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RESUMO

Introducio: O plasma rico em fibrina (PRF) é biomaterial de origem autéloga que acelera o processo
de cicatrizacdo de tecidos moles e duros. Esse concentrado plaquetdrio, também tem outras vantagens
como simplicidade de técnica, rdpida obtencdo, baixa morbidade e baixo custo.

Objetivo: Avaliar os efeitos do PRF no reparo de tecidos moles em defeitos ndo criticos na regiéo
de dorso nasal de coelhos.

Método: PRF foi produzido a partir de sangue venoso coletado de 15 coelhos. Dois defeitos néo
criticos, em envelope supraperiosteal com cerca de 15mm de didmetro foram criados no dorso
nasal de cada animal. Todos foram tratados de forma diferenciada; o primeiro foi preenchido com
membrana de PRF (grupo caso) e o segundo apenas divulsionado e suturado bordo a bordo (grupo
controle). Os animais Foram submeﬁ(?os a eutandsia na 29, 4° e 62 semanas de pds-operatério.
Foram realizadas andlises histolégicas e histomorfométricas das pecas anatémicas colhidas.

Resultado: No grupo controle apés 2 semanas, o epitélio estratificado ortoqueratinizado exibia
entre 8-10 camadas de estratificacdo e, na drea condizente ao leito cirdrgico, néo foi encontrada
a presenca de glandulas sebdceas, sudoriparas e foliculos pilosos. O grupo caso apresentou 6-7
camadas de estratificacdo, sendo possivel observar a presenca de anexos cuténeos na drea da
operacdo. Apés 4 semanas o grupo referente ao controle encontrava-se com epitélio estratificado
exibindo entre 6-7 camadas de estratificacdo, e discreta neoformacéo de anexos cutdneos. O grupo
PRF encontrava-se com 5-8 camadas de estratificacdo e apenas 1 pequena porcéo da drea operada
ndo havia a presenca dos anexos. Em é semanas o grupo controle apresentava a pele com aspecto
usual, entrefanto exibia quantidade menor de anexos cutdneos quando comparada & regido ndo
operada. O grupo caso apresentou de 7-9 camadas de estratificacéo e intensa quantidade de
anexos cutdneos.

Conclusdo: PRF mostrou ser material promissor para a aceleracéo do reparo de tecidos moles.
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Mensagem Central

A terapéutica a partir do uso de bioengenharia
tecidual ou de substancias que proporcionem
fatores de crescimento fecidual possui indmeras
aplicabilidades em  cirurgia  ortopédica e
oro-maxilo-facial, seja na recomposicdo de
tecido duro, ou em moles que necessitem de
preenchimento. Consfitui abordagem ferapéutica
fundamental em dreas de reconstrucdes de
deformidades craniofaciais que possuam tamanho
critico em loci perdidos por cistos ou tumores.

ABSTRACT

Introduction: Fibrin-rich plasma (PRF) is an autologous biomaterial that accelerates the healing
process of soft and hard tissues. This platelet concentrate also has other advantages such as technical
simplicity, rapid production, low morbidity and low cost.

Objective: To evaluate the effects of PRF on soft tissue repair in non-critical defects in the nasal
dorsum region of rabbits.

Method: PRF was produced from venous blood collected from 15 rabbits. Two non-critical defects, in
a supraperiosteal envelope with approximately 15 mm in diameter, were created on the nasal dorsum
of each animal. All were treated diﬁerently; the first was filled with PRF membrane (case group) and the
second was simply divulsed and sutured edge to edge (control group). The animals were euthanized
in the 2nd, 4th and 6th weeks postoperatively. Histological and histomorphometric analyses of the
anatomical specimens collected were performed.

Result: In the control group, after 2 weeks, the orthokeratinized stratified epithelium exhibited
8-10 layers of stratification and, in the area corresponding to the surgical bed, the presence of
sebaceous glands, sweat glands and hair follicles was not found. The case group presented 6-7
layers of stratification, onc?it was possible to observe the presence of cutaneous appendages in
the area of the operation. After 4 weeks, the control group had stratified epithelium exhibiting 6-7
layers of stratification and discrete neoformation of cutaneous appendages. The PRF group had
5-8 layers of stratification and only 1 small portion of the operated area did not have the presence
of appendages. After 6 weeks, the control group presented the skin with a normal appearance,
however, it exhibited a smaller amount of cutaneous appendages when compared to the non-
operated region. The case group presented 7-9 layers of stratification and an intense amount of
cutaneous appendages.

