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RESUMO

Mendonga, JP. Estudo histolégico da acdo do plasma rico em plaquetas, associado ou
nao ao laser de baixa poténcia, na cicatriza¢ao por primeira intencdo, em ratos Wistar.
Campo Grande; 2009. [Dissertacdo — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento bioldgico do plasma rico em plaquetas
(PRP) associado ou ndo ao laser de baixa poténcia em lesdes experimentalmente induzidas em
tecido cutaneo na cicatrizagdo por primeira inten¢do em ratos. Foram utilizadas 24 ratas da
linhagem Wistar, adultas, distribuidas em quatro grupos distintos: controle (C), PRP (P), laser
(L) e associagdo de PRP com laser (PL). Os grupos foram entdo subdistribuidos por periodo
de observacao em trés subgrupos com dois animais cada aos 7, 14 e 21 dias de pos-operatorio.
Foi confeccionada na coxa uma lesdo com punch e preenchida por gel de PRP nos grupos P e
PL. Nos grupos C e L deixou-se a lesdo ser preenchida por sangue proprio. As aplicagdes de
laserterapia foram realizadas de forma pontual no dia e trés dias subseqiientes ao ato
operatorio, totalizando uma dosagem didria de 20 J/cm? nos grupos L e PL. Fez-se avaliagdo
histologica semi-quantitativa de cortes corados pela hematoxilina-eosina e tricromico de
Masson, considerando-se os leucocitos presentes, o grau de colagenizagao e reepitelizagcao. A
avaliagdo estatistica foi realizada através do teste exato de Fischer. Os resultados mostraram
que o gel de PRP, isolado ou associado ao laser de baixa poténcia, ndo constituiu como fator
decisivo para melhoras no processo de reparo.

Palavras-chaves: cicatrizagdo de feridas; gel de PRP; laser de baixa poténcia; ratos.



ABSTRACT

Mendonga, JP. Histological study of platelet-rich plasma with and without low intensity
laser in first intention healing of wounds in Wistar rats. Campo Grande; 2009.
[Dissertation — Federal University of Mato Grosso do Sul].

The aim of this study was to evaluate the biological behavior of Platelet-Rich Plasma (PRP)
associated or not to low intensity laser in first intention healing of experimentally induced
wounds on cutaneous tissue of rats. 24 adult female Wistar rats were divided in four groups:
control (C), PRP (P), laser (L) and PRP associated to laser (PL). During the observation
period the groups were subdivided in three subgroups with two animals each, observed by 7,
17 and 21 days post-surgery. A lesion on the thigh was made with a punch and filled with
PRP gel in the groups P and PL. In the groups C and L the les ion was filled with blood. The
laser therapy was performed in a punctual way at 0, 1, 2 and 3 days post-surgery, with a total
daily dose of 20 J/ cm? in the groups P and PL. Tissue sections were stained by hematoxylin-
eosin and Masson’s trichromic and submitted to semi-quantitative histological analysis to
evaluate the number of leucocytes and the collagenation and reepitelization degrees. The
results suggest that the proliferation of fibroblasts and the presence of collagen fibers at day 7
were greater in the group PL when compared to the other groups. This study showed
evidences of the benefic effect of PRP associated to laser on wound healing, but further
studies are needed.

Key words: wound healing, PRP gel, low intensity laser, rats.
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1 INTRODUCAO

Grandes avancgos cientificos foram verificados nas ultimas décadas em relagdo a
compreensdo dos fatores envolvidos no processo de reparagdo tecidual. Mesmo com o
aumento das pesquisas cientificas e da descoberta de novos recursos tecnologicos a
prevaléncia de feridas cronicas ainda ¢ elevada. Apesar dos dados brasileiros serem pouco
precisos, alguns autores estimam que aproximadamente 3% da populacdo brasileira seja
portadora desse tipo de lesdo. No caso de pacientes portadores da diabetes essa proporcao se
elevaria para 10%, cerca de quatro milhdes de pessoas seriam portadoras de lesdes cronicas
ou teriam algum tipo de complicagdo no processo cicatricial, conforme Maldebaum et al.

(2003).

Ha longo tempo existem tentativas humanas de intervir no processo de cicatrizagdo de
feridas, o que demonstra a importancia de protegé-la de forma a evitar sua complicagdo
(GOGIA, 2003). Entre os principais recursos disponiveis, para auxiliar a cicatrizacdo de
feridas, utilizados atualmente estdo: o laser de baixa poténcia e o plasma rico em plaquetas

(PRP).

A terapia a laser tem se destacado através de diversos trabalhos cientificos, por sua
grande eficacia no processo cicatricial, recuperando o tecido lesado por induzir diminui¢do do
processo inflamatorio, aumento da fagocitose, sintese de colageno e reepitelizagao (GUIRRO
& GUIRRO 2002). Um dos lasers de baixa poténcia utilizado ¢ o de arseneto de galio (GaAs)

com o propdsito terapéutico.

Virios estudos tém demonstrado lesdes distroficas de pele tratadas com radiagdes laser
de baixa intensidade, que aumenta significantemente o desenvolvimento da circulacao
sanguinea, regenera o tecido lesado, ativando sua cicatrizagdo. O efeito da luz laser ativa o
estimulo da proliferagdo de fibroblastos, com producdo de fibras eléasticas e coldgenas

(CATAO, 2004).

O PRP ¢ definido como uma concentragao autdloga de plaquetas em um pequeno
volume de plasma, obtido por meio de processos laboratoriais, considerado rico em fatores de

crescimento (FC) oriundos dos granulos a-plaquetérios. Representa uma nova biotecnologia,
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devido ao crescimento tecidual interessar a engenharia de tecidos e a terapia celular, pois

ajuda na cicatrizacdo capacitando as células as mitoses e angiogénese (MARX, 2001).

Na odontologia o PRP tem sido bastante estudado e muitos trabalhos publicados na
literatura mostram resultados bastante satisfatérios, principalmente em pequenos enxertos
0sseos na regido alveolar para futuros implantes dentarios, em cirurgias periodontais € buco-
maxilo-faciais. Na medicina a sua utilizacdo ainda € pequena, porém os estudos existentes
mostram um grande potencial em melhorar os resultados em diversos procedimentos

ortopédicos, neurocirargicos e de cirurgia plastica, segundo Vendramin et al. (2006).

Considerando que a identificacdo de técnicas apropriadas que promovam a aceleracdo
do processo cicatricial representam beneficios importantes no cuidado de pacientes achou-se
pertinente a elaboracdo deste estudo que objetivou associar o laser de baixa poténcia com o
PRP na busca por uma cicatrizacdo mais rapida, melhorando a qualidade de vida dos

pacientes e minimizando custos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia da Cicatrizacao

A cicatrizagdo € um processo dinamico o qual envolve fendmenos fisioldgicos que se
comportam de forma harmonica a fim de garantir a restauracgao tissular. Inicialmente, deve
ocorrer perda tecidual, a partir da qual os fendomenos fisiologicos voltam-se para o reparo da

lesao (CLARK, 1993).

O reparo tecidual compreende diferentes processos, entre eles, inflamacao,
proliferacdo celular e sintese de elementos que constituem a matriz extracelular, como o
colageno, elastina e fibras reticulares. A sintese de coldgeno ¢ um processo rapido que tem
seu inicio com a lesdo intersticial e se estende até o final da fase de cicatrizagdo, quando

ocorre a remodelacao dos tecidos (THOMAS, 1995).

Por ser um complexo processo sistémico, a cicatrizagdo exige do organismo a
ativacdo, producao e inibicdo de grande nimero de componentes moleculares e celulares que,
em seqiliéncia ordenada e continua patrocinam todo o processo de restauracdo tecidual, de

acordo com Meneghin & Vattimo (2003).

Segundo Brasileiro Filho (2004), a cicatrizagdo € um processo pelo qual um tecido
lesado ¢ substituido por um tecido conjuntivo vascularizado. O primeiro passo seria a
instalacdo de uma reacdo inflamatdria, cujo exsudato de células fagocitarias reabsorveria o
sangue extravasado e os produtos da destruicdo celular. Em seguida, ocorreria proliferagao
fibroblastica e endotelial que daria origem ao tecido conjuntivo cicatricial, que pode ser de
dois tipos: primeira ou segunda intencdo. A de primeira inten¢do seria mais rapida e levaria a
formagao de cicatrizes menores, sendo a fenda da ferida mais estreita e a destruicao tecidual
nas bordas menor. J4 na cicatrizagdo por segunda intencdo a ferida seria extensa e com
margens afastadas, formando um grande coagulo e caso ocorra uma infec¢do associada a

reacdo inflamatoria seria exacerbada. Em ambas a exsudagdo de fagocitos € intensa e forma-

se abundante tecido de granulacao.
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Toda vez que o tecido cutdneo-mucoso sofre uma agressao, resultando em uma lesao,
inicia-se o processo de cicatrizagdo que nada mais ¢ do que a cura da ferida por reparacao
e/ou regeneragdo desses tecidos. Nao havendo qualquer obstdculo ou impedimento, este
processo segue uma seqiiéncia cronologica especifica que pode ser esquematizada em trés

fases: inflamatoria, proliferativa e de maturagao (SANTOS, 2000).

Santos (2000) explicou que a fase inflamatoria ou exsudativa manifesta-se como
sangramento controlado por meio de formagao do coagulo, seguida das caracteristicas tipicas
das reacdes inflamatdrias agudas como dor, rubor, calor, edema e freqlientemente, perda da
funcdo local. Inicia-se no momento em que ocorre a lesdo tecidual e se estende por um
periodo de trés a seis dias. A inflamagdo ¢ uma resposta vascular e celular com propoésito de
remog¢ao dos microorganismos, material organico e tecido desvitalizado. Apds o trauma, os
vasos sanguineos e linfaticos sofreriam uma vasoconstri¢ao transitoria (através da endotelina)
e de curta duragdo (cerca de cinco a dez minutos) para reduzir ou parar a perda sanguinea na
area afetada, este efeito ¢ produzido por aminas ndo-ativas entre elas a norepinefrina e a

serotonina.

A norepinefrina ¢ um vasoconstritor secretado pelos vasos sanguineos e a serotonina,
pelos mastocitos e plaquetas. Nesse periodo o organismo ¢ estimulado a utilizar complexos
mecanicos tais como a formagao de trombos por meio da agregacdo plaquetéria, a ativacao do
sistema da coagulacdo, o desbridamento da ferida e a defesa contra infecg¢des visando a
restauracdo tecidual. Esta fase ocorre com a finalidade de preparar o local afetado para o
crescimento do novo tecido e se divide em trés etapas distintas: trombocitica, granulocitica e

macrofagica (GOGIA, 2003).

Durante a etapa trombocitica ocorre a ativagao da cascata da coagulagdo devido a agao
do fator IV e das plaquetas que aderem ao colageno exposto na superficie interna do vaso
sanguineo. As plaquetas ativadas liberam substancias biologicamente ativas como mediadores
vasoativos, os fatores quimiotaticos e fatores plaquetarios, cada um com fungdes diferentes. O
numero elevado de plaquetas agrega-se, formando o trombo. Durante este processo, a cascata

de coagulacdo ¢ induzida (Meneghin & Vattimo 2003).

A etapa granulocitica caracteriza-se pela atracdo dos granulocitos neutrofilicos por
substancias quimiotaticas. Concomitantemente a vasoconstri¢do transitoria os leucocitos
comegam a agregar-se, devido a presenca da expressdo de moléculas de adesdo nas células

endoteliais da parede dos vasos. Este processo ¢ chamado de marginagao neutrofilica. Apds a
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vasoconstri¢ao, os vasos ndo lesados dilatam e a permeabilidade capilar aumenta em resposta
a substancias quimicas liberadas pelos tecidos danificados, o que leva ao extravasamento
plasmatico para a area lesada. Tampdes de fibrina provenientes do plasma extravasado
bloqueiam o fluxo linfatico, fecham a ferida, localizam a reagdo inflamatéria e evitam a
dissemina¢do de infec¢do. Como resultado da presenca de todos esses elementos, da-se a
fagocitose das bactérias, a decomposi¢éo do tecido necrosado e a limpeza do local da lesdo. A
medida que os leucécitos polimorfonucleares morrem, suas enzimas intracelulares e restos

celulares sdo liberados no local de lesdo e tornam-se parte do exsudato ou pus (GOGIA,

2003).

