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RESUMO

Introducéo: A boa integragdo de enxertos ¢ fundamental em diversas cirurgias plasticas e o
plasma rico em plaquetas (PRP), que ¢ um produto utilizado para estimular a cicatrizagdo,
pode ajudar nesta integracdo. Objetivo: Nesse estudo, objetivou-se determinar a melhor
forma de aplicar o produto nas cirurgias de enxerto cutdneo e avaliar seus resultados. Mé-
todo: Realizaram-se estudos histologicos em enxertos de pele com PRP na forma liquida,
com gel de PRP e sem PRP, em coelhos, avaliando-se a integracdo dos enxertos, intensidade
de colagenizagdo e de resposta inflamatoria e a quantificag@o de fibroblastos e macrofagos.
Resultados: Houve aumento de 31,6% de fibroblastos (p = 0,045) e de 57% de macrofagos
(p = 0,046) e maior produgdo de colageno e resposta inflamatdria com a utilizagdo do PRP.
Os enxertos que utilizaram o PRP na forma liquida demonstraram melhores resultados que
os demais grupos. Conclusdo: O PRP melhora a cicatrizagdo dos enxertos cutdneos e sua
utilizagdo na forma liquida, injetado sob a ferida, ¢ mais facil e obteve melhores resultados
que na forma gel.

Descritores: Plasma rico em plaquetas. Cicatrizacdo de feridas. Transplante de pele.

SUMMARY

Background: The successful healing of grafts is crucial in several plastic surgeries and
platelet-rich plasma (PRP), which is a product used to stimulate wound healing, can help
in grafts surgery. Objective: This study aimed to determine how best to apply the product
in surgeries for skin grafts and evaluate their results. Methods: There were histological
studies on skin grafts with PRP liquid, PRP gel and without PRP in rabbits, to evaluate the
healing of grafts, severity of collagen and inflammatory response and the quantification
of fibroblasts and macrophages. Results: There was an increase of 31.6% of fibroblasts
(p = 0.045) and 57% macrophages (p = 0.046) and increased production of collagen and
inflammatory response with the use of PRP. The grafts that used PRP in the liquid form
showed better results than the other groups. Conclusion: PRP enhances the healing of skin
grafts and their use in the liquid form, injected under the wound, is easier and gets better
results than in gel form.

Descriptors: Platelet-rich plasma. Wound healing. Skin transplantation.
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INTRODUCAO

O gel de plasma rico em plaquetas (PRP) ¢ apontado
como a mais recente linha de colas teciduais com a vantagem
adicional, emrelagdo a cola de fibrina, da presenca dos fatores
de crescimento e citocinas, que lhe confere um grande bene-
ficio na cicatrizagdo!'. Dessa forma, sua utilizagdo poderia
melhorar a integracdo dos enxertos teciduais, pois, além de
suas propriedades pro-cicatrizagdo, também possui a proprie-
dade fisica de adesdo, ajudando na imobilizag¢ao do enxerto.

Apo6s um estudo do método de obtengao do PRP, decidimos
estudar sua a¢@o nos enxertos cutdneos, mas algumas questdes
deixavam duvidas. Uma delas seria a possibilidade de, colo-
cado entre o leito da ferida e o enxerto de pele, o gel atrapalhar
os fendmenos de inosculagdo e revascularizagdo do enxerto.
Além disto, a preparagdo do gel é mais complexa e demorada
se comparada a sua utiliza¢do na forma liquida. O método de
aplicagdo na forma de gel sobre a ferida também € mais dificil,
pois geralmente necessita de adaptadores para misturar a trom-
bina ao PRP no mesmo instante em que estd sendo borrifado
no local. Apds a mistura, ele ainda demora alguns segundos
para se tornar gel, o que dificulta a distribuigdo homogénea,
uma vez que, enquanto ainda esta na forma liquida, escorre e
se acumula nas areas mais deprimidas da ferida.

Assim, propos-se a idéia de estudar também o uso do
PRP na forma liquida, injetado sob a ferida. Isto facilitaria
sua preparagdo e possivelmente seu modo de aplicagdo, além
de evitar a necessidade de deixar um gel entre o enxerto de
pele e o leito da ferida. No entanto, ndo haveria a certeza de
que o PRP sem a trombina conseguiria ser ativado no local,
promovendo a liberacdo de seus fatores de crescimento.