Conclusion: PRF proved to be a promising material for accelerating soft tissue repair
KEYWORDS: Growth factors. Platelet-rich fibrin. Tissue repair.

Perspectiva

A capacidade da  regeneracdo  tecidual
proporcionada pelo plasma rico em fibrina (PRF)
mimetiza o processo reparador desencadeado
pelo plasma rico em plaquetas (PRP), ie, o
actmulo de plaquetas remanescenfe quando
ativada pelo préprio coldgeno da drea a ser
enxerfada promove sitios de adeséo plaquetdria,
condico que favorece a degranulacgo das
plaguetas. Como consequéncia desta inferagdo
plagueta / co/dgeno ocorre cascata de eventos
que culminam em liberacéo de citocinas, e fatores
de crescimento, em permeio ao codgulo de
fibrina. Nesta pesquisa, péde-se evidenciar que o
PRF melhora o processo de cicatrizacgo.
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INTRODUCAO

terapéutica a partir do uso de bioengenharia

tecidual ou de substancias que proporcionem

fatores de crescimento fecidual possui
inbmeras aplicabilidades clinicas em cirurgia ortopédica e
oro-maxilo-facial, seja na recomposicéo de tecido duro,
ou em fecidos moles que necessitam de preenchimento.
Constitui abordagem terapéutica fundamental em éreas de
reconstrucdes de deformidades craniofaciais que possuam
tamanho critico em loci perdidos por cistos ou tumores.'2
Reconstrucdo tecidual ideal deve combinar material com
“scaffold” biocompativel a elementos celulares, que
ndo promoque reacdo do enxerto vs. hospedeiro e que
também proporcione ambiente tecidual que mimetize a
histofisiologia da homeostase comum e a morfostase do
local a ser regenerado.®

Supde-se que o uso imediato de substancias autélogas
que proporcionem sintese e secrecdo de fatores de
crescimento poderia ser considerado técnica plausivel na
reconstrucdo de defeitos. Young e Medawar4 revelaram
sucesso no reparo de nervos periféricos de animais
selados com plasma sanguineo.® Este estudo, por sua vez,
parece ter sido pioneiro no uso da técnica de selante de
fibrina na cirurgia geral. O produto usado nas operacdes
proporcionados por Helena Matras consistia em mistura
de fibrinogénio e trombina, formando codgulo local que
recobria a drea ferida. A evolucdo natural deste método
transformou os selantes histéricos em concentrados
plaquetdrios quando as plaquetas foram adicionadas
a férmula. Os primeiros protocolos desta combinacdo
de plasma rico em plaquetas foram denominados de
autologous  platelet-derived wound  healing  factors
(PDWHF). O teor plaquetdrio baseou-se na premissa
de que plaquetas ativas sdo responsdveis por secretar
inbmeros fatores de crescimento os quais, em hipdtese
podem promover diferenciacdo celular, bem como
proporcionar niveis de formacdo de matriz extracelular
adequada. Apesar de sua hipdtese atrativa, indmeras
pesquisas descrevem que o uso apenas do PRP pode
ndo ter efeito desejado, causando por vezes impacto
negativo na drea a ser regenerada, como exemplo efeito
mielofibrético-simile na drea intradssea.®

Esses efeitos contraditérios acerca do PRP motivaram
Choukroun et al.” a desenvolver uma segunda geracdo dos
concentrados plaquetdrios, denominado de Plasma Rico
em Fibrina (PRF). Nesta insténcia, com a centrifugacdo do
sangue periférico, a formacé&o e fracionamento fisiolégico
do codgulo, agora, séo ativados sem a necessidade de
uso prévio de anticoagulantes, o que faz do PRF alternativa
plausivel ao crescimento.

Apesar dos bons resultados demonstrados por
Choukroun etal.” e outros autores, 8 ainda faz-se necessdrio
estudos adicionais em outros centros de pesquisa para
pautar o real efeito do PRF no processo cicatricial.

O obijetivo desta pesquisa foi analisar os efeitos do
plasma rico em fibrina (PRF) no reparo de defeitos n&o
criticos realizados em derme na regido de dorso nasal de
coelhos, induzidos por cicatrizacdo em primeira infencdo
e comparar esses resultados com os efeitos da cicatrizacdo
de pele em primeira intencéo, sem uso de biomateriais.