Na etapa macrofagica os mondcitos migram dos capilares para o local da lesdo e sdo
transformados em macréfagos. Os macrofagos sao as células mais importantes no auxilio a
fagocitose. Eles ingerem o material que ndo foi solubilizado pelos leucocitos
polimorfonucleares. Quando chegam a area lesada, secretam substincias biologicamente
ativas como proteases — enzimas digestivas- como o acido ascorbico, peroxido de hidrogénio
e acido latico. Os macrdéfagos liberam ainda substancias vasoativas; e as plaquetas, além de
estarem envolvidas na formag¢ao do coagulo, liberam fibronectina e fatores de crescimento dos
quais os mais citados sdo: fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF ou FCDP), fator
de crescimento epidérmico (EGF ou FCE), fator angiogénico derivado de plaquetas (PDAF),
fator transformador B e a (FCT- B, FCT- a ou TGF-B, TGF-a), e o fator-4 plaquetario (PF-4).
Estes fatores desempenham importante papel nas fases subseqiientes do processo de
cicatrizagdo, com mecanismos de estimulacdo e inibicdo de crescimento celular,

sofisticadamente controlados (CLARK & SINGER, 1999).

Apoés a fase inflamatoria comeca a fase proliferativa, assim denominada porque a
atividade predominante neste periodo ¢ a mitose celular, e se estende aproximadamente por
trés semanas. A caracteristica basica desta fase ¢ o desenvolvimento do tecido de granulagdo,
composto de uma matriz indefinida de colageno, fibrina, fibronectina, 4cido hialurdnico e
outras glicosaminoglicanas. Dentro dessa matriz, podem-se encontrar macrdofagos,
fibroblastos e os vasos sanguineos recém formados. A formagdo neocapilar ¢ estimulada por
fatores angiogénicos secretados pelos macrofagos, que estimulam a migragao e proliferagao
das células endoteliais dos vasos sanguineos. Este processo ocorre, inicialmente, em um
ambiente hipoxico que, por meio dos macrofagos, estimula a formacgdo das citocinas e dos

fatores de crescimento. Aos poucos, a concentracdo de oxigénio aumenta no leito da ferida
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proporcionando ambiente favoravel para a formagdo do tecido de granulacdo que cresce em

direcdo as células basais, afirmaram Meneghin & Vattimo (2003).

As células epiteliais migram da periferia para dentro da area de lesdo. Elas continuam
a proliferar e situam-se sob multiplas camadas de epitélio abaixo do codgulo e, posteriormente
abaixo da crosta. A epitelizagdo proporciona uma barreira protetora, a fim de evitar perda de
fluido e eletrolitos e para reduzir as chances de infecgdo. A medida que o epitélio
gradualmente se enfraquece, a crosta se afrouxa e descola da ferida, deixando uma cobertura
fina e transparente sobre a pele (GOGIA, 2003). Com o aumento da perfusdo tissular e da
oxigenacdo, os fibroblastos sdo ativados para elaborarem o coldgeno que sera depositado no
espaco da ferida (este tem sido encontrado ja na ferida no segundo dia). Todo colageno
produzido ¢ envolvido por glicoproteinas cuja fungdo no processo de cicatrizagdo ainda nao
esta bem definida; mas h4d um movimento continuo de sintese e lise do colageno controlado
por enzimas e fatores especificos uma vez que a membrana basal ¢ continuamente reciclada e,

portanto, € constitucionalmente dindmica (SANTOS, 2000; DEALEY, 2005).

A atividade dos fibroblastos depende do suprimento local de oxigénio. A superficie da
ferida tem uma tensdo relativamente baixa de oxigénio, encorajando os macréfagos a produzir
TGF-B e FGF, o que estimula o processo angiogénico. Alguns fibroblastos t€ém ainda outro
papel, sao fibroblastos especializados conhecidos como miofibroblastos, que tem capacidade
contratil e agem por extensdo, retragdo e migram por meio da area de reparagdo tissular,
arrastando as fibras colagenas em direcdo as células. Com isto, hd uma reducdo do tempo de
cicatrizacdo, podendo ser responsavel por até 80% do fechamento da ferida. Esta contracdo
das margens da ferida comeca cinco dias apds a lesdo e tem seu pico em duas semanas. Se a
ferida ndo fecha em duas a trés semanas apos a lesdo, a contra¢do estaciona. A contra¢do da
ferida recompde toda a lesdo, resultando em uma ferida menor para ser reparada pela
formacgao de cicatriz. A taxa de concentragdo ¢ proporcional a contracdo da rede de coladgeno.
A contracdo ocorre a uma taxa uniforme de cerca de 0,6 a 0,75mm por dia. O tamanho da

ferida ndo afeta a taxa de contracdo, enquanto que o formato a afeta, segundo Dealey (2005).

A terceira e ultima fase do processo cicatricial ¢ conhecida como fase de maturag@o ou
reparadora e tem inicio por volta da terceira semana apds a ocorréncia da ferida e se estende
por até dois anos, dependendo do grau, extensdo e local da lesdo. Durante a maturacao a
ferida fica menos vascularizada porque se reduz a necessidade de migracao celular. A cicatriz

formada durante a fibroplasia ¢ uma estrutura densa e aumentada de fibras de colageno, as
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quais sdo altamente desorganizadas. Esta fase caracteriza-se pelas mudancas que ocorrem no
tecido cicatricial, provocadas por dois processos simultineos: a sintese realizada pelos
fibroblastos e a lise coordenada pelas colagenases. As fibras de colageno reorganizam-se de
modo que, em vez de se depositarem de forma aleatéria, dispdem-se em angulos retos, as
margens da ferida. As estruturas resultantes desses processos tornam-se mais bem organizadas
a medida que sofrem maturacdo, pois o volume da cicatriz diminui gradualmente e a
coloragdo passa, aos poucos, de vermelha para branca palida, caracteristica do tecido
cicatricial. Se a taxa de degradagdo excede a taxa de producdo, resulta em uma cicatriz mais
amolecida e menor; se a taxa de produ¢do excede a da degradacdo, resulta em uma cicatriz

hipertrofica ou em queldide (DEALEY, 2005; SANTOS, 2000).

A forga ténsil também cresce na linha da ferida: trés semanas apds a lesao ter ocorrido
j4 ha aproximadamente 20% da for¢a original do tecido; cinco semanas depois, 40%; e no
final de oito semanas, mais de 70%; no entanto, a forca original do tecido, antes de ser lesado,

jamais sera recuperada sendo no maximo de 80%, conforme Meneghin & Vattimo (2003).

2.2 Fatores de Crescimento (FC)

Em 1986, o prémio Nobel foi atribuido a Cohen e Levi-Montaleini, por seus estudos
relacionados com os fatores de crescimento epidérmico e nervoso, constituiu um marco na
area de tratamento de feridas, estimulando na década de 90 o desenvolvimento de diversas
pesquisas, laboratoriais e clinicas, acerca dessas novas substancias bioativas, caracterizando a

era ativa da restauracao tissular (SANTOS, 2000).

Os fatores de crescimento (FC) sdao produzidos no leito da ferida e também
sistemicamente a distancia, onde podem ser inibidos ou estimulados dependendo da interagao
de outros fatores celulares. Os fatores de crescimento encontrados na via sistémica, como 0
horménio de crescimento (HCG), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de

crescimento do fibroblasto (FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o
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fator de crescimento transformador  (TGF- ) tém mostrado boa atividade no processo de

cicatrizagdo de feridas, de acordo com Herdon et al. (1993).

Cada fator de crescimento tem uma ou varias atividades concretas fundamentais, e
suas acgoes especificas em uma célula dependerdo da circunstancia da atividade celular. Para
transmitir um sinal completo, uma vez liberado de uma célula que o fabrica, devem inter-
relacionar-se com seu receptor correspondente. A ligacdo dos fatores de crescimento aos seus
receptores especificos desencadeia uma agao bioldgica, transferindo esta reacao extracelular
em um acontecimento intracelular, ao transmitir um estimulo ao interior da célula (LIND,

1998).

Garg et al. (1999) destacaram que fatores de crescimento e de diferenciagao fazem
parte de uma classe de mediadores bioldgicos que exercem um papel critico na estimulagdo e
regulagdo do processo de cicatrizacdo das feridas corporais. Eles, aparentemente regulam
processos celulares chaves, tais como a mitogénese, quimiotaxia, diferenciagao e metabolismo

por atuarem em receptores especificos das células.

Os FC estimulam os fibroblastos agindo nas cé€lulas epiteliais adjacentes as feridas,
onde sofrem diferenciacio e movem-se até a area cruenta das feridas nos processos
reparadores. Promovem regeneragdo por atuarem na reepitelizacdo, angiogénese e sintese da
matriz extracelular. Como os fatores de crescimento se inter-relacionam, podem obter
multiplas combinagdes e as possibilidades para cicatrizagdo sdo ilimitadas (LAMELLO,

1999).

Os fatores de crescimento ou polipeptidicos sdo mediadores biologicos naturais que
exercem varios efeitos sobre os processos de reparo e/ou regeneracdo tecidual. Esses
polipeptideos sdo a chave para regular diversos eventos celulares tais como: sintese de DNA,

quimiotaxia, citodiferenciagao e sintese de matriz 6ssea (BARBIERI & COSTA, 2004).

2.2.1 Fatores de Crescimento Plaguetario




27

Virias proteinas sdo derivadas das plaquetas e apenas alguns tracos delas estdo
presentes no plasma. Entre essas proteinas, quatro t€ém uma importancia funcional particular:
fator de crescimento plaquetario (PF-4, platelet factor-4), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF, platelet derived growth factor), B- tromboglobulina e trombospondina.
Outras proteinas menos caracterizadas que podem ser especificas de plaquetas, incluem a f3-
lisina, o fator de permeabilidade vascular e o fator quimiotatico (LEE, 1998). H4 outros
fatores de crescimento encontrados nas plaquetas conhecidos como: fator de crescimento
transformador B1 e B2 (TGF-B 1 e TGF-B2 transforming growth factor), fator de crescimento
similar a insulina (IGF, insulin-like growth factor) e fator de crescimento epidérmico (EGF,

epidermal growth factor), entre outros (MARX, 2001).

Embora haja varios fatores de crescimento, derivados de plaquetas ou ndo, os mais
descritos na literatura para o tratamento de feridas sdo: PDGF, TGF, IGF e o EGF, que serdo

descritos a seguir.

2.2.1.1 Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas - PDGF.

Este fator pode ser derivado dos granulos das plaquetas como também ser encontrado
em macrofagos, células endoteliais, células musculares lisas e muitas células tumorais. E uma
glicoproteina formada por duas cadeias de aminoacidos A e B, que pode ser encontrada em
trés diferentes formas: PDGF- AB, PDGF-AA e PDGF- BB. Sua agdo depende da ligacao
com seus receptores especificos. Dois tipos de receptores sdo conhecidos, o receptor o
interage com todas as formas de PDGF e o receptor B que ¢ especifico para a forma PDGF-
BB. A ativacao celular ocorre por via sistémica sob acdo da enzima tirosinaquinase, como

acontece com os EGFs, TGFs ¢ o FGFs (Herdon ef al. 1993).

O PDFG ¢ um importante fator mitogénico do soro; estimula o crescimento de células
endoteliais, células musculares lisas, células gliais e fibroblastos, sendo quimiotatico para
fibroblastos humanos. E também possivel que regule a biossintese de fosfolipidios e

prostaglandinas em varias células. O PDGF de megacariécitos pode induzir a proliferacao de
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fibroblastos na medula dssea e pode mediar a resposta proliferativa nas lesdes ateroscleroticas

(LEE, 1998).