Os objetivos deste estudo foram: determinar a melhor
forma de aplicar o produto nos enxertos de pele e observar
alteracdes histologicas nos enxertos de pele, em coelhos,
com o uso do PRP, comparando-os aos enxertos sem o uso
do produto.

METODO

A etapa experimental foi autorizada pela Comissdo de
Etica em Pesquisa em Animais da instituigdo e registrada com
onumero 1443 1. Participaram do desenvolvimento o Servigo
de Cirurgia Pléstica do Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho - UFRJ, a Clinica Veterinaria Petropolis, onde
as cirurgias foram realizadas, e o Servigo de Patologia do
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto - UFPA, onde
se procedeu a avaliagdo histopatoléogica.

O estudo foi realizado em sete coelhos albinos, machos,
adultos, da raca Nova Zelandia, em perfeito estado de saude,
sem lesdes dermatoldgicas visiveis e com pelagem perfeita.

Os animais foram anestesiados com quetamina (30 mg/
kg) e xilazina (3 mg/kg) intramuscular, para estabelecimento

de um acesso venoso e coleta do sangue para preparar o PRP.

A manutengdo da anestesia durante o procedimento cirargico

foi realizada com propofol, a efeito.

Para marcacdo da pele a ser removida, utilizou-se um
gabarito com trés quadrados de 1 cm? para marcagdo das
feridas a serem realizadas em uma linha coronal na regido
superior do dorso dos coelhos e na regido posterior da orelha
direita. A pele da orelha do coelho serviu de enxerto para as
feridas na regido superior do dorso, cuja distiancia entre si
foi de 1,5 cm, a fim de evitar interagdes biologicas entre elas
(Figura 1). As feridas na regido superior do dorso receberam
o tratamento da seguinte forma: a ferida 1 (grupo simulagéo)
recebeu somente o enxerto cutineo; a ferida 2 (grupo 2), o
enxerto cutdneo e PRP liquido injetado sob a ferida em um
volume de 0,25 ml; e a ferida 3 (grupo 3) recebeu o enxerto
cutaneo e 0,25 ml de gel de PRP sobre o leito da ferida (entre
a ferida e o enxerto de pele) (Figura 1). O PRP e o gel de PRP
foram produzidos por meio de protocolo preconizado por
Vendramin et al., com a primeira centrifugacéo a 400g por
10 minutos e a segunda centrifugacdo a 800g por 10 minutos,
com a utilizac¢do de trombina autdloga para a obtengéo do gel.
Todos os enxertos foram suturados com fio mononylon 4,0.

O primeiro curativo foi realizado no quinto dia pds-opera-
torio e, apos este periodo, em dias alternados, utilizando-se
solucdo fisiologica, gaze com creme a base de acidos graxos
essenciais (AGE), gaze seca e atadura de crepom. Para a
avaliacdo da influéncia do produto na integragdo dos enxertos
cutaneos, foi feito um estudo histopatolégico do material
(regides enxertadas) colhido no 14° dia pos-operatério. Todas
as areas enxertadas foram retiradas por meio de cirurgia ¢
colocadas em formol a 10% e posteriormente analisadas
no laboratdrio de histopatologia do Hospital Universitario
Jodo de Barros Barreto - UFPA, com a utilizagdo do corante
hematoxilina-eosina.

Realizou-se a comparagdo entre as laminas dos grupos 1,
2 e 3 provenientes do mesmo coelho, avaliando-se:

» Intensidade de colagenizagdo: avaliada pela quantidade
de fibras colagenas;

» Intensidade da resposta inflamatoria: avaliada pela quan-
tidade de células de defesa (macrofagos e neutrofilos) no
local e pela presenga de vasodilatagdo;

* Numero de fibroblastos por campo (microscopio optico
1000x);

* Numero de macréfagos por campo (microscopio 6ptico
1000x).

O exame de todas as preparacdes histoldgicas foi reali-
zado pelo mesmo patologista. No estudo da intensidade de
colagenizacdo e da resposta inflamatoria, utilizamos varia-
veis categoricas, classificando em intenso, moderado e fraco,
de acordo com os critérios acima. A avaliagdo histomorfo-
métrica (fibroblastos e macrdéfagos) foi realizada em trés
pontos aleatdrios na por¢do mais central do enxerto, com a
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contagem das células por campo num aumento de 1000 vezes,
utilizando-se a ocular de 10x e a objetiva de 100x e sendo a
média destas contagens utilizada na avaliag@o dos resultados.