C

METODO

Este trabalho foi realizado na Faculdade Evangélica
Mackenzie - FEMPAR. Ele aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUAs/FEMPAR), protocolo no.
3211 /2017 e seguiu os principios éticos na experimentacdo
animal, preconizados pelo Conselho Nacional de Controle
da Experimentacdo Animal (CONCEA).

Utilizou-se 15 coelhos brancos, fémeas, adultos, da
raca Nova Zelandia, sem doencas prévias, com idade
variando entre 350-370 dias e com peso que entre 2450-
3500 g. Todos foram submetidos ao mesmo procedimento
cirdrgico, com a utilizagdo de 2 dreas cirdrgicas diferentes,
as quais receberam diferentes tratamentos, um utilizado
PRF (n=15) e outro considerado controle (n=15). Ainda,
os animais de ambos os grupos foram alocados em 3
subgrupos correspondentes ao periodo da eutandsia (22,
42 ou 6° semana pés-operatéria). Vale ressaltar que, para
cada coelho, os tempos de eutandsia estipulados foram
determinados por randomizacéo-sorteio afim de que ndo
houvesse viés. Os animais foram mantidos em biotério
préprio da IES, identificados e pesados. Foram mantidos a
temperatura ambiente, alimentados com rac&o de origem
industrial prépria para a espécie (Presence Coelhos) e
4gua ad libitum. Estabeleceu-se ciclo dia e noite normal e
iejum de 12 h anterior as anestesias.

Os animais foram anestesiados
administracdo de solucdo estéril de cloridrato de quetamina
a 5% na proporcdo de 60 mg/kg e xilazina na proporcdo
de 10 mg/kg. A anestesia foi considerada efetiva quando
o animal apresentava-se imével ao manuseio.

através da

Técnica para obten¢do da amostra de sangue venoso
periférico

Realizou-se tricotomia do pescoco. Como a veia
jugular externa é localizada lateralmente & linha mediana
e superficialmente & veia jugular interna e artéria carétida,
para localizé-la foi realizada palpacéo do pescoco para
localizagdo da traqueia. Lateralmente a ela, indo em
direcdo & mandibula, a veia jugular externa se bifurca na
veia maxilar e na veia linguofacial. A veia jugular externa
normalmente se localiza entre a traqueia e o @ngulo da
mandibula (Figura 1). Para obtencdo da amostra de
sangue foi puncionada a veia jugular externa, com a
utilizacdo de um scalp no 23.

Apés a puncdo conectou-se tubo vacuette 9ml
permitindo a coleta do sangue. Foram retirados cerca de
6 ml de cada coelho e transferidos imediatamente para a
centrifuga.

Obtencdo do PRF

Para obtencdo do plasma rico em fibrina foi
utilizado método simplificado. A producdo foi feita
simultaneamente aos procedimentos cirdrgicos. Segundo
o protocolo proposto, obteve-se o PRF através de
técnica de centrifugacdo, com a utilizacdo de centrifuga
comum (Figura 2A). Esta centrifuga permite a colocacdo
de até 12 tubos de 15 ml que podem ser centrifugados
simultaneamente.
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Fonte: Nelson et al.?

FIGURA 1 — Desenho esquemdtico ilustrando local ideal da puncédo
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Fibrin clot (PRF)

Red corpuscules base.

Fonte: Naik et al.10

FIGURA 2 — A) Centrifuga analégica Montserrat modelo 80-20b; B)
desenho esquemdtico do sangue apds processamento;
C) aspecto do sangue apés centrifugacdo

Os tubos foram centrifugados & 1800 rpm por 10 min.
Apés esta centrifugacdo estabeleceu-se 3 niveis distintos
(Figura 2B), onde a parte inferior era constituida por
camada composta por glébulos vermelhos; a camada
intermedidria por concentrado PRF propriamente dito -
que resultava na formacdo de andaime tridimensional de
fibrina -, e a superior por plasma pobre em plaquetas
(Figura 2C).

Procedimento cirdrgico

Foi realizada a tricotomia na regiGo do crénio
estendendo-se até a regido dorso nasal de cada coelho
(Figura 3A), seguida por antissepsia com escovas
contendo PVPI degermante, seguindo-se para lavagem
com soro fisiolédgico 0,9%, secagem, e, por fim, nova
antissepsia com a utilizacdo de PVPI tintura. Campos
cirdrgicos estéreis adaptados & regido cobriam a drea
dos procedimentos iniciais.