Estes fatores sdo conhecidos por favorecerem a angiogénese por meio da ativagao dos
macrofagos que secretam fatores induzindo células endoteliais a formarem novos capilares e
também aumentam a quantidade de proliferacdo das células tronco presentes na medula 6ssea

(VALE, 2002).

2.2.1.2 Fator de Crescimento Transformador - TGF.

O fator de crescimento transformador B € uma citocina multifuncional, que faz a
regulagdo do crescimento e diferenciacdo de muitos tipos de células. Apresenta efeitos
estimulantes nas células de origem mesenquimal e efeitos inibitorios em células de origem
ectodérmica. O TGF-B estimula a produ¢ao de outros fatores de crescimento e retarda a
sintese de perdxidos de hidrogénio da ferida, considerada uma das responsaveis pela
destruicdo de fibroblastos. Este fator recebeu este nome, porque foi primeiramente isolado em
tecidos transformados (sarcomas). Apresenta-se em quatro estruturas diferentes o TGF-f1
(encontrado nos alfa granulos plaquetarios), TGF-2, TGFB3 e TGF-a (¢ homologo ao EGF,
liga-se ao mesmo receptor - EGFR e possui atividade bioldgica igual in vitro) (ROBBINS &
COTRAN, 2004).

Os ossos ¢ as plaquetas contém 100 vezes mais TGF-f que qualquer outro tecido do
corpo humano, embora seja encontrado também nos macrofagos, linfocitos-T, células
endoteliais, ceratindcitos, células musculares lisas e fibroblastos. O TGF-B1 ¢ sintetizado em
praticamente todas as células, e todas as células expressam receptores para este FC, indicando

que o mesmo afeta quase todos os processos fisiologicos (LIND, 1998).
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2.2.1.3 Fator de Crescimento Semelhante a Insulina - IGF.

Os FC similares a insulina (IGF) pertencem a um grupo de proteinas denominadas
somatomedinas (Sm), produzidas principalmente pelo figado. Sdo subdivididas em IGF-I
(Sm-C) e IGF-II. Estudos clinicos tém confirmado que a administracao exdgena de hormdnio
de crescimento mostra um significante aumento na producdo de IGF-I pelo figado e por
tecidos especificos, como o musculo esquelético e a cartilagem, podendo ter um efeito

autdcrino ou paracrino, conforme Herdon et al. (1993).

Duas somatomedinas t€ém sido determinadas, a somatomedina C é um peptideo
idéntico ao IGF-I, enquanto que o IGF-II ¢ denominado como um peptideo neutro. As
somatomedinas sao hormdnios anabdlicos com efeitos que incluem replicagao celular, sintese
de glicogénio, colageno, proteina e glicosaminoglicanas, e transportam a glicose e os
aminodcidos pela membrana celular. Receptores especificos de Sm tém sido identificados em
diversos tipos de células, entre elas os fibroblastos e as células endoteliais. Entre suas
principais fungdes estdo a de estimular a sintese de colageno, migracdo do ceratindcito e
proliferagdo de fibroblastos, e também a de produzir efeitos enddcrinos similares ao hormonio

de crescimento (MC GRATH, 1990).

2.2.1.4 Fator de Crescimento Epidérmico - EGF.

O fator de crescimento epidérmico € um polipeptideo composto de 53 aminoacidos e ¢
encontrado nos fibroblastos e nas células epiteliais, predominantemente na glandula
submandibular, nos rins adultos, leite, saliva, plasma, liquido amniotico e na urina. O EGF e o

TGF-a tém sido identificados no leito da ferida apds a ocorréncia da lesdo. Estudos em
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animais indicam que o EGF ¢ necessario para a formacdo do colageno, desenvolvimento do

tecido de granulagdo e aumento da epitelizagdo, segundo Mc Grath (1990).

O EGF estimula a resposta mitogénica com o aumento concomitante de DNA e RNA
em uma variedade de células epiteliais, hepatocitos e fibroblastos. E amplamente distribuido
nas secrecdes € nos liquidos teciduais como suor, saliva, urina e conteiidos intestinais. Nas
cicatrizagdes de ferimentos da pele, o EGF ¢ produzido por ceratindcitos, macréfagos e outras
c€lulas inflamatérias que migram para dentro da area. Promove ainda a migracao celular e o
crescimento de outras estruturas da pele que nao possuem uma rapida proliferagao, como os
foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e musculos eretores. Os estudos t€ém mostrado uma
significante resposta do EGF no tratamento de areas doadoras de enxerto de tecido mole e em

feridas causadas por queimaduras (HERDON et al., 1993).

2.3 Série Plaquetaria

As plaquetas ou trombocitos sdo fabricadas na medula dssea, como resultado da
fragmentacdo dos megacariocitos, considerando-as assim, como sendo fragmentos do
citoplasma destas células. Em geral, sdo produzidas 1000 a 3000 plaquetas a partir de cada
megacariocito, e a referéncia em humanos é de 150 a 450 mil/mm’. Nio possuem DNA e tém
pouca capacidade de biossintese e sua principal fungdo ¢ a hemostasia. Sob circunstancias
normais, sobrevivem de 7 a 10 dias na circulagdo sanguinea, de acordo com Silva et al.

(1997).

As plaquetas ndo migram e ndo fazem diapedese nos tecidos e quando ndo ativadas
apresentam uma forma discoide e possuem granulos no seu citoplasma. Uma vez expostas ao
vaso lesado elas degranulam e sofrem uma mudanga em seu formato, apresentando-se de

forma globular com projecdes e pseudopodes, conforme Verrastro et al. (1996).

As plaquetas sdo anucleadas e tém citoplasma complexo, cujas organelas sdo

indispensaveis as suas fungdes. A superficie plaquetaria tem limites externos mal definidos e
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¢ muito rica em mucopolissacarideos, material glicoprotéico que a impede de aderir ao
endotélio normal, e fosfolipideos que desempenham varios papéis de ativagdo em multiplas

etapas do processo de coagulagao sanguinea (GUYTON & HALL, 2002).

Santos & Santos (2004) ressaltaram que através do recurso da microscopia eletronica &
possivel identificar o complexo sistema de canaliculos e microtubulos das plaquetas
denominado de sistema canalicular aberto, que se comunica com invagina¢des da membrana
plasmatica. Essas organelas estdo intimamente ligadas aos mecanismos de atividadade
trombodindmica da coagulagdo, que seriam a emissao de pseudopodes, adesividade
interplaquetaria e conseqiliente retragdo do codgulo que lhe dé& estabilidade e ancora o
citoesqueleto da rede de fibrina que, nos processos de cicatrizagdo e recuperagdo tecidual
servem para a migragao de células formadoras de novos tecidos. Tais fungdes requerem muita
energia ¢ demandam a presenca de ions calcio, elas obtém energia a partir do glicogénio

abundante em seus citoplasmas e do célcio presente no plasma.

As plaquetas contém citoplasma complexo, cujas organelas sdo indispensaveis as suas
fungdes e contém varios tipos de granulagdes secretoras como os granulos alfa, os delta e os
lambda. Os granulos alfa sd3o os mais abundantes das plaquetas, possuem fibrinogénio e fator
de crescimento plaquetario, que estimula as mitoses no musculo liso dos vasos sanguineos ¢ a
cicatrizagdo de feridas. Ja os granulos delta armazenam ADP e ATP. Os granulos menores,
chamados de granulos lambda, sdo lisossomos carregados com as enzimas usuais dessas

organelas (Junqueira & Carneiro 2008).

Vendramin et al. (2006) afirmaram que as plaquetas atuam no processo de cicatrizagao
de feridas e re-epitelizacdo, liberam diversos FC que estimulam a angiogénese, promovendo
crescimento vascular e proliferacdo de fibroblastos, que por sua vez proporcionariam um

aumento da sintese de colageno.

2.4 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)
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Lynch et al. (1989), descreveram o PRP como sendo um produto derivado do sangue
autogeno obtido através de processo laboratorial, colhido em periodo pré-operatorio e rico em
fatores de crescimento derivados dos granulos a-plaquetérios. Eles estudaram o PDGF e o
IGF-I em caes da raga Beagle, aplicados para estimular a regenera¢do periodontal. Os
resultados mostraram que esses agentes de crescimentos foram mitogénicos e quimiotaticos
para fibroblastos e osteoblastos.

Knighton et al. (1990) testaram o efeito topico da aplicacdo de PRP em ulceras
cutaneas. Obtiveram um tempo de cicatrizagdo de 6 a 8 semanas com o PRP, enquanto o
grupo controle foi de 15 semanas.

Em 1991, Lynch et al. avaliaram o processo de reparo 6sseo em torno de 40 implantes
de titanio de pressao, inseridos na mandibula de 8 caes da raca Beagle em combinagdes com o
PDGF/IGF-I, simultaneamente a instalagdo dos implantes. Os sitios dos implantes tratados
com PDGF/IGF-I exibiram maior crescimento 6sseo em torno dos implantes que nos grupos
controle, tratados com gel de placebo. Os resultados demonstraram que essa combinagdo
estimulou a neoformacao 6ssea em torno dos implantes de titanio.

Becker et al. (1992) avaliaram a deposicdo 6ssea em torno de implantes de titdnio
comparando o uso de membrana de coldgeno com a combinagdo PDGF/IGF-I. Nesse estudo,
foram instalados 24 implantes em caes logo apos as extracdes, com alvéolos com extensa
deiscéncia vestibular Os resultados obtidos mostraram que a associagdo da membrana com o
PDGF/IGF-I obtiveram sitios com alta taxa de densidade 6ssea e o dobro da area de
crescimento 6sseo em torno dos implantes, quando comparado a outra associagao.

O gel de plaquetas ¢ o produto final do PRP, derivado da centrifugacdo especial de
sangue, com trombina e cloreto de calcio. As plaquetas, uma vez ativadas pela trombina,
liberam seus fatores de crescimento e comec¢am a organizar-se para a formacao do coagulo de
fibrina. Trata-se de uma modificag@o autéloga da cola de fibrina, a qual foi descrita e utilizada
em diversas ocasides encontradas na literatura com aparente sucesso clinico. O gel de
plaquetas ¢ preparado por meio da coleta de sangue do prdprio paciente, no periodo pré-
operatorio, quando possivel na propria sala cirargica para diminuir riscos de contaminagao.
Cola de fibrina, selante de fibrina e gel de fibrina sdo sindnimos, sendo este um biomaterial
que foi desenvolvido por meio da busca para a promocao de agentes hemostaticos e adesivos
cirtrgicos, conforme Whitman et al. (1997).

Lind (1998) estudou a agdo de varios fatores de crescimento (PDGF, TGF beta, IGF-I,
etc) sobre a reparagdo Ossea que foi avaliada in vitro e in vivo, sobre as células osteoblasticas,

em osteotomias € na fixacdo de implantes ortopédicos. Concluiu que o conceito da fixacao
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biologica de implantes associados a fatores de crescimento era promissor, especialmente na

melhora da reparacao dssea.

O PRP tornou-se popular na comunidade da cirurgia oral e maxilo-facial apds a
publicagdo do artigo de Marx et al. (1998). Este estudo mostrou que combinando PRP com o
osso autdégeno dentro de defeitos dsseos mandibulares resultou em uma maturacao
radiografica significantemente mais rapida e uma histomorfometria mais densa de osso. Os
autores revelaram que a utilizagdo do PRP ¢ uma solucao segura na utilizagdo de fatores de
crescimento em enxertos 0sseos.

O PRP também seria conhecido por plasma autdégeno de plaquetas, plasma enriquecido
com plaquetas, plasma rico em fatores de crescimento, concentrado de plaquetas, ou ainda,
gel de plaquetas (ANITUA, 1999). Por ser um produto organico, atoxico € ndo imunorreativo,
tem sido utilizado para acelerar os caminhos da cicatrizacdo da ferida cirrgica a partir de
varios fatores de crescimento nele presente.