A comparacdo entre os grupos em relagdo as variaveis
categoéricas (referentes a intensidade de colagenizagdo e
a reacdo inflamatéria) foi feita pelo teste qui-quadrado de
particdo, enquanto a comparagdo em relacdo as varidveis
numéricas foi feita através do teste t de Student.

RESULTADOS

A utilizagdo do PRP na forma de gel, colocado na interface
entre o leito da ferida e o enxerto de pele (grupo 3), obteve o
pior resultado, pois em dois (28,6%) dos sete casos ocorreu
perda do enxerto. Isto ndo ocorreu em nenhum dos casos simu-
lagdo, tampouco nos casos onde o PRP foi injetado na ferida
(Tabela 1). A correlagdo entre a incidéncia de ndo integragao do
enxerto por meio do teste binomial para duas propor¢des ndo
alcangou um valor estatisticamente significativo (p =0,0633).

A avaliagdo histoldgica da intensidade de colagenizagdo
ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa entre
os trés grupos (Figura 2). O teste qui-quadrado de parti¢ao
evidenciou p = 0,6759, quando comparados os trés grupos
entre si. Em relagdo a reag@o inflamatoria, a célula predomi-
nante foi o macrofago, sendo encontrados poucos neutréfilos.
Os grupos também foram semelhantes em intensidade de
reacdo inflamatoria (Figura 3), com p = 0,7423 pelo teste qui-
quadrado de parti¢do. Embora tenha sido observada melhora
na colagenizacdo e na resposta inflamatoria, as avaliagdes
estatisticas das variaveis categoricas ndo contemplaram satis-
fatoriamente a agdo do PRP e do gel de PRP.

A contagem de células por campo no aumento de 1000
vezes demonstrou uma média de 20 fibroblastos/campo no
grupo em que se utilizou o gel de PRP, 25 fibroblastos/campo
no que foi injetado o PRP ¢ 19 fibroblastos/campo no grupo
simulagdo (Figura4). A analise pelo teste t de Student revelou
que o aumento do nimero de fibroblastos no grupo em que o
PRP foi injetado ¢ estatisticamente significativo em relagao
a simulacdo (p = 0,0458), o que ndo foi alcangado no que se
utilizou o gel (p=10,324), embora também neste grupo ocorra
aumento dos fibroblastos (Figura 4).

Em relacdo aos macrofagos, observou-se a média de 11
macréfagos/campo no grupo que utilizou o gel de PRP, 9
macrofagos/campo no que foi injetado o PRP e 7 macro-
fagos/campo no grupo simulagdo (Figura 5). O estudo pelo
teste t de Student comprovou que o nimero de macréfagos
¢ significativamente maior no grupo em que foi utilizado o
gel de PRP em relagdo ao grupo simulagdo (p = 0,046). No
grupo em que foi injetado o PRP, o nimero de macrofagos
também aumentou em relacdo ao grupo simulagdo (p =
0,0554) (Figura 5).

Figura 1 — Fotografias demonstrando os enxertos de pele que
foram retirados da orelha e fixados nas feridas da regido superior
do dorso do coelho. Na figura B, o enxerto da esquerda é sem PRP

(grupo 1), o do meio é com PRP liquido injetado na ferida (grupo
2) e o enxerto da direita é o que utilizou o gel
de PRP (grupo 3).

Tabela 1. Evolucio dos enxertos de pele em
cada grupo de feridas.

Coelho Gel de Injecao de PRP Simulacao
PRP liquido
I Ruim”™ Boa* Boa*
II Boa* Boa* Boa*
11 Boa* Boa* Boa*
v Boa* Boa* Boa*
A% Boa* Boa* Boa*
VI Ruim® Boa* Boa*
VIl Boa* Boa* Boa*

*Boa: Houve integragdo do enxerto, sem intercorréncias.
*“Ruim: Houve perda do enxerto.
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Figura 2 — Intensidade de colagenizagdo nos cortes histologicos dos
enxertos de pele, que foi maior no grupo que utilizou o PRP liquido.
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Figura 4 — Média de fibroblastos por campo do microscopio optico
(MO 1000x) presentes nos cortes histologicos dos enxertos de pele,
que foi maior no grupo que utilizou o PRP liquido.

