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RESUMO

Enxertos de gordura autéloga tém sido usados ha mais de um século para
preenchimento de defeitos de tecidos moles. A gordura é considerada um
material de preenchimento ideal, devido ao baixo custo de obtencéao,
abundéancia no corpo e baixa reacao imunogénica e alérgica, por se tratar de
material aut6logo, tendo amplo uso na cirurgia plastica estética e reparadora.
O plasma rico em plaguetas (PRP) consiste em uma fracdo de plasma
sanguineo com concentracdo de plaguetas acima do normal, obtida
geralmente através de centrifugacdo do sangue autdlogo que separa 0s
componentes celulares de acordo com seu peso, concentrando as plaquetas
de forma seletiva. Esta fracdo sanguinea (PRP) teoricamente melhora a
regeneracao de tecidos, por conter em grande quantidade citocinas e fatores
de crescimento essenciais no processo de regeneracao e neovascularizacao
de tecidos. O objetivo deste estudo foi analisar se a associacdo de plasma
rico em plaquetas a enxertos de gordura em ratas melhora a viabilidade
destes enxertos. Trata-se de uma pesquisa de delineamento experimental
com animais, cego e randomizado. Foram estudados 47 ratas, submetidas a
enxerto de gordura autéloga proveniente da regido inguinal para a regido
subcutanea craniana. Vinte e duas ratas foram submetidas a enxerto de
gordura autbloga associado a PRP (GCP) e vinte cincos ratas submetidos a
enxerto de gordura sem plasma (GSP). Apdés 100 dias os animais foram
sacrificados e as areas de enxerto de gordura foram analisadas de forma
independente e cega, por duas avaliadoras, de acordo com as seguintes
variaveis: viabilidade da gordura enxertada, areas de necrose, inflamacao
tecidual e areas de fibrose, a partir de escores de avaliagédo histologica de O
a 4 (ausente a abundante). Na avaliagdo da viabilidade das células
gordurosas no enxerto, o0 GCP apresentou escore abundante em 63% dos
casos e 0 GSP apresentou escore escasso em 72% destes (p<0,05). O GCP
apresentou escores de necrose gordurosa e inflamagao tecidual menor

quando comparado ao GSP (p<0,05). A presenca de fibrose tecidual foi

Xiii



pouco observada em ambos os grupos. Como achado histolégico, observou-
se a presenca de tumores (cistos dermoides) em trés casos do grupo GCP.
Conclui-se que o PRP melhora a viabilidade e integracdo de enxertos de
gordura autdloga em ratas, porém novos estudos sdo necessarios para
entender completamente esse mecanismo e avaliar a seguranga do método
para uso em humanos.

PALAVRAS CHAVE: Enxerto, gordura, plasma rico em plaquetas.
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ABSTRACT

Autologous fat grafts used for filling soft tissue defects have been used for
more than a century. Fat is considered an ideal filler because of its low cost,
ease of harvest, abundance in the human body and low immunogenic and
allergic reaction due to its autologous nature, being largely used in aesthetic
and reconstructive plastic surgery. Platelet rich plasma (PRP) is a plasma
fraction, with platelet count above baseline, generally obtained via
centrifugation of blood. PRP theoretically promotes tissue regeneration due
to fact that it concentrates a greater amount of growth factors essential in the
process of tissue regeneration and neovascularization. This paper aims to
examine if the association of fat grafts and PRP improves graft viability in
female rats, through an experimental, randomized and blinded study, which
involved 47 animals. These animals underwent fat graft harvest from their
inguinal fat deposits and fat grafting subcutaneously to their cranial region. In
22 animals the fat graft was mixed with PRP and in 25 the fat was grafted by
itself. After a 100 day period, the animals were sacrificed and the fat grafts
were analyzed using scores from 0 (absent) to 4 (abundant), in optical
microscopy by two independent and blinded pathologists, by means of the
following variables: fat graft cell viability, fat necrosis, tissue inflammation and
fibrosis. Regarding fat graft cell viability, the PRP group scored
moderate/abundant in 63% of the cases and the fat graft only group scored
absent/slight in 72% of the cases (p<0.05). The PRP group presented lower
fat necrosis scores and lower tissue inflammation scores when compared to
the fat graft only group (p<0.05). The presence of tissue fibrosis was rarely
observed in both groups. Tumors (dermoid cysts) within the fat grafts were
observed in 3 animals in which the grafts were mixed with PRP. It is
concluded that PRP improves the viability and integration of fat grafts in rats,
but more studies are needed to fully understand the exact mechanisms that
lead to this improvement and assess the safety of the method for use in
humans.