Marx & Garg, (1999) afirmaram que o PRP possui uma preparagdo autogena que
elimina a possibilidade da transmissao de doengas ou reagdes imunologicas, como ocorre nas
preparacdes alogenas e xendgenas. Também afirmaram que seu uso em enxertos de maxilas
severamente atroficas aumenta a taxa de sucesso da osseointegragao.

Muitos dos FCs presentes no PRP tém sido isolados dos tecidos e caracterizados, os
principais fatores envolvidos nos processos de regeneracao e cicatrizacao sao PDGF, TGF-p,
EGF/TGF-a, IGF1 e FGF (MAN et al., 2000).

Schimitz & Hollinger (2001) alertam para o insuficiente entendimento bioldgico da
terapia clinica relacionada ao PRP. Entretanto reconhecem o grande potencial associado ao
suplemento de fatores de crescimento na reparacao de ferimentos, embora a efetividade do
PRP nos enxertos 6sseos ndo seja plenamente conhecida. Na opinido dos autores, as pesquisas
basicas nao sdo suficientemente consistentes em demonstrar a habilidade do PRP em
promover reparagao tecidual 6ssea segura.

Em 2001, Marx destacou que o PRP também ¢ denominado plasma autdégeno de
plaquetas, gel de plaquetas, plasma enriquecido com plaquetas, plasma rico em fatores de
crescimento e concentrado de plaquetas. Seria bem definido como sendo plasma autdélogo
com grande concentragdo de plaquetas, ou seja, com valores basais acima do encontrado na
corrente sanguinea, portanto maior que 350.000/ul (valores normais: 150.000 a 350.000/ul).
Os estudos cientificos sobre cicatrizacdo de tecidos moles e 6sseos sugerem a utilizagdo de

PRP com minimo de 100.000 plaquetas/pl, sendo que concentragdes plaquetarias inferiores
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ndo garantem aumento da taxa de cicatrizagdo, e concentracdes superiores ndo mostraram
resultados melhores.

O gel de plaquetas ¢ obtido através da adi¢ao de trombina e gluconato de célcio ao
PRP. Estes ativam o sistema de coagulagdo, resultando na gelacdo do PRP, o que facilita sua
aplicacdo em diversas cirurgias e também ativam as plaquetas. Inicialmente o PRP era obtido
através de maquinas de plasmaferese e utilizava-se a trombina bovina para sua ativacao. O
interesse em facilitar sua obtencdo e diminuir os custos fez com que surgissem algumas
maquinas automatizadas e diversos protocolos, inclusive com substitui¢do da trombina bovina
por trombina autdloga, de acordo com Lozada et al. (2001).

O PRP tem entre 1.000.000 e 1.500.000 plaquetas por microlitros. E um
hemocomponente autdégeno usado para liberar FCs em altas concentragdes no local onde se
pretende reparar um defeito ou uma lesdo tecidual, levando a aceleracdo do processo
cicatricial. Os fatores de crescimento estimulam principalmente a reepitelizacdo, a
angiogenése, a mitose celular, a sintese de coldgeno, a quimiotaxia dos neutrofilos,
macroéfagos e fibroblastos e a producao linfécitos com a producao de interleucinas (MAN et
al.,2001).

Segundo Vale (2002) o PRP apresenta plaquetas com elevado potencial de agregacao e
alta concentracdo de fatores V e VIII, diminuindo o tempo de coagulagdo com maior
eficiéncia quando comparado a outros hemoderivados e propiciou a formagao de um trombo
precoce mais estavel, reduzindo a perda sanguinea pods-operatoria. Esse concentrado de
plaquetas foi usado em cirurgias cardiacas e exodontias de pacientes que fazem uso de
anticoagulantes, objetivando reduzir risco de sangramento e evitar transfusdes heterdlogas.
Em ambas as situacdes, a incidéncia de hemorragia pos-operatoria diminuiu, nao sendo
necessaria a transfusao de fatores de coagulacio ou suspensao do uso de anticoagulantes.

Na opinido de Earl & Tara (2004) a preparacdo do PRP ¢ relativamente simples, o
sangue coletado do paciente submete-se a uma centrifugacdo, processo para concentrar as
plaquetas. Assim as plaquetas sdo concentradas em um pequeno volume para que possa entao
ser adicionado a um enxerto. Quando o concentrado de plaquetas ¢ ativado, uma estrutura
gelatinosa ¢ gerada e os fatores importantes do crescimento sdo liberados.

O uso do PRP ¢ uma estratégia para ampliar e acelerar os efeitos dos FCs contido nas
plaquetas, iniciadoras universais da cicatrizagao precoce, mostrando bons resultados obtidos
em reconstrucdes Osseas, principalmente na area de implantodontia (KLONGNOI et al.,
2006). Pode ser usado sozinho ou associado a enxertos tanto 6sseos como de tecido conectivo

na reconstrucao de defeitos 6sseos ou periodontais.
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Vendramin et al. (2006) estabeleceram um método eficiente e com custos reduzidos de
preparagdo do PRP para utilizagdo em cirurgia plastica. Realizaram 20 testes através de
centrifugacao de sangue e os resultados obtidos com a centrifugagdao de 300G por 10 minutos
na primeira centrifugacdo e¢ de 640G por 10 minutos na segunda, foram as maiores
concentragdes plaquetarias. Pode-se concluir que, neste protocolo de obtencdo o gel de
plaquetas mostrou uma alta concentracao plaquetaria e FCs o que facilitou a utilizacdo em
cirurgia plastica, mostrando bons resultados na cicatrizagdo de feridas e na integracao de
enxertos 0sseos e cutdneos. As feridas cronicas apresentaram diminuicdo do didmetro e
desenvolveram um tecido de granulagdo de melhor qualidade.

Em 2007, Suaid et al. realizaram um estudo com nove caes com o objetivo de avaliar
clinicamente a associagdo PRP com o enxerto de tecido conjuntivo subepitelial quando
utilizado no recobrimento radicular de defeitos tipo retracdo gengival. Através da avaliagdo
dos parametros de altura e largura da retracdo e altura do tecido queratinizado ndo observaram
diferencas significantes entre o grupo associado ao PRP e o grupo nao associado. Concluiram
em seu estudo que nao houve beneficios na adi¢do do PRP no recobrimento radicular

Albuquerque et al. (2008) fizeram um levantamento bibliografico com o objetivo de
analisar sobre a efetividade do PRP, com foco na area de odontologia. Puderam concluir que,
as propriedades das plaquetas tornam o PRP um produto com grande potencial de melhorar a
integragdo dos enxertos sejam eles 0sseos, cutaneos, cartilaginosos ou de gordura, bem como
para estimular a cicatrizagdo de feridas cirirgicas. Dentro da literatura observaram que
existem criticos que questionam a confiabilidade desse recurso, no entanto a maioria dos
pesquisadores apresentou resultados clinicos bastante satisfatorios a favor de sua aplicacao.

Almeida et al. (2008) publicaram um estudo onde analisaram 33 pacientes submetidos
a ritidoplastia e lipoenxertia com o uso concomitante do plasma pobre em plaquetas (PPP) e
PRP. Apresentaram uma andlise qualitativa de casos clinicos que evidenciaram uma melhor
integragdo da enxertia adiposa nos preenchimentos faciais quando do uso do PRP e melhor
adaptacao dos retalhos de ritidoplastia com o uso concomitante do PPP. Puderam concluir
que os seus achados clinicos foram concordantes com a literatura internacional e os
incentivaram a prosseguir no desenvolvimento de técnicas cada vez mais apuradas e seguras

no tratamento de pacientes utilizando o PRP.
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2.5 Laser

A palavra laser tem origem na lingua inglesa e advém da abreviagdo de seu proprio
significado (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation), ou seja, amplificagdo
da luz por emissao estimulada de radiacdo, conforme Baxter (1998). Fenomeno que ocorre
excitacao dos elementos constituintes do material exposto a onda eletromagnética por corrente
elétrica, proporcionando a emissdo de fotons que amplificam a emissao de radiacdo.

Os lasers sao classificados conforme sua poténcia e a capacidade de interagdo com os
tecidos, em duas familias: laser de baixa intensidade de energia (LILT — Low Intensity Level
Treatment) e laser de alta intensidade de energia (HILT — Hight Intensity Laser Treatment).
Os lasers de baixa intensidade mais utilizados na terap€utica sdo os de Hélio-Neonio (HeNe) e
o de Arseneto de Galio-Aluminio (GaAlAs) (RIBEIRO, 1999).

Os varios tipos de lasers de baixa poténcia apresentam diferengas quanto ao
comprimento de onda, quanto menor o comprimento de onda maior sua a¢do e poder de
penetragdo. Os lasers podem ser continuos ou pulsateis. Sua poténcia € expressa em watts
(W), variando de deciwatts a megawatts ¢ a energia medida em joules por centimetro
quadrado (J/cm?), sendo igual a poténcia multiplicada pelo tempo de aplicagdo. A energia do
laser ¢ absorvida apenas por uma fina camada de tecido adjacente além do ponto atingido pela
radiagdo, sendo por esta razdo a recomendagdo atual para lasers com comprimentos de onda
entre 640 a 940nm a aplicacdo deve ser pontual a lesdo, de acordo com Baranauskas &
Parizotto (1998).

O laser ¢ um dispositivo composto por substancias denominadas de meio ativo (gas,
solidos e liquidos), que quando excitadas por uma fonte de energia, geram luz. Assim,
definimos a luz laser como sendo ondas eletromagnéticas ndo ionizantes com caracteristicas
especiais (SULEWSKI, 2000).

O uso de tratamento térmico como modalidade terapéutica tem sido aplicado ha
muitos anos para esterilizagdo de feridas e controle de sangramento. O laser de galio e
aluminio (AsGaAl) ¢ denominado de laser terapéutico gragas a sua baixa poténcia, pois sua
carga fotonica seria insuficiente para produzir efeito térmico, conforme Brown (2000).

Ainda em 2000, Bortolleto ressaltou que a grande vantagem do laser seria justamente a
ndo interferéncia do efeito térmico, uma vez que a irradiagdo ¢ acalodrica. Atualmente
recomenda-se o tratamento a laser logo no inicio do processo de inflamagdo, cuidando-se

apenas com a dosagem aplicada.
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As caracteristicas especiais da luz laser, tais como: coeréncia, monocromaticidade e
colimagdo, as diferenciam totalmente da luz natural. Na luz coerente todas as ondas sao do
mesmo comprimento, isto €, a uniformidade da luz; monocromatica significa que a luz laser ¢
pura e composta de uma Unica cor, ¢ o efeito colimado apresenta todas as ondas sempre
paralelas entre si, havendo minima divergéncia, ou seja, sdo capazes de percorrer longas
distancias sem ocorrer dispersao, de acordo com Low & Reed (2001).

A terapia com laser de baixa poténcia, devido a luz monocromatica, ¢ capaz de alterar
o comportamento celular sem provocar aquecimento significante. O primeiro efeito
catalogado foi sua acdo bioestimuladora, porém a literatura menciona a sua capacidade de
inibir a atividade celular. Contudo para se obter o efeito de bioestimulacdo ¢ necessario uma
densidade de energia de 1 a 4J/cm” e uma poténcia de 10mW a 90mW, segundo Montello
(2002).

Azevedo & Magalhaes (2003) lembraram que os lasers de baixa intensidade seriam
usados com o proposito terapéutico, em virtude das baixas densidades de energias usadas e
comprimento de onda capazes de penetrar nos tecidos. Muitos estudos tém demonstrado a
utilizagcdo do laser de baixa intensidade em odontologia promovendo uma recuperacdo mais
rapida e menos dolorosa, nos casos de estomatite aftosa recorrente (afta), ulceras traumaticas,
lesdes herpéticas, pericoronarite, gengivite, gengivoestomatite herpética primaria,
gengivoestomatite herpética secundaria - Herpes Simples, hipersensibilidade dentinaria,
queilite angular, pericimentite, sindrome da ardéncia bucal, alveolite, disfuncao
temporomandibular (DTM).