Nimero Médio de Macréfagos por Campo

Gel de PRP

PRP liquido

Simulagao

Figura 5 — Média de macrofagos por campo do microscopio
optico (MO 1000x) presentes nos cortes histologicos dos
enxertos de pele, que foi maior no grupo que utilizou o gel
de PRP.

Figura 3 — Intensidade da reagdo inflamatoria nos cortes histologicos
dos enxertos de pele, também maior no grupo que utilizou o PRP liquido.

DISCUSSAO

O gel de PRP foi apontado por Green e Klink® como uma
alternativa a cola de fibrina. Por isto, no inicio desses estudos
com o gel de PRP, tinhamos a intengdo que ele pudesse servir
também como cola, dispensando a utilizagao de suturas, o que
facilitaria a cirurgia e diminuiria o tempo cirurgico.

Os seguintes questionamentos estavam presentes nesta
fase do trabalho: serd que o gel de PRP conseguiria fixar o
enxerto sobre a ferida? O gel, colocado na interface entre
o leito da ferida e o enxerto, ndo poderia atrapalhar a inte-
gracdo do enxerto ao invés de ajudar? Devido a este ultimo
questionamento, estudamos também a utilizagdo do PRP
injetado diretamente na ferida. Esta forma de aplicagdo
do PRP, por ndo necessitar do processo de gelagdo, tem
a vantagem de dispensar a preparacdo da trombina autd-
loga, economizando tempo e diminuindo ainda mais os
custos. Assim, o PRP poderia ser injetado diretamente na
ferida e exercer seu efeito local. A ativacdo das plaquetas,
necessaria para que liberem os fatores de crescimento,
teoricamente poderia ocorrer por meio das substancias
geradas pelo traumatismo da agulha de inje¢do no tecido
e principalmente pelo coldgeno tecidual. Mas serd que
estes fatores seriam suficientes para ativar as plaquetas?

Observou-se que o gel de PRP ndo foi capaz de fixar o
enxerto de pele de espessura total no leito da ferida, sendo
necessarias suturas com fio mononylon. A forga ténsil e as
propriedades adesivas dos selantes bioldgicos sdo propor-
cionais a concentragio de fibrinogénio®. Entretanto, quanto
maior a densidade da malha de fibrina, maior a possibilidade
dela interferir negativamente na cicatrizagdo, impedindo a
chegada de plaquetas e seus fatores de crescimento, ou seja,
o excesso de fibrina ¢é prejudicial. Crovetti et al.” demons-
traram que a quantidade de fibrinogénio no gel de PRP ¢
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menor do que na cola de fibrina. Isto poderia explicar porque
seu poder de adesdo ¢ menor. Por outro lado, havendo menor
concentracdo de fibrinogénio e formando menor densidade
de fibrina, o gel de PRP ndo atrapalharia, mas sim ajudaria
o processo de cicatrizagdo.

Apesar destas suposicdes teodricas, a utilizacdo na
forma de gel resultou em maior incidéncia de perda do
enxerto (p = 0,063). Dentre os sete casos do grupo 3, em
dois (28,6%) o enxerto nao integrou. Em nenhum dos
outros grupos ocorreu perda do enxerto. Acreditamos
na possibilidade de contaminag¢do do gel no pos-opera-
torio, durante tentativas do coelho de retirar o curativo,
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porém ndo foram realizados exames laboratoriais para
comprovar a hipdtese de infecgdo.

A comparacdo dos achados histoldgicos em relagdo
a intensidade da reacdo inflamatéria nos trés grupos
por meio de variaveis categoricas ndo demonstrou dife-
renga estatisticamente significativa. O grupo 3 registrou
proporcionalmente maior reagdo inflamatoéria, pois em
60% dos casos foi classificado como intenso o infiltrado
inflamatoério, seguido do grupo 2 e, por Gltimo, do grupo
1. Ao aplicarmos o teste qui-quadrado de partigdao, encon-
tramos, porém, o p = 0,7423, ndo alcancando um valor
estatisticamente significativo para estes achados.