A drea cirrgica, previamente foi infiltrada por 1 ml de
lidocaina 2% com adrenalina 1:100.000: Duas incisées
foram realizadas na regido dorso nasal supraperiosteal
em formado de envelope, expondo a regido subcutanea.
Apds a incisdo foi realizada divulsdo, separacdo
atraumdtica dos tecidos através dos planos naturais de
clivagem, onde um dos defeitos recebeu a membrana de
PRF (Figura 3B), previamente removida dos tubos com

C

auxilio de pinca anatémica, e apds ambos os defeitos
foram suturados bordo a bordo com pontos simples
(Figura 3C).

FIGURA 3 — A) Tricotomia da drea a ser operada; B) membrana de
PRF pronta para uso; C) defeito recebendo a membrana
de PRF notando-se abaixo caso j& suturado

Pés-operatério

Concluido o procedimento anestésico-cirirgico, os
animais foram colocados isoladamente em suas gaiolas
e em sala prépria para a recuperacdo anestésica; eram
mantidos no mesmo local e nas mesmas condicées do
pré- operatério, recebendo 50 mg de cefazolina sédica
por 3 dias; a ampolade 1 g foi diluida para 20 mls e 0,1
mg de morfina por dia durante 3 dias; a ampola de 10
mg foi diluida em 10ml.

Obtencdo das pecas anatémicas

Os coelhos sofreram eutandsia através da
administracdo endovenosa rdpida de tiopental sédico
a 2,5%, na proporcdo de 10 mg/kg. As eutandsias
ocorreram em 2, 4 e 6 semanas do pés- operatério (5
coelhos em cada subgrupo). Foi realizado 1 retalho
de espessura total envolvendo as 2 incisdes cirlrgicas
realizadas previomente, para obtencdo das pecas
anatémicas.

Preparo das pecas anatémicas e andlise histolégica

As pecas cirirgicas obtidas foram mergulhadas
em solucdo formalina a 10% por 48 h, e cada peca
foi hemiseccionada, de modo a obter plano de corte
no centro do defeito para que toda extensdo da
drea a ser estudada fosse avaliada. Apds, as pecas
cirfrgicas seguiram para processamento de inclusdo e
emblocamento em parafina. Obtidos os blocos, realizou-
se cortes seriados com espessura de 5mm, e estes foram
corados com H&E.

Método para andlise histomorfométrica

Foram selecionados todas as extensdes dos campos
referentes ao centro do defeito. As imagens foram
observadas em microscépio de luz acoplado & cdmera
de captura de imagem para obtencdo de imagens
digitais. Inagens da cdmera de Neubauer foram obtidas
com finalidade de estabelecer graduagdo & mensuracéo
linear para as imagens da amostra. No programa Paint
(Windows, Microsoft) as escalas foram estabelecidas
com icone Pincel. Acionando tamanho das barras,
foi definido a partir do quadriculado visualizado na
cémara, a mensuracdo para cada objetiva. Baseado
neste principio, estabeleceu-se a escala de 0,2 mm
para objetiva de 4x e 50 pm para aumento de 10X e
40X (Figura 4). Uma legenda com barras e valores
correspondentes foi adicionada as imagens obtidas
das amostras, nos respectivos aumentos, e as imagens
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foram andlisadas através da delimitacdo de drea
correspondente a 0,5 mm2.

LY ¥

FIGURA 4 — Estabelecimento da escala com auxilio dos programas
de imagem

Os pardmetros histomorfométricos foram analisados
com auxilio de programa de andlise de imagens - Image
Tool 2.00. Cinco imagens contendo dreas de enxerto
foram capturadas, mensuradas no programa Paint e
salvas em JPEG.

Neste programa, com o arquivo confendo imagem em
JPEG aberto, o primeiro passo foi informar a ele o padrao
de escala da foto. O icone “settings” foi selecionado,
seguido de “calibrite spatial measurements” (para calibrar
em micrémetros o espécime a ser analisado). Apds esta
selec@o, o icone “drea” era escolhido e aplicado. Através
do icone “drea” foi selecionado o perimetro de osso
maduro, osso imaturo, fibrose e drea medular. A cada
estrutura pré-determinada selecionada o programa nos
fornecia, através de planilha, a respectiva drea em mm?2.
Apés a selecdo da drea, o marcador “cont and tag” foi
utilizado para mensurar o volume tecidual até atingir
média de 2 mm2 presentes em cada campo. Os dados
dos campos histolégicos analisados foram alocados
em planilha do programa Microsoft Excel, fornecendo
nimeros finais em dreq, bem como a porcentagem de
cada estrutura analisada.