Estudos realizados por Reddy (2003), indicaram que o laser de arseneto de galio
(GaAs) foi efetivo na promogdo do reparo e na melhora da cicatrizagdo de feridas em ratos
diabéticos. Os resultados revelaram que o coldgeno total foi aumentado 19% nas feridas
tratadas com o laser HeNe e 14% nas feridas tratadas com GaAs. Seus achados nas anélises
biomecanicas e bioquimicas de feridas de ratos diabéticos demonstraram que o laser de HeNe
foi superior ao GaAs na promocao do reparo das feridas. As diferencas entre eles poderiam
estar atribuidas na interagdo fotoquimica com as células, onde a absor¢ao de luz emitida pelo
laser HeNe ¢ de 632,8nm, e essa absor¢do iniciaria como componente da cadeia respiratdria.
Ja a radiagdo emitida pelo GaAs seria de 904nm, o que implicaria numa absor¢ao a nivel de
membrana mitocondrial, que seria durante a cascata de eventos moleculares o que levaria a
resposta fotoquimica do tecido.

Todavia, além dos fatores inerentes do laser devemos observar as caracteristicas

peculiares de cada tecido, principalmente os que controlam as reagdes moleculares e
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bioquimicas. Quando a luz laser incide em um tecido biolégico, uma parte da luz ¢ refletida e
uma parte da luz remanescente que foi transmitida ¢ espalhada dentro do tecido (que em
alguns casos leva a danos em regides distantes da area onde o feixe aparentemente se
propaga), a parte da luz remanescente ¢ absorvida, tanto pela dgua do tecido ou por algum
outro cromoforo absorvedor, como a hemoglobina e a melanina. Finalmente uma parte da luz
poderia ser transmitida ao longo de toda a espessura do tecido (BRUGNERA JUNIOR et al.,
2003).

As propriedades terapéuticas dos lasers vém sendo estudadas desde a sua descoberta,
sendo a sua ac¢do analgésica observada particularmente sobre as formas da dor cronica de
diversas etiopatogenias, desde os receptores periféricos até o estimulo no sistema nervoso
central. Portanto a terapia laser quando utilizada nos tecidos e nas células ndo ¢ baseada em
aquecimento, isto €, a energia dos fotons absorvidos ndo sera transformada em calor, mas sim
nos seguintes efeitos: fotoquimicos, fotofisicos e/ou fotobiologicos. Portanto, quando a luz
laser interage com as células e tecido na dose adequada, certas fungdes celulares poderao ser
estimuladas, tais como: a estimulacao de linfocitos, a ativagdo de mastocitos, o aumento na
producdo de ATP mitocondrial e a proliferagdo de vérios tipos de células (CATAO, 2004).

Enwemeka et al. (2004) destacaram que as trés fases do reparo tecidual seriam
positivamente afetadas pelo tratamento a laser, o efeito positivo estaria em aspectos
conhecidos da inflamagdo tais como proliferacao celular, degranulacdo e promocao de
atividades de citocinas.

Viérios sdo os mecanismos pelos quais o laser pode atuar na promocao da cicatrizagao
tecidual. Segundo Thsan (2005), o laser de baixa poténcia, aumenta a oxigenacdo tecidual,
promovendo a expansdo da microcirculacao e estimulando a capacidade adaptativa. Em seu
estudo o laser GaAlAs 904nm, quando aplicado na microcirculacio mesentérica de ratos
vivos, promoveu dilatagdo das arteriolas irradiadas seguida de aumento no fluxo sanguineo
arteriolar.

Em 2006, Rocha Junior et al. realizaram um estudo com o objetivo de investigar o
comportamento de feridas cutineas provocadas na regido dorsal de ratos Wistar submetidos
ao tratamento com laser de baixa intensidade com dosagem de 3,8 J/cm? e poténcia de 15SmW
com tempo de aplicacdo de 15s. Evidenciaram aumentos da neovascularizacdo e da
proliferagdo fibroblastica e diminuicdo da quantidade de infiltrado inflamatério nas lesdes
cirtirgicas submetidas a terapia a laser. Seus resultados em conjunto sugeriram que a terapia a
laser de baixa intensidade ¢ um método eficaz no processo de modulacdo do reparo tecidual,

contribuindo efetivamente para uma cicatrizagdo tecidual mais rapida e organizada.



3 OBJETIVO

Verificar se o plasma rico em plaquetas (PRP) isolado ou associado ao laser de baixa
poténcia arseneto de galio (GaAs) atua na cicatrizagdo por primeira intengdo em ratos Wistar.
Para tanto foram avaliados os aspectos histologicos: proliferagao vascular, presenca de células

inflamatorias, proliferagdo fibroblastica, reepitelizacdo e presenca de fibras colagenas.



4 MATERIAL E METODO

Esta pesquisa refere-se a um estudo experimental, pelo qual foram formados grupos
equivalentes e, portanto, ideais para comparagao.

Foram utilizados 24 ratas (Rattus norvergicus albinus, Rodentia mammalia) da
linhagem Wistar, fémeas, adultas, com peso variando entre 193 e 303 gramas, procedentes do
Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS).

Durante o experimento permaneceram alojadas em gaiolas de pléstico contendo
maravalha, ficando um animal por gaiola, em condi¢des de temperatura (variando de 24°C a
28°C), iluminagao e ventilagao adequadas, com livre acesso a agua e ragao industrial propria
para ratos (Nuvital®, Brasil). Respeitou-se o periodo de aclimag¢do de sete dias antes do inicio
do experimento.

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFMS, em reunido no dia 21 de agosto de 2007 com protocolo n°
166/2007 (Anexo A). Foram conduzidos de acordo com os principios éticos adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tomando as medidas adequadas
para minimizar o desconforto dos animais.

A documentacao dos procedimentos cirurgicos foi realizada através de fotografias com
maquina digital Cyber-Shot modelo W110 de 7.2 mega pixels (Sony, China).

Os animais foram distribuidos por sorteio, em quatro grupos de seis: Grupo C
(Controle) (n=6), Grupo P (Tratamento com PRP) (n=6), Grupo L (Tratamento com Laser)
(n=6) e Grupo PL (Tratamento com PRP e Laser) (n=6). Cada animal foi identificado na
cauda com numeragao seqliencial para cada grupo.

Os grupos foram por sua vez distribuidos aleatoriamente em trés subgrupos de acordo
com o periodo de observacao (7, 14 e 21 dias de pos-operatorio), com dois animais em cada
subgrupo. A Figura 1 mostra as divisdes e subdivisdes dos grupos do experimento em

questao.
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Figura 1- Organograma de distribui¢do dos grupos experimentais segundo o tratamento e tempo (em dias) de

4.1 Protocolo Anestésico

observagao.

Os animais foram pesados em balanga digital e anestesiados por via intraperitoneal

com cloridrato de ketamina a 5% (Vetanarcol®, Konig do Brasil Ltda.) na dose de 80mg/kg

associado ao cloridrato de xilazina a 2% (Rompun®, Bayer S.A, Brasil) na dose de 10mg/kg

(HOMES et al., 1998). Somente apds a obtengdao do plano anestésico, constatada através do

reflexo pupilar e do relaxamento muscular, realizou-se a tricotomia.
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4.2 Técnica de Obtenc¢ido do Plasma Rico em Plaquetas

Para a obtencdo do PRP utilizou-se o protocolo para humanos descrito por Anitua
(2003) citado por Macedo et al. (2004) com modificagdes. Para tanto, foram colhidos de 1 a 2
ml de sangue por pungdo cardiaca dos animais dos grupos P e LP, apds anestesia, com seringa
agulhada descartavel e transportado para um tubo de polipropileno estéril de 1,8mL (BD
Vacutainer®, Estados Unidos) contendo 0,10 mL de citrato de sodio 3.2% como
anticoagulante. Apds a homogeneiza¢do o tubo foi colocado na centrifuga (Fanem Ltda.,
Brasil) e centrifugado a 1800rpm por 10 minutos.

Ap6s a centrifugacdo foi possivel distinguir duas camadas distintas no tubo, as
hemécias ao fundo e o plasma sobrenadante. Removeu-se 500uL do plasma com pipeta
graduada e depositou-se em tubo tipo Ependorf de plastico estéril e adicionou-se 150uL de
gluconato de calcio a 10% estéril (Ariston®, Brasil) e homogeneizou-se manualmente. A
mistura foi colocada em banho-maria a 38°C e ap6s 15 minutos obteve-se o gel de PRP, como

se observa na Figura 2.

Figura 2 — Aspecto do gel de PRP apos realizagdo do
protocolo descrito por Anuita (2003) com modificagdes,
pronto para o uso.
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4.3 Técnica Operatoria

Apds o procedimento anestésico os animais foram tricotomizados na face lateral da
coxa direita com auxilio de lamina de barbear estéril (Gillete®, Brasil), em extensao
suficiente para permitir a visualizacdo da area a ser abordada. Seguiu-se a antissepsia com
solugdo de alcool iodado a 2% (Povidine®, Brasil) e o campo operatdrio foi limitado com

panos operatdrios esterilizados, como mostra a Figura 3.

Figura 3 — A: Rato Wistar sob efeito de anestesia. Membro posterior direito- antissepsia com alcool
iodado a 2 %. B: Campo operatério delimitado com pano operatorio estéril.

Realizou-se uma incisdo longitudinal com lamina de bisturi n® 15 montada em cabo de
bisturi n° 3 de 2 cm através da pele e dos tecidos conjuntivos subcutaneos até a profundidade
do musculo quadriceps femural (Figura 4-A). Removeu-se um fragmento de tecido muscular
utilizando-se um punch descartavel de 5 mm de didmetro interno (Kolplast®, Brasil) (Figura
4-B), causando uma lesdao de 6 mm de didmetro por 5 mm de profundidade (Figura 5) e
deixou-se preencher com proprio sangue da ferida nos grupos C e L e em seguida suturou-se
por pontos isolados simples com fio de nylon monofilamento de 4-0 (Shalon®, Brasil). Nos
grupos P e PL a lesdo foi preenchida com gel de PRP (Figura 6) e fez-se o mesmo padrao de

sutura dos grupos anteriores.
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? 7
Figura 4 — A: Membro posterior direito. Incisdo realizada e régua mensurando 2 cm. B: Instrumento
cirurgico descartavel Punch e fragmento removido do musculo quadriceps femural da face lateral da coxa
direita.

Figura 5 — Membro posterior direito, campo operatorio protegido
por pano estéril. Aspecto macroscopico da lesdo circular com aprox.
6 mm de didmetro e 5 mm de profundidade, em tecido muscular de
ratos Wistar.
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Figura 6 — Membro posterior direito. A: Preenchimento da lesdo com gel de PRP nos grupos P e PL. B:
Aspecto da lesdo logo apos o preenchimento por gel de PRP.

Ap0s a cirurgia os animais foram devolvidos as suas gaiolas individuais e mantidos
com rigido controle de limpeza ambiental. Durante o pds-operatério nao houve administragao
de medicamentos via oral, apenas foi realizada limpeza da area da ferida cirargica com agua
oxigenada e curativo com solucdo iodada a 2% durante cinco dias. As suturas foram

removidas apds 7 dias.

4.4 Técnica de Aplicacao do Laser

Foi realizada a aplicacao do laser de baixa poténcia Arseneto de Galio (GaAs) com o
aparelho Laser Light 2 (Kondortech®, Brasil) (Figura 7), comprimento de onda 660nm e 30
mW/cm? de poténcia, com densidade de energia radiante de 4 J/cm? abrangendo cinco pontos
eqiiidistantes (um ponto central sobre a sutura, 2 pontos na extremidade e 2 pontos em suas

laterais), como mostra a Figura 8.
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Figura 7- Aparclho de laser de baixa poténcia
(Kondortech®) com semicondutores de galio e
arsénio.

Figura 8- Rato Wistar, membro posterior direito apds
ato operatorio. Sutura e pontos de aplicagdo do laser
(em vermelho).

A dosagem total diaria de aplicagdo do laser foi de 20 J/cm? através do método
transcutaneo pontual e em contato, no dia do ato operatorio e nos trés dias subseqiientes ao
mesmo, nos grupos L e PL. A aplicagdo foi realizada sempre no mesmo horario e com os
animais sob anestesia ja descrita, o tempo de aplicacdo foi determinado automaticamente pelo

aparelho em 1 minuto e 40 segundos para cada ponto.
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4.5 Eutanasia e Preparacio do Material

Nos tempos de 7, 14 e 21 dias apds o procedimento cirdrgico, dois animais de cada
grupo foram submetidos a eutanésia em camara de didxido de carbono depois de anestesiados.
ApOs a eutanasia, realizou-se a tricotomia da area operada e, através de incisdo com lamina de
bisturi n° 15, confeccionou-se um retalho abrangendo a totalidade da pele até o tecido
muscular. O retalho foi colocado num frasco plastico pequeno com etiqueta de identificacao
contendo paraformaldeido a 10% permanecendo por 48h.

Os materiais foram enviados ao Laboratorio de Anatomia Patoldgica da Faculdade de
Medicina Veterinaria da UFMS, para que pudessem ser processados rotineiramente para a
técnica de inclusdo em parafina, cortados a 4p e corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e

Tricromico de Masson (TM) e assim confeccionaram-se as 1aminas para o estudo histologico.

4.6 Avaliacao Histologica

As laminas obtidas apo6s coloragdo foram avaliadas por um mesmo examinador no
Laboratério de Patologia da UFMS, sem que o mesmo soubesse qual lamina pertencia a
determinado grupo. A analise histologica foi realizada através de microscopio Optico
convencional (Olympus BX41®, Japao), com as objetivas de 4x, 10x e 40x, acoplado a
maquina digital (Motic®, Canadd) com auxilio do programa Motic Images Plus (version 2.0)
para captura de imagens.

O critério de avaliagcdo das laminas, baseado no trabalho de Garros et al. (2006), para
coloragao em HE foi a presenca do tecido de granulagdo de acordo com a intensidade em que
os dados foram encontrados (forma de manifestagdo: ausente, discreto, moderado e
acentuado) e para a coloracio em TM foi a presenca de fibras colagenas (forma de
manifestagdo: ausente, discreto, moderado ¢ acentuado). Todos estes dados foram

transformados em varidveis quantitativas mediante atribuicdo de indice para o achado
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histologico conforme demonstrados na Tabela 1, e foram encaminhados para andlise

estatistica.

Tabela 1 - Classificagdo e atribui¢do de indices aos achados histologicos (HE e TM)

Achados HE/TM Ausente  Discreto  Moderado  Acentuado
Proliferacdo vascular 0 1 2 3
Células agranuldcitas 0 1 2 3
Células granuldcitas 0 1 2 3
Proliferacao fibroblastos 0 1 2 3
Reepitelizagao 0 1 2 3
Colagenizacao 0 1 2 3

A intensidade dos achados de HE e TM foi avaliada segundo os seguintes critérios:

Proliferacao Vascular — foi considerada ausente, quando nao se evidenciavam vasos no
corte histologico; discreta, quando eram visualizados poucos vasos esparsamente situados, de
forma isolada no contexto; moderada, quando apareciam com maior freqiiéncia e dispersos no
campo Optico e acentuada, quando evidenciados com grande freqiiéncia, dispostos em todo
contexto.

Células agranulocitas — foram classificadas como ausente, quando ndo eram
visualizadas no campo Optico; discreta, quando evidenciadas de forma isolada, possibilitando
distinguir areas livres de infiltrado; moderada, quando apareciam com maior freqiiéncia,
constituindo agregados densos, mas possibilitando visualizar areas livres de infiltrado; e
acentuada, quando as células eram evidenciadas com grande freqiiéncia, constituindo
agregados densos e justapostos, sem areas livres de infiltrados.

Células granulocitas — foram classificadas como ausentes, quando nao eram
visualizadas no campo Optico; discretas, quando eram visualizadas esparsamente, de forma
isolada, com muitas areas livres de infiltrados; moderada, quando j& eram visualizadas
formando agregados, porém com dareas adjacentes livres de infiltrados; acentuada, quando
estas c¢lulas apareciam com grande freqiiéncia, formando agregados densos, sem areas livres

de infiltrados.
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Proliferacdo fibroblastica — foi classificada como ausente, quando ndo se evidenciava
proliferagao de fibroblastos; discreta, quando havia esparsos fibroblastos proliferados em
meio a tecido conjuntivo frouxo; moderada, quando havia moderada quantidade de
fibroblastos proliferados, constituindo pequenos feixes celulares multi-direcionalmente; e
acentuada quando havia grande quantidade de fibroblastos proliferados constituindo
agregados compactos de cé¢lulas arranjadas multi-direcionalmente.

Reepitelizagdo — classificou-se como ausente, quando nao havia epitélio visualizado
no campo 6ptico; moderado, quando aparecia de forma incompleta ou parcial; acentuada,
quando visualizado de forma total ou completa sobre o tecido conjuntivo.

Colagenizacao — classificou-se como ausente, quando nao havia fibras colagenas
depositadas; discreta, quando a deposi¢ao de fibras colagenas era em pequena quantidade,
caracterizadas por fibras depositadas em meio aos fibroblastos proliferados; moderada quando
a deposi¢do de colageno formava feixes de fibras eosinofilicas, espessas, intercaladas com
areas de tecido conjuntivo frouxo e fibroblastos proliferados; e acentuada, quando havia
grande deposicao de fibras colagenas, constituindo feixes de fibras espessas, compactamente

arranjadas em meio aos fibroblastos proliferados e sem areas de tecido conjuntivo frouxo.

4.7 Analise Estatistica

Foi realizada através da estatistica descritiva e do teste exato de Fischer.



5 RESULTADOS

O ato operatorio de todos os animais transcorreu sem complicagdes. Nao houve obitos.
Todas as ratas recuperaram-se bem da anestesia. As avaliagdes clinicas didrias mostraram
adequada recuperacdo, com manuten¢do do estado geral, presenca de atividade fisica e
disposicao para alimentar-se em todos os animais dos grupos do experimento.

As informagdes da avaliagdo microscopica foram submetidas a andlise estatistica
descritiva e as variaveis analisadas, presenca de proliferagdo vascular, células agranuldcitas,
células granulocitas, proliferagao fibroblastica, reepitelizacao e presenca de fibras colagenas
entre os grupos (C, P, L e PL) e os periodos analisados (7, 14 e 21 dias) foram objetos de
calculos de freqiiéncia. Os dados obtidos foram apresentados sob forma de graficos, figuras e

tabelas.

5.1 Avaliacido microscopica

5.1.1 Proliferagao vascular

O primeiro achado histolégico avaliado foi a proliferagdao vascular (Figura 9) que se
encontrou acentuada no periodo de 7 dias para os quatro grupos avaliados (C, P, L e PL)
(Figura 10). Aos 14 dias de pds-operatorio houve uma reducgao da proliferacdo vascular para
moderada no grupo P; nos grupos L e C para discreta; e o grupo PL mostrou auséncia de
proliferagdo vascular. Aos 21 dias de pos-operatorio o grupo P permaneceu com discreta
vascularizagdo, sendo que nos demais grupos a quantidade de vasos sanguineos foi

considerada ausente.
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Figura 9: Intensidade da proliferacdo vascular nos diferentes periodos de observacédo (7, 14 e
21 dias) dos grupos C, P, L e PL.
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Figura 10 - Fotomicrografia de corte histologico de pele de rato Wistar.
Animal do grupo C demonstrando acentuada proliferacdo vascular (setas)

no periodo de 7 dias de poés-operatorio. HE, 40x.
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5.1.2 Células agranulocitas

Nos grupos C e PL houve presenga acentuada dessas células no 7° dia de pos-
operatdrio. No 14° e 21° dias de pds-operatdrio os grupos C, P e L comportaram-se de forma
semelhante, com discreta presenca de macréfagos. O grupo PL demonstrou auséncia dessas

células no 14° dia e presenga muito discreta no 21° de pds-operatorio (Figuras 11, 12 e 13).

2
H 7 dias
H 14 dias
1 i 21 dias

C P L PL

Figura 11: Intensidade da presenca de células agranuldcitas nos diferentes periodos de
observacao (7, 14 e 21 dias) dos grupos C, P, L e PL.
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Figura 12 — Fotomicrografias dos grupos no periodo de 7 dias de pos-operatdrio. A: ldmina obtida do animal
do grupo C em que se observa area focalmente extensa de quantidade acentuada de tecido de granulagio (setas
amarelas) e presenga de crosta (seta preta). B: 1amina do animal do grupo PL. Notar area focalmente extensa
de tecido de granulagdo (setas amarelas) e crosta (seta preta). C: lamina do animal do grupo P em que se
observa presenca acentuada de infiltrado inflamatorio (setas). D: 1amina do animal do grupo L. Notar presenca
moderada de infiltrado inflamatorio (setas). HE. 40x.

Figura 13 — Fotomicrografias dos grupos no periodo de 14 dias. A: ldmina obtida do animal do grupo P. Nota-se
discreta area de tecido de granulagdo (seta). B: 1amina obtida do animal do grupo L , observa-se area discreta de
tecido de granulagdo (setas). HE. 40x.
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5.1.3 Células granuldcitas

Os grupos se comportaram de forma semelhante em praticamente todos os periodos
avaliados com relagdo a presenca de células granuldcitas. Somente no 7° dia o grupo L
apresentou quantidade muito discreta de neutrdfilos quando comparado aos demais grupos
que apresentaram discreta presenga dos mesmos. No 14° e 21° dias elas permaneceram

ausentes em todos os grupos (Tabela 2).

Tabela 2 — Intensidade da reacdo inflamatoria medida pela quantidade de neutréfilos
observados no processo de reparacdo tecidual nos periodos 7, 14 e 21 dias de pos-
operatodrio, entre os grupos C, P, L e PL

Dias de pos- Grupo C Grupo P Grupo L Grupo PL
operatorio
7 1 1 0,5 1
14 0 0 0 0
21 0 0 0 0

5.1.4 Proliferagao de fibroblastos

Outro item no processo cicatricial averiguado foi a proliferagao fibrobldstica. No 7°
dia de pos-operatorio, ela foi moderada em todos os grupos, sendo que o grupo PL mostrou-se
de moderado para acentuado. Nao houve diferenca do 7° para o 14° dia de pos-operatdrio
entre os grupos C e P, ja nos grupos L e PL houve indicios de aumento da proliferacdo de
fibroblastos de moderada para acentuada no 14°, permanecendo iguais no 21°. O grupo P nao

demonstrou diferenga entre os diferentes periodos analisados (Figura 14).
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Figura 14: Intensidade da proliferagdo de fibroblastos nos diferentes periodos de observagao (7,
14 e 21 dias) dos grupos C, P, L e PL.

5.1.5 Reepitelizacao

A reepitelizacdo foi similar entre os grupos em todos os periodos analisados, sendo
ausente no 7° dia de pos-operatdrio e acentuada no 14° e 21° dias (Tabela 3 e Figuras 15 e

16).

Tabela 3 — Intensidade da reepitelizagdo, observada no processo de reparagdo tecidual nos
periodos 7, 14 e 21 dias de pds-operatério, entre os grupos C, P, L e PL

Dias de pos- Grupo C Grupo P Grupo L Grupo PL
operatorio
7 0 0 0 0
14 3 3 3 3

21 3 3 3 3
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Figura 15- Fotomicrografias da pele de ratos Wistar aos 7 dias de pds-operatorio. A: lamina obtida do
animal do grupo L. Notar auséncia de reepitelizagdo (seta). B: lamina obtida do animal do grupo C. Notar a
auséncia de reepitelizac@o e presenga de crosta (seta). HE, 40x.

Figura 16— Fotomicrografias da pele de ratos Wistar, periodo de 21 dias de pds-operatorio. A: lamina de
animal do grupo C. Observa-se total reconstitui¢do do epitélio (seta). B: ldmina de animal do grupo L.
Observa-se a reepitelizagdo (seta). HE, 40x.
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5.1.6 Presenga de fibras colagenas

Com relagdo a presenca de fibras colagenas no 7° dia de pds-operatorio, os grupos P,
L e PL mostraram-se aumentadas em relagdo ao grupo C, sendo que a associa¢do dos
tratamentos (PL) foi superior, mostrando-se acentuada. No 14° dia o grupo PRP, mostrou-se
com maior quantidade de fibras colagenas que o grupo L, que permaneceu igual ao 7° dia. No
21° dia todos os grupos comportaram-se de forma semelhante atingindo quantidade acentuada

de fibras coldgenas (Figuras 17 e 18).

3 _
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Figura 17: Intensidade da presenga de fibras colagenas nos diferentes periodos de observagéo
(7, 14 ¢ 21 dias) dos grupos C, P, L e PL
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Figura 18— Fotomicrografias de corte histologico de pele e subcutaneo de ratos Wistar aos 7 dias de pds-
operatorio. A: lamina do animal do grupo C. Notar discreta presenga de fibras colagenas (setas). B: 1amina do
animal do grupo P. Notar presenca moderada de fibras colagenas (setas). C: lamina do animal grupo L com
moderada presenca de fibras colagenas. D: lamina do animal do grupo PL onde se observa presenca acentuada
de fibras colagenas. TM, 40x.

5.2 Analise estatistica

Foi realizada através do teste exato de Fischer com grau de liberdade 5% onde se
considerou estatisticamente significante os resultados de p maior ou igual a 0,05.
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Tabela 4 — Observagao histologica da presenga da proliferagao vascular, células agranuldcitas
e granuldcitas nos animais dos grupos C, P, L e PL (seguimento 7, 14 e 21 dias),

respectivamente.

Grupos 7 dias 14 dias 21 dias
CxP p=0,5152 p=0,6819 p=1
CxL p=0,5152 p=1 p=1
CxPL p=0,5152 p=1 p=1
PxL p=0,5152 p=0,6819 p=1
PxPL p=0,5152 p= 10,6819 p=1
LxPL p=0,5152 p=1 p=1

Teste Exato de Fisher

Tabela 5 — Observagao histologica da presenca da proliferagao de fibroblastos, reepitelizagao
e de fibras colagenas nos animais dos grupos C, P, L e PL (seguimento 7, 14 e 21 dias),

respectivamente.

Grupos 7 dias 14 dias 21 dias
CxP p= 10,2457 p=1 p=1
CxL p=0,2457 p=1 p=1
CxPL p=0,2457 p=1 p=1
PxL p=0,5152 p=1 p=1
PxPL p=0,5152 p=1 p=1
LxPL p=0,5152 p=1 p=1

Teste Exato de Fisher
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Tabela 6 — Observacao histologica da proliferacdo vascular, células agranuldcitas e
granuldcitas, proliferacdo de fibroblastos, reepitelizagdo e presenga de fibras coldgenas nos

animais dos grupos C, P, L e PL (seguimento 7, 14 e 21 dias), respectivamente.

Tratamentos C P L PL

Periodos | 7d |14d |21d | 7d|14d|21d | 7d |14d |21d | 7d|14d|21d
Analises SN|{SN |SN [ SN|SN|SN | SN|SN [SN | SN/SN|SN
Proliferag¢ao vascular 20{02(02| 20[{20(02 |20(02]|02] 2000202
Células agranuldcitas 20(02102| 20/(02(02 |[20/02(02] 2002]|02
Células granulocitas 02(02{02] 02{02(02 |02|02({02]| 02(02(02
Total 42/06(06| 422406 |42(06|06| 42 06[{06
Proliferagao fibroblastos 20(20(20| 20[{20(20 |20[20]20]| 20 20{20
Reepitelizacao 02(20120| 022020 [(02|20(20| 0220[20
Presencga de fibras colagenas [02({11(20| 20{20(20 |20({20({20| 20,20({20
Total 24/51(60| 42(60(60 |42/60|60| 4260({60

Legenda: S (sim). N (ndo). D (dias).

Teste Exato de Fischer



6 DISCUSSAO

A reparagdo tecidual ¢ um fendmeno essencial para a sobrevida dos organismos. No
homem, esta capacidade ¢ limitada pelo potencial de resposta a agressdo bem como da
capacidade de recrutamento e multiplicagdo das células que compdem os tecidos. Desta
forma, buscar mecanismos que permitam acelerar e garantir estes processos tem sido o
caminho trilhado pelos pesquisadores nas tltimas décadas (MARX, 2001; CATAO, 2004;
MALDEBAUM et al., 2003).

A escolha dos ratos como animais de experimentagdo para este estudo baseou-se no
fato de que estes animais permitem a obtengdo de quantidades representativas de tecido para
os mais variados procedimentos, possibilitando a padronizacao do experimento. Os ratos sao
de facil manipulacdo em razdo de sua docilidade, apresentam um custo relativamente baixo e
requerem menor espaco para manutencdo, sdo animais de rapida obtencdo, uma vez que
apresentam curto periodo de procriagao e permitem um bom controle genético eliminando

fatores como deficiéncias imunes (MORETTON et al., 2000).

Contudo, Hammerle et al. (1996) ponderam que a transposicao dos efeitos obtidos em
modelos experimentais realizados em animais deve ser feita com precaugdo, considerando-se
as diferencas morfofisiologicas destes animais com humanos. Moretton et al. (2000),
afirmaram que o metabolismo do rato ¢ extremamente acelerado quando comparado ao dos

seres humanos, sendo que um més de vida do rato corresponde a 30 meses em humanos.

O processo de reparacao tecidual apresenta varias fases com caracteristicas proprias,
que se desenvolvem concomitantemente (CLARK, 1993; THOMAS 1995; BRASILEIRO
FILHO, 2004). Varios autores ja avaliaram o emprego de recursos que influenciam o processo
cicatricial com o intuito de acelera-lo (LYNCH et al., 1989; KNIGHTON et al., 1990;
REEDY, 2003; ENWEMEKA et al., 2004). Entre os principais recursos disponiveis no Brasil
para auxiliar a cicatrizagdo de feridas estdo o plasma rico em plaquetas (PRP) e o laser de

baixa poténcia.

O PRP ¢ um produto derivado da ativagdo dos fatores de crescimento contidos nas
plaquetas que promove um forte estimulo para a cicatrizagio (MARX, 2001). Foram

identificados sete diferentes fatores de crescimento secretados ativamente pelas plaquetas e
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que atuam na fase inicial da cicatrizacdo (MAN et al., 2000). Sdo eles trés isomeros do fator
de crescimento plaquetario (PDGF) — PDGFaa, PDGFBB e PDGFaf — dois fatores de
crescimento transformadores (TGF) — TGFB1 e TGFB2 — o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e o fator de crescimento epitelial (EGF) (LAMELLO, 1999; MARX, 2001).
Os TGF ativam os fibroblastos para formag¢do de protocoldgeno, que resulta na deposi¢ao de
colageno e cicatrizagdo da ferida. Os PDGFs, associados ou ndo com os TGFs, aumentam a
vascularizagdo tissular, promovem a proliferacao de fibroblastos, aumentam a quantidade de
colageno, estimulam a producdo de tecido de granulacdo e melhoram a osteogénese (LEE,
1998; VALE, 2002). O VEGF estimula a angiogénese, a mitogénese e a permeabilidade
vascular e o EGF induz o crescimento de tecido epitelial e promove também a angiogénese.
Estas substancias tornam a cicatrizagdo mais rapida e eficiente, favorecendo a interagdo de
enxertos, sejam eles O0sseos, cutaneos, cartilaginosos ou de células de gordura (VENDRAMIN

et al., 2006).

Na década de 90 comecaram os primeiros estudos com uso do PRP para acelerar a
cicatrizagdo em ulceras cutaneas (KNIGTHON et al., 1990) e no processo de reparo dsseo em
torno de implantes (LYNCH et al.,, 1991). O PRP tornou-se popular na comunidade
odontoldgica apo6s o trabalho de Marx et al. (1998) em que estudaram o PRP associado ao
osso autdogeno dentro de defeitos Osseos mandibulares, e obtiveram resultados bastante
satisfatorios. A grande maioria dos trabalhos revisados da literatura relaciona o PRP com a
cicatrizagdo 6ssea (LYNCH et al., 1991; BECKER et al. 1992; LIND, 1998; MARX, 1998),
acredita-se que este fato esta na quantidade de defeitos Osseos que afetam a cirurgia
construtiva de cabega e pescoco e algumas areas da Odontologia, principalmente a

implantodontia (MARX, 2001).

Atualmente a medicina vem estudando o uso do PRP na cicatrizagdo apds cirurgia
plastica (VENDRAMIN et al., 2006; ALMEIDA et al., 2008). Vendramin et al. (2006)
encontrou resultados bastante satisfatorios com o uso do PRP na cicatrizacdo de feridas
cronicas de pacientes diabéticos e em feridas traumdticas com enxerto de pele parcial.
Salientaram também que a obten¢do do gel de PRP e fatores de crescimento pode ser feita de
forma mais econdmica e em locais sem muitos recursos tecnoldgicos, mas que disponham de
uma centrifuga e materiais usualmente presentes em ambientes hospitalares como seringas,

agulhas e tubos de coleta de sangue.
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O presente estudo concorda com a afirmagdo anterior, pois mesmo com recursos
simples e até precarios como a centrifuga para separacdo do sangue e outros aparelhos como o
de banho-maria com termdmetro adaptado, foi possivel desenvolver o gel de PRP. Porém foi
imprescindivel o treinamento de pessoal e a utilizagdo de materiais como seringas, agulhas,
luvas entre outros sempre estéreis e descartaveis. Foi necessario aproximadamente um meés
para aprendizado e ajuste de um protocolo para obtencdo do gel de PRP, pois todos descritos
na literatura eram adaptados para humanos, coelhos ou caes e ndo existia at¢ 0 momento um

protocolo adaptado para ratos.

A preparacao do PRP em si ¢ muito simples, ao alcance de qualquer profissional que
disponha de uma centrifuga com regulagem de velocidade. Como o PRP ¢ uma preparagao
autégena, ndo ha risco de contaminacgao, inclusive de infec¢des no local operatério, desde que
durante a manipulagdo, sejam respeitados os principios da técnica asséptica. Além disso, o
PRP pode ser associado a enxertos 0sseos autdogenos ou aldogenos e a materiais substitutivos,
demonstrando bons resultados clinicos, mais promissores que os resultados obtidos com os
estudos experimentais. Ainda assim, as experimentacdes que os presentes autores relataram de
sua pratica sinalizaram para os beneficios desse concentrado de fatores de crescimento como
coadjuvante a outros tratamentos (VENDRAMIN et al., 2006; ALBUQUERQUE et al., 2008;
ALMEIDA et al., 2008).

Pesquisas envolvendo o principio de a¢do do laser vém sendo desenvolvidas desde o
inicio do século, mas s6 em 1960, o primeiro laser foi empregado com sucesso (GUIRRO &
GUIRRO, 2002). A laserterapia tem tido uma amplificagdo na sua utilizagdo nas tltimas trés
décadas, na Europa Ocidental e Russia e nos ultimos dez anos nos Estados Unidos e Canada.
Seu éxito esta relacionado as respostas que induz nos tecidos, como redu¢ao do edema e
diminui¢do do processo inflamatério, entre outras (LOW & REED, 2001; MONTELLO,
2002; AZEVEDO & MAGALHAES, 2003).