Figura 6 — Fotomicrografia optica da preparagdo histologica do enxerto de pele no coelho em que ndo foi utilizado o PRP
(grupo 1). Notar a pequena quantidade de fibroblastos e fibras colagenas (MO aumento original 100x na figura A e 400x na

figura B, HE).
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Figura 7 — Fotomicrografia optica da preparagdo histologica do enxerto de pele no coelho em que foi injetado PRP
subcutaneo (grupo 2). Notar a grande quantidade de fibroblastos e fibras colagenas (MO aumento original 100x na figura A
e 400x na figura B, HE).
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Quando se compararam os achados histologicos em
relagdo a intensidade de colagenizacdo, percebeu-se que
no grupo 2 houve maior formacdo de colageno, porém
também sem alcancar um valor estatisticamente signifi-
cativo (p = 0,6759; teste qui-quadrado de parti¢do).

A avaliacdo estatistica das variaveis categdricas nao
comprovou a agdo do PRP, porém as fotografias eviden-
ciaram claramente a diferenca que ele produziu, aumen-
tando o numero de células, com destaque aos fibroblastos
e macrofagos (Figuras 6 a 8).

As variaveis numéricas geradas ao se comparar o nimero
de células conseguiram comprovar estatisticamente uma
concentracdo maior de fibroblastos e macréfagos quando se
utilizou o PRP.

O estudo histologico comprovou, entdo, maior reagao
inflamatoria com o uso do PRP, o que potencializa a cica-
trizagdo, que ¢ um fendmeno fundamentalmente inflama-
tério. O aumento no numero de macrofagos e fibroblastos
ja era esperado pelo efeito de quimiotaxia dos fatores
de crescimento. A maior quantidade de colageno (cola-
geno jovem) também observada foi devida ao estimulo
dos fibroblastos pelos fatores de crescimento. Nossos
achados sdo concordantes com o trabalho de Liu et al.®,
que demonstraram aumento da prolifera¢do de fibroblastos
¢ da produgdo de colageno proporcional ao aumento da
concentragdo plaquetaria no PRP. Bhanot e Alex!, e Man
et al.” também relataram que o PRP aumenta a taxa de
producdo de colageno, a angiogénese, a proliferacdo de
fibroblastos e a sintese de matriz extracelular, melhorando
a cicatrizagdo de um modo geral.

Em trabalhos encontrados na literatura, a utilizacdo
do PRP sempre foi na forma gel. Nosso estudo demons-
trou que sua utilizagdo na forma liquida, por meio de sua
injecdo na ferida, melhora a cicatrizagdo. Mesmo sem
adicdo de trombina, consegue ser ativado no local apli-
cado, sejapelo traumatismo provocado pelo ato dainjecao,
seja pelo colageno tecidual, ou ambos.

A preparagdo do PRP na forma liquida foi mais simples
e mais rapida que o gel, pois ndo necessitou da preparacdo
da trombina aut6loga. A aplicagdo do PRP liquido, inje-
tado sob a ferida foi mais facil, uniforme e com menos
desperdicio do que a utilizagdo do gel, pois este, até sofrer
o efeito de gelagdo, escorre pela ferida e se acumula nas
areas mais baixas de seu relevo.

Assim, comprovamos as informag¢des encontradas na
literatura de que os fatores de crescimento liberados pelas
plaquetas podem ser capazes de tornar a cicatrizacdo mais
répida e eficiente, favorecendo a integragdo de enxertos,
sejam eles cutaneos, como em nosso trabalho, ou 6sseos,
cartilaginosos ou células de gordura®3!'!.

Estudos explorando o potencial do PRP em auxiliar a
cicatrizagdo devem ser estimulados, pois a possibilidade

Figura 8 — Fotomicrografia dptica da preparagdo histologica
do enxerto de pele no coelho em que foi colocado gel de PRP
sob o enxerto (grupo 3). Também notar a grande quantidade de
fibroblastos e fibras colagenas (MO aumento original 100x na
figura A e 400x na figura B, HE).

de preparagdo com baixos custos permite sua aplicagdo
em hospitais da rede publica, desde que se possa dispor
de uma pessoa treinada para prepara-lo, ajudando muitos
pacientes.

CONCLUSAO

A utilizagdo do PRP, seja na forma liquida injetada sob
a ferida, seja na forma gel sobre a ferida, em enxertias
cutaneas, evidenciou aumento na resposta inflamatoria e
na intensidade de colagenizagdo, com aumento do nimero
de fibroblastos e macrofagos no local enxertado. A forma
liquida foi de mais facil aplicagdo e obteve melhores resul-
tados que a forma gel em enxertias de pele.
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