KEY WORDS: Fat, graft, platelet rich plasma
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1 INTRODUGAO

Através dos tempos sempre foram buscados meios para esculpir corpos e
rejuvenescer faces, utilizando-se principalmente de preenchimento de defeitos
corporais com substancias diversas, que assumissem a forma desejada pelo
cirurgido e que satisfizesse o paciente, sem lhe trazer maiores prejuizos a
saude. Enxertos de gordura propria (autdloga) usados para preencher defeitos e
esculpir formas, tiveram primeiro relato ha mais de cem anos (CZERNY, 1895).
Inicialmente a gordura concorreu com outras substancias ndo autélogas como a
parafina e o silicone, mas logo se tornou a substancia de preenchimento mais
utilizada devido as suas qualidades como material autélogo (COLEMAN, 1995).

A gordura é considerada um material de preenchimento ideal, devido ao
baixo custo de obtencédo, abundancia no corpo e baixa reacdo imunogénica e
alérgica (COLEMAN, 1995). Enxertos de gordura tém vasto uso na cirurgia
plastica, sendo usados em procedimentos diversos, desde reconstrucdo de
mama ou face, a procedimentos estéticos como aumento de regido glutea,
mamaria e rejuvenescimento de face e médos (COLEMAN, SABOEIRO, 2007).

Um enxerto pode ser definido como um fragmento de tecido que é
retrado de seu local de origem (area doadora), sendo completamente
devascularizado, e colocado em outro local (area receptora), necessitando que o
leito receptor forneca adequada vascularizagcdo para que 0 enxerto sobreviva.
Dessa forma, para haver uma boa viabilidade do enxerto empregado sao

necessarios um bom leito receptor do enxerto, que fornega suprimento suficiente



de nutrientes por difusdo nos primeiros dias ap0s enxertia, e uma adequada
capacidade de vascularizacdo deste enxerto pelos vasos do leito receptor
(THORNE, 2007). Diferentemente da pele humana em que existe um alto
potencial de vascularizacdo do enxerto pelo leito receptor, e cuja técnica de
enxertia € bem conhecida, outros tecidos normalmente menos vascularizados,
como o tecido 6sseo e o tecido gorduroso, apresentam uma dificuldade maior de
nutricdo pelo leito receptor, tornando enxertos com estes tecidos menos
previsiveis. O enxerto de gordura nem sempre € previsivel e tem, em alguns
casos, altos indices de reabsorcéo e de substituicdo por tecido cicatricial fibroso
e cistos de Oleo (GUTOWSKY, 2009) principalmente em sua regido central
(CARPANEDA, 1994). Isto faz com que cirurgides busquem técnicas para
melhorar a viabilidade e qualidade dos enxertos de gordura obtidos (COLEMAN,
2007). O plasma rico em plaquetas (PRP) é utilizado em uma destas técnicas.
O PRP vem sendo estudado associado a enxertos nas areas de odontologia,
ortopedia, oftalmologia, cirurgia plastica e em outras situacées que requerem um
estimulo a reparacéo tecidual (CERVELLI et al., 2009; GENTILLE et al., 2010;
TAKIKAWA et al., 2011; SETTA et al., 2011).

O plasma rico em plaquetas consiste em uma fracdo de plasma
sanguineo com concentracdo de plaquetas acima do normal. Esta fracdo é
geralmente obtida através centrifugacdo do sangue, que ao separar 0S
componentes celulares de acordo com seu peso, concentra as plaguetas de
forma seletiva (MARX, 2004). As plaquetas sao fragmentos de megacariocitos,
que tem muitas outras funcbes além do inicio da cascata de coagulacdo
sanguinea (LEI et al.,, 2009). Estas células anucleadas sdo tidas como

fundamentais no processo de reparacdo tecidual e coagulacdo apds injuria



celular, sendo as células que normalmente dao inicio as cascatas de coagulacao
sanguinea e que liberam os primeiros mediadores de reacao inflamatéria no
processo de reparacao tecidual. Por este motivo, as plaquetas contém em seu
interior fatores de crescimento importantes na fase inicial da reparacéo tecidual.
Dentre esses fatores podemos destacar o “transforming growth factor beta”
(TGF-B), o “platelet derived growth factor” (PDGF) e o “vascular endotelial
growth factor” (VEGF), todos importantes na reparagao de tecidos lesados por
promover aumento de duplicacdo celular, aumento da producédo de colageno,
recrutamento de outras células para o local de injaria, estimulo a
neoangiogenese e inducdo de diferenciacdo celular. Além de fatores de
crescimento o PRP possui proteinas importantes na adesdo celular, na
osteoconducao e na migracdo de células epiteliais, como a fibrina, fibronectina e
vitronectina (ANITUA et al., 2004; MARX, 2004; FREYMILLER, 2004).

No PRP as plaