consequentemente,  produzir  maior  efeito
analgésico no local da lesdo, o que ndo é
observado quando a ferida é tratada apenas com
solucdo fisiologica.

EELELET

'
—_—

.

CONTROLE Autdlogo  Heterélogo

TRATADO

Homdlogo

Figura 4. Porcentagem de formacdo das fibras colégenas dos grupos controle e tratados com diferentes
fontes de PRPs gel. As linhas do interior dos boxes denotam 50% dos dados — mediana; as linhas
superiores, 75% dos dados; e as inferiores, 25% dos dados. As linhas externas ao boxe indicam os limites

maximos e minimos apés o 17° dia.
CONCLUSOES

Conclui-se que as fontes de plasma rico em
plaquetas autéloga e homologa, quando aplicadas
de forma seriada, sdo alternativas seguras e
capazes de produzir fibras colagenas organizadas
e homogéneas, o que favorece 0 processo
cicatricial. A fonte heter6loga, apesar de produzir
colageno, devera ser o altimo recurso utilizado
para promover uma cicatrizagdo de boa
qualidade.
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