Dados
mononuclear e

infiltrado  neutrofilico,

foram quantificados

esclerose,
fibroblastos,
por escore células contabilizados na drea cirdrgica

como

determinados da seguinte forma: Escore O - de 0 a 1%;
Escore 1 —entre 1 a 25 ; Escore 2 - entre 25 a 50%; Escore
3 - maior que 50% de células contabilizados na drea
cirdrgica. A Tabela 2 na secdo de resultados demonstra o
valor MODA (maior frequéncia) determinada para cada
parémetro averiguado.

Andlise estatistica

As  varidveis  consideradas  nas  andlises
histomorfométricas do estudo foram: drea de fibrose, drea
de fibras grossas e finas, drea de anexos cuténeos, drea
de angiogénese. Média e desvio-padrdo sdo mostradas
na Tabela 1. Para comparacdo dos tratamentos, referente
a cada pardmetro estudado e dentro de cada semana de
estudo, foi considerado o0 modelo de andlise de variancia
para medidas repetidas ou o teste ndo paramétrico de
Friedman, seguindo-se a andlise de varidncia com fonte
de variacdo ou o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
Valores de p <0,05 indicaram significancia estatistica. Os
dados foram analisados com o programa computacional

IBM SPSS Statistics v.20.0. Armonk, NY: IBM Corp.

C

RESULTADO

Andlise qualitativa

Controle 2 semanas

Na andlise microscépica do fragmento de pele
referente ao grupo controle em 2 semanas pés-operatério
foi verificado tratar-se de fragmento revestido por
epitélio estratificado ortoqueratinizado exibindo entre
8-10 camadas de estratificacéo. Cérion, derme papilar
e reficular foram identificadas, além de dreas compativeis
com tecido de granulacdo tardia, compostas por rica
vascularizacdo, tecido conjuntivo denso e discreta
presenca de célulaos inflamatérias mononucleares.
Contudo, na drea condizente com a regido do leito
cirdrgico, n&o foi identificada presenca de gléndulas
sebdceas, sudoriparas e foliculos pilosos. Discreta
quantidade de células mononucleares eram vistas nos
cortes. A hipoderme néo apresentava alteracdes (Figuras

5A e 5B)

N

FIGURA 5 — A) Cortes em magnificacdo de 40x identificando
fragmento de pele sem alteracées com a drea demarcada
correspondendo & drea compativel com o leito cirdrgico;
B) magnificacdo em 100x ond enota-se epitélio e tecido
de granulacéo tardia em drea referente a leito cirdrgico,
contudo hé auséncia de anexos cuténeos.

PRF 2 semanas

Em 2 semanas pds-operatério, nos espécimes
que receberam o PRF foi verificado fragmento de pele
revestido por epitélio estratificado ortoqueratinizado
exibindo entre 6- 7 camadas de estratificacdo. Cérion,
derme papilar e parte da derme reticular foram
compostas por tecido conjuntivo denso ndo modelado,
permeando conteddo celular fusiforme compativel com
fibroblasto. Nas bordas e nas dreas de derme reticular
da drea cirdrgica foram notadas presenca de anexos
cuténeos, e na derme localizada perifericamente ao
leito cirdrgico foi identificada a presenca de hiperplasia
glandular sem atipias ou carateristicas displésicas. Area
de edema (e) entre fibras em porcdo inferior de derme
reticular finalizam o quadro histolégico averiguado nos
espécimes (Figura 6).

FIGURA 6 — A) Magnificacdo em 40x, revela a érea do edema
(e) demarcada, cuja drea é demarcada por retdngulo
tracejado. Na drea das chaves observa-se hiperplasia de
anexos cuténeos, especialmente glandulas sudoriparas
e presenca glanbular (setas) nas dreas de bordas
cirirgicas; B) magnificacdo 100x, além dos detalhes
idenficados em 40x, mostram-se dreas sugestivas de
neoformacdo glandular (cabeca de seta) extendendo-
se a drea ndo edematosa da derma reficular
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Controle 4 semanas

Na andlise microscépica do fragmento referente
ao controle em 4 semanas pds-operatério, pouca
diferenca foi notada entre 2-4 semanas. No periodo
pés-operatério vigente foi verificado fragmento
revestido por epitélio estratificado ortoqueratinizado
exibindo entre 6-7 camadas de estratificacdo. Na
derme reticular foram identificadas &reas compostas
por tecido conjuntivo denso, com maior densidade de
fibras coldgenas (Figuras 7A e 7B - &rea demarcada)
pelas quais encontravam-se discreta neoformacdo
de anexos cutdneos (setas). A hipoderme nédo
apresentou alteracdes.