Das multiplas aplica¢des do laser em medicina, pode-se tirar proveito dos seus efeitos
fisioterapicos, baseando-se em sua acdo vasodilatadora pré-capilar e capilar. Tais efeitos
melhoram a circulagdo sanguinea, aumentam a oxigenacao dos tecidos, o aporte de nutrientes
e a retirada de catabolitos e promovem modificagdes na pressao hidrostatica, favorecendo a
reabsor¢do de edemas. Além disso, inibem a sintese de prostaglandinas, elevando o limiar de
dor, estimulam a producdo de endorfinas e atuam positivamente sob a regeneragdo tecidual

pelo aumento do metabolismo (CATAO, 2004).
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Desde que os lasers foram considerados bioestimuladores, passaram a ser utilizados
experimentalmente e clinicamente para estimular a cicatrizacdo de feridas abertas e cirtirgicas,
na cicatrizagcdo 6ssea, nos processos inflamatorios e nas compressoes nervosas (AZEVEDO &

MAGALHAES, 2003).

O comprimento de onda e a densidade de energia sdo fatores preponderantes para o
sucesso da terapia no que se refere a cicatrizacdo (LOW & REED, 2001; MONTELLO, 2002;
AZEVEDO & MAGALHAES, 2003). Para avaliar o efeito dos raios laser sob feridas deve-se
levar em consideragdo, sexo, idade, histéria pessoal, antecedentes familiares, tipo, tamanho e
localizagdo anatomica da ferida, tratamentos anteriores realizados, medicamentos usados,
presenca de dor, entre outros (SULEWSKI, 2000; BRUGNERA JUNIOR et al., 2003;
ROCHA JUNIOR et al., 2006).

Recomenda-se que a laserterapia deve ser realizada apoés a preparacdo e demarcacio
da area a ser tratada, através de uma caneta de forma pontual ou em varredura, podendo-se
realizar sessOes didrias ou em intervalos de 2 a 4 dias. A area a ser tratada deve ser dividida
em cm? e o raio deve incidir por 15 a 30 segundos, diretos e perpendicularmente ao centro da
area assim concebida. Além da forma pontual ou em varredura a aplicagdo da radiagdo pode-
se dar em forma centripeta (BARANAUSKAS & PARIZOTTO, 1998; LAMAS, 1999;
MONTELLO 2002).

Entre as contra-indicag¢des do laser estdo as aplicagdes em pacientes com neoplasias,
mulheres gestantes e sobre placas epifisarias abertas. Dentre as precaugdes, evitar a incidéncia
direta nos olhos do aplicador e do paciente e os quais devem estar protegidos por oculos de

seguranca (LAMAS, 1999).

Para analise histoldgica do presente estudo, foram utilizados dois tipos de coloragao:
hematoxilina- eosina (HE) e tricromio de masson (TM). A primeira para observagdo dos

elementos celulares e a ultima para estudo das fibras colagenas.

A fase inicial da cicatrizagdo ¢ chamada de inflamatoria e € vital para o processo de
reparacdo, ocorre aumento da permeabilidade capilar. Com aumento da permeabilidade
capilar ocorre a migragao de células (macrofagos e linfocitos principalmente) para a ferida,
que com o acumulo de plasma, constituem o exsudato inflamatorio (GARROS et al., 2006).
Estas costumam aparecer proximo ao terceiro dia da resposta inflamatdria, sendo que os
macrofagos substituem amplamente os neutréfilos (ROBBINS & COTRAN, 2004). Os

linfécitos estdo intimamente ligados aos processos imunoldgicos humorais e celulares, os
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macrofagos tém a capacidade de capturar particulas que variam de 2 a 10um (SANTOS &
SANTOS, 2004). No estudo em questdo, o grupo PL demonstrou auséncia dessas células no
14° dia e presenca muito discreta no 21° de pos-operatorio, acredita-se que esta diferenca

estaria relacionada a caracteristica individual de cada animal.

As células granuldcitas apresentam caracteristica nuclear variada e sua nominagao
depende do tipo de granulos que aparecem no citoplasma quando coradas por corantes pan-
tintoriais (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). As células granuldcitas avaliadas neste
estudo foram os neutréfilos, cuja principal fungdo ¢ a de localizar os focos inflamatorios (sdo
os primeiros leucocitos a chegar ao local aonde héd um agente agressor e sao predominantes na
inflamac¢ao aguda, na maioria das vezes) e capturam bactérias e toxinas, processo conhecido
por fagocitose (SANTOS & SANTOS, 2004). Os neutréfilos constituem as principais células
granuldcitas do processo de cicatrizagdo por primeira intengdo (ROBBINS & COTRAN,
2004). No 14° e 21° dias de pds-operatorio do presente estudo, elas permaneceram ausentes
em todos os grupos, sendo que no 7° dia foi discreto para todos os grupos, o que sugere que

esteja relacionado com a auséncia de contaminagao por infecgao.

Segue-se entdo a fase proliferativa ou de fibroplasia. A proliferacdo endotelial,
processo fundamental no mecanismo de cicatrizacdo, depende da presenca de macrofagos,
que promovem a neo-angiogénese devido as suas interagdes com prostaglandinas e
tromboxanes. Em contigiiidade aos capilares rompidos, originam-se brotos endoteliais que
proliferam rapidamente, formando corddes solidos, entremeando-se com fibroblastos que se
canalizam permitindo o fluxo sanguineo. O conjuntivo recém formado intensamente
vascularizado constitui o tecido de granulagdo (ROBBINS & COTRAN, 2004). No presente
estudo nao houve diferenga entre os grupos no quesito proliferagdo vascular aos 7 dias, o que
foi dentro do esperado pois a neovascularizagdo maxima da cicatrizagdo encontra-se proximo
ao quinto dia. A estatistica realizada através do teste exato de Fischer mostrou um

comportamento inferior do grupo PRP aos 14 dias.

O fibroblasto ¢ considerado uma célula reguladora por apresentar a dupla fungdo de
sintese e reabsor¢ao de colageno, procurando manter o equilibrio quantitativo e qualitativo
desta proteina (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). No presente estudo houve tendéncia
maior da proliferacdo de fibroblastos do grupo PL quando comparado aos demais grupos no

periodo de 7° dia de pos-operatorio. Aos 14° dias, os grupos PL e L demonstraram presenga
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acentuada de fibroblastos quando comparados aos grupos C e P. Estes resultados sugeriram

um aumento da proliferacdo de fibroblastos no grupo PRP associado ao laser (PL).

Durante a segunda semana de cicatrizagdo ocorre acumulo continuo de coldgeno e
proliferagdo de fibroblastos. O infiltrado leucocitico, edema e vascularidade aumentados
desaparecem por completo. Nesse momento, o longo processo de empalidecimento comega a
ser efetuado pelo acimulo aumentado de coldgeno dentro da cicatriz incisional, acompanhado
da regressao dos canais vasculares (ROBBINS & COTRAN, 2004). Em relag¢do ao colageno,
o grupo PL mostrou presenca acentuada aos 7° e 14° dias em relacdo aos demais grupos,

presume-se que houve uma cicatrizagdo mais rapida neste grupo.

A epiderme recupera sua espessura normal por volta do 5° dia apo6s uma lesdo em
cicatrizagdo por primeira intengdo, ocorre diferenciacao de células superficiais que produzem
uma arquitetura epidérmica madura com queratinizagdo da superficie (ROBBINS &
COTRAN, 2004). Os resultados de todos os grupos com relagdo a presenga da reepitelizacao
nao corroboraram com este fato, demonstrando completa reepitelizagdo somente aos 14° dias.
Acredita-se que esta diferenca esteja relacionada com a associagdao da primeira com segunda
intencdo na cicatrizagdo da epiderme, pois alguns animais do estudo apresentaram-se sem

suturas antes dos sete dias de pds-operatdrio.



7 CONCLUSAO

Considerando os resultados e a metodologia empregada, constatou-se que:

O PRP utilizado isoladamente em defeitos de tecido mole no processo de reparo por
primeira inteng¢do em ratos Wistar, aos 14 dias promoveu uma cicatrizagao menos satisfatoria.
Nos tempos de 7 e 21 dias, o PRP isolado ou associado ao laser de baixa poténcia, promoveu
um processo de cicatrizacdo com qualidades e quantidades iguais. Neste estudo o PRP nao

constituiu um fator decisivo para melhoras no processo de reparo.
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APENDICE A - Dados dos Achados Histolégicos

A) Coloragdo em HE — avaliar os principais componentes do tecido de granulacao
nos grupos C, P, L e PL, nos diferentes periodos de observacao (7, 14 e 21 dias).

7 dias

Controle PRP Laser PRP + Laser
Proliferagdo 3-3 3-3 3-3 3-3
vascular
Células 3-3 2-3 2-2 3-3
agralunocitas
Granulocitos 1-1 1-1 0-1 1-1
Proliferizacao | 2-2 2-2 2-2 2-3
fibroblastos
Reepitelizacdo | 0-0 0-0 0-0 0-0
14 dias

Controle PRP Laser PRP + Laser
Proliferagao 1-1 2-2 1-1 0-0
vascular
Células 1-1 1-1 1-1 0-0
agralunocitas
Granulocitos 0-0 0-0 0-0 0-0
Proliferizagdo | 2-2 2-2 3-3 3-3
fibroblastos
Reepitelizagao | 3-3 3-3 3-3 3-3
21 dias

Controle PRP Laser PRP + Laser
Proliferagao 0-0 1-1 0-0 0-0
vascular
Células 1-1 1-1 1-1 0-1
agralunocitas
Granulocitos 0-0 0-0 0-0 0-0
Proliferizacao | 3-3 2-2 3-3 3-3
fibroblastos
Reepitelizacao | 3-3 3-3 3-3 3-3




B) Coloracado em Tricromico de Masson (TM) avaliar a presenca de fibras

colagenas:
Periodo de | Controle PRP Laser PRP + Laser
Observacio
7 dias 1-1 2-2 2-2 3-3
14 dias 1-2 3-3 2-2 3-3
21 dias 3-3 3-3 3-3 3-3

Classificacdo e atribui¢ao de indices aos achados histolégicos de HE e TM

e Ausente=0
e Discreto=1
e Moderado=2
e Acentuado=3



APENDICE B

B Grupo 1
B Grupo 2
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1

O P N W & U1 O
1

CONTROLE

Figura 19: Analise do grupo Controle nos diferentes periodos de observagio (7,14 e 21
dias) com relagdo ao grupo 1 (proliferacdo vascular, células agranuldcitas e granuldcitas)
e grupo 2 (proliferacdo de fibroblastos, reepitelizagdo e presenca de fibras colagenas),
apos teste exato de Fischer.
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Figura 20: Analise do grupo PRP nos diferentes periodos de observagdo (7,14 e 21
dias) com relagdo ao grupo 1 (proliferagdo wvascular, células agranuldcitas e
granulocitas) e grupo 2 (proliferagdo de fibroblastos, reepitelizagdo e presenca de
fibras colagenas) apos teste exato de Fischer.
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Figura 21: Analise do grupo Laser nos diferentes periodos de observagdo (7,14 ¢ 21
dias) com relagdo ao grupo 1 (proliferacdo vascular, células agranuldcitas e
granulocitas) e grupo 2 (proliferagdo de fibroblastos, reepitelizagdo e presenca de

fibras colagenas) apos teste exato de Fischer.
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Figura 22: Analise do grupo PRP+Laser nos diferentes periodos de observagéo (7,14 e
21 dias) com relagdo ao grupo 1 (proliferagdo vascular, células agranuldcitas e
granulocitas) e grupo 2 (proliferagdo de fibroblastos, reepitelizagdo e presenga de fibras

colagenas) apos teste exato de Fischer.
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