FIGURA 7 — A) Magnificacdo 40x demonstra quadro histolégico
referente ao grupo controle 4 semanas. Verifica-se na
parte demarcada por linha tracejada a drea de fibrose
local em derme reticular e porcdo de hipoderme. Nota-
se a presenca de abertura glandular em drea fibrética
em discreta quantidade (seta); B) revela em aumento
de 100x, detalhes da drea fibrética e glandulas sem
presenca de atipias.

PRF 4 semanas

Nos espécimes que receberam o PRF foi verificado,
em 4 semanas do pds-operatério, fragmento de pele
revestido por epitélio estratificado ortoqueratinizado,
exibindo entre 5-8 camadas de estratificacdo.
Cérion, derme papilar e parte da derme reticular
foram compostas por tecido conjuntivo denso
ndo modelado, e sem caracteristicas de fibrose
permeando conteddo celular fusiforme compativel
com fibroblasto. Apenas discreta drea referente ao
leito cirdrgico, ndo apresentava presenca de anexos
cutdneos (Figuras 8A e 8B); no entanto, maior porcédo
referente a drea lesionada o quadro histolégico era
compativel com fragmento de pele de caracteristicas
usuais.

FIGURA 8 — A) Fragmentos de pele em espécimes tratado com PRF
em 4 semanas com quadro histolégico usual, sem fibrose
de aspecto patoldgico; B) drea demarcada em tracejado
identifica drea com auséncia de anexos cuténeos

Controle 6 semanas

Na andlise microscépica do fragmento referente
ao controle em 6 semanas pds-operatério, identifica-
se fragmento de pele com aspectos usuais. No entanto,
neste periodo a derme mostrava menor quantidade
de anexos cutdneos quando comparada as dreas que

ndo foram submetidas a condicdo cirdrgica. N&o se
identificou fibrose ou outras condicdes que pudessem dar
subsidios de condicdo patoldgicas nas dreas analisadas
(Figuras 9).

.

FIGURA 9 — Em A=40x e B=100x verifica-se aspectos de tecido
conjuntivo denso, sem alteracdes patoldgicas em
permeio a presenca, embora menor quando comparado
as dreas ndo cirdrgicas, de anexos cut@neos.

PRF 6 semanas

Os espécimes que receberam terapia de PRF,
demonstraram, na sexta semana pds-operatéria,
fragmento de pele revestido por epitélio estratificado
ortoqueratinizado exibindo entre 7-9 camadas de
estratificacdo. Cédrion, derme papilar e parte da
derme reticular foram compostas por tecido conjuntivo
denso ndo modelado, de aspecto usual permeando
intensa quantidade de anexos cutdneos. N&o foram
averiguadas presenca de afipias celulares neste
periodo (Figuras 10).

FIGURA 10 — Demonstram respectivamente em A=40 e B=100x as dreas
cirdrgicas de espécimes do grupo controle e verificam-se
aspectos de tecido conjuntivo denso, sem dalteracées
patolégicas em permeio a presenca de anexos cutdneos.

Andlise qualitativa

TABELA 1 — Demonstrativo da drea de fibrose, fibras, angiogénese
anexos cut@neos nas dreas cirdrgicas

oot ] | owe | ¢ |
lsado Parémetro

Area de fibrose (mm?) 1716+3,04 11,88+£235 p=0,0031
Area de fibras finas 293011 3,56+0,89 p=0,0521
2semanas  Area de fibras grossas 1536+£256 879+199 p=0,0020
Area de anexos cutéineos (mm?) - 1,82 £199 p<0,0001

Area de angiogénese,/vascular 3,78+0,68 4,22+0,72 p=0,0632

Area de fibrose (mm?) 9,03+1,84 798+ 1,06 p=0,005
Area de fibras finas 1,02 + 0,04 1,96 +0,01 p=0,0622
4 semanas  Area de fibras grossas 790+2,01 6,06+1,83 p=0,0245

Area de anexos cutdineos (mm2) 2,56+1,37 2,81 +1,85 p=0,0664

Area de angiogénese /vascular 1,04+0,77 1,36+£0,64  p=0,0666

Area de fibrose (mm?) 4,32 £0,96 3,39+0,71 p=0,0318
Area de fibras finas 0,88+003 044:008 p=0,0732
6semanas  Area de fibras grossas 3,68+2,01 2,09+ 1,83 p=0,0222

Area de anexos cutéineos (mm?) 3,21+1,87 4,81+1,85 p=0,0332

Area de angiogénese,/vascular 1,04+0,77 136+£0,64  p=0,0666
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TABELA 2 — Escore em moda referente a esclerose, infiltrado
inflamatério e fibroblastos

Periodoandlisado

Parémetro
Esclerose 2 2
Neutréfilos 1
2 semanas
Mononuclear 2 1
Fibroblastos 2 2
Esclerose 1 0
Neutréfilos 1 0
4 semanas
Mononuclear 1 0
Fibroblastos 2 2
Esclerose 0 0
Neutréfilos 0 0
6 semanas
Mononuclear 0 0
Fibroblastos 2 2
DISCUSSAO

Descrita por Choukroun et al.” o PRF ndo é - como
muitos autores estipulam - apenas uma “cola de fibrina”;
muito menos, também, pode ser considerado concentrado
plaquetdrio cldssico. Ele se constitui por matriz cicatricial
autéloga, definida como concentrado de plaquetas
sobre intensa e importante malha membranosa de fibrina
e, segundo alguns autores, esse composto possui alto
potencial regenerativo.

A capacidade da  regeneracdo  tecidual
proporcionada pelo PRF mimetiza o processo reparador
desencadeado pelo PRP, i.e., o acimulo de plaquetas
remanescente quando ativada pelo préprio coldgeno
da drea a ser enxertada promove sitios de adesdo
plaquetdria, condicdo que favorece a degranulacéo das
plaquetas. Como consequéncia desta interacdo plaqueta
/ coldgeno ocorre cascata de eventos que culminam
em liberacdo de citocinas, e fatores de crescimento,
em permeio ao codgulo de fibrina. Sobrepujante a este
efeito plaquetédrio, Ehrenfest, Rasmusson e Albrektsson™
adiciona que a intensa densidade do codgulo de fibrina
atua como matriz biolégica curativa que serve como
scaffold que sustenta a migracdo celular, bem como
incita a proliferacéo celular dentro da matriz de fibring,
constituindo os primeiros estdgios da cicatrizacdo.

Dentro desta perspectiva, Gassling et al.'? perfizeram
estudo onde compararam o crescimento de células
periosteais humanas em membranas de PRF quando
comparadas ao controle utilizando membranas
comerciais de coldgeno. O estudo avaliou a viabilidade
celular e a proliferacéo celular. Os resultados mostraram
que ambas as membranas apresentaram células vidveis;
contudo, os autores indicaram maior proliferacéo celular
nos espécimes em que o PRF foi inserido.

Ainda, Gassling et al.’”? propuseram o uso de
membrana de fibrina para cultura de osteoblastos. Esse
estudo comparou a compatibilidade e a proliferacdo
celular entre fibrina e membranas comerciais de
coldgeno. Seus resultados mostraram maior proliferacdo
celular por parte da membrana de PRF, bem como maior
diferenciacdo celular no teste da fosfatase alcaling,
incitando a ideia que o PRF seria plausivel biomaterial
para reparo, tanto na semdntica de crescimento, quanto
na diferenciacéo celular.

C

Em andlise histomorfométrica global das imagens
do presente estudo, observou-se que a média da
concentracdo de coldgeno da drea das feridas
apresentou  aumento  estatisticamente  significativo,
especialmente em andlise focado em fibras grossas j&
em 2 semanas, diminuindo o periodo de neoformacdo
de tecido de granulacdo nos espécimes que receberam
PRF. Nossos achados estdo de acordo com o processo
normal de cicatrizacdo, onde o esperado - na fase
de fibroplasia da ferida - é o aumento da sintese de
coldgeno, e os resultados demonstrados aqui corroboram
com a hipétese de que o PRF proporciona, de fato, répida
maturacdo regenerativa, sem a presenca de deiscéncia
ou fibrose patolégica.

Apesar de que alguns autores tenham sugerido que
o PRF apresenta cicatrizacdo mais acelerada do que o
controle do PRP, ndo foram encontradas diferencas com
significéncia estatistica nas comparacdes de fibras finas e
escore defibroblasto. Esse viés pode revelarfalso negativo
no presente estudo uma vez que a contabilizacéo de
células fibrobldsticas estdo demonstradas em escore, o
qual estipula faixa de valores, minimizando valores reais
de células por/mm?2.

Segundo Cieslik-Bielecka et al.™® importante varidvel
que proporciona efeito positivo do PRF em comparacédo
ao controle, é a ideia que este biomaterial - o PRF -
produz arquitetura da matriz de fibrina. Essa estrutura
caracteristica da matriz que tem sido considerada a
responsével maior pela capacidade terapéutica do
PRF, muito embora plaquetas, leucécitos e fatores de
crescimento exercam papéis importantes. Nesta temdtica,
Choukroun et al.” indicaram que a matriz de fibrina faz
com que feridas abertas e infectadas se beneficiem com
a utilizacao de PRF, por ser capaz de regular processo de
imunidade local, além de guiar a migracdo do epitélio
celular em sua superficie, estimular os fibroblastos
a produzir coldgeno, promover a angiogénese. As
membranas de PRF protegem, portanto, as feridas
abertas, que cicatrizam por segunda intencdo, como
as do presente estudo, e aceleram sua cicatrizacdo. O
papel fibroblastico ja foi bem discutido em pardgrafos
prévios. Contudo, os resultados descritos aqui também
corroboram com a melhora da regulacdo imune,
demonstrada pela minimizacdo do conteddo celular
neutrofilico e mononuclear, e também pela migracéo
epitelial.

O contexto de migracdo e proliferacdo epitelial
parecem fornecer reflexdo importante nesta pesquisa.
De fato, como perfizemos estudo com cicatrizacdo
em primeira intencdo, a andlise do epitélio de
revestimento tornou-se varidvel nula quanto & migracdo
e neoformacdo; contudo, os efeitos do PRF na drea de
epitélio que formam os anexos cutdneos na submucosa,
parecem ser intensos.

No presente estudo foi demonstrado ocorrer
proliferacdo epitelial de gléndulas sudoriparas e
foliculos pilosos perifericamente & drea onde o defeito
foi produzido. Os resultados histolégicos observados
neste estudo sugerem que migracdo e neoformacdo de
novos anexos cutd@neos se infensificavam em 4 semanas
do pés-operatério, condicdo que parece minimizar em
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6 semanas, onde a quantificagdo de anexos é similar,
quando se compara ao controle. A extrapolacdo desses
resultados parece sustentar hipdtese estética, uma
vez que o PRF diminuiria o efeito de inflamagdo local,
criaria tecido subcutdneo com anexos mais préximo de
drea sem trauma, minimizando perda de foliculos, ou
diminuindo efeito da producdo de alopecia local de
forma mais rapida.

Angiogénese, imunidade e cobertura epitelial sao,
segundo Choukroun et al.” as 3 importantes etapas da
cicatrizacdo e da maturacdo dos tecidos moles. Foi
demonstrada aqui que a membrana de PRF foi capaz
de apoiar o desenvolvimento desses 3 fendmenos,
simultaneamente embora a angiogénese ndo tenha
sido estatisticamente diferente. Similarmente ao que
foi contabilizado aos fibroblastos, a neoangiogénese
ou a presenca de conjuntura vascular foi realizada
por escore. Aqui a faixa de percentual dentro de uma
mesma categoria de escore é ampla, o que minimizaria
o efeito real angiogénico. Além do mais, foi considerado
presenca vascular apenas abertura e luz vascular
revestidas por endotélio. Contudo, vasos estrangulados
ou microvascularizacdo ndo sdo concebiveis de
andlise por meio de histoquimica convencional. Assim,
é sugestiondvel complementacdo desses resultados
com uso de técnicas de imunoistoquimica, com uso de
anticorpos anti CD31, CD34 ou mesmo VEFG para que
resultado mais acurado possa ser obtido.

Embora algumas particularidades tenham aqui sido
consideradas como vieses, pode-se sugerir que o PRF
melhora o processo de cicatrizacdo quando comparado
ao controle.

CONCLUSAO

O PRF se mostrou material promissor para a
aceleracdo do reparo de tecidos moles (derme) quando
realizado por primeira intencao, tendo visto que quando
usado ocorreu neoformacdo dos anexos cutdneos com
apenas 2 semanas de pds-operatdrio, enquanto o grupo
controle apresentou discreta formacdo dessas estruturas
com somente 4 semanas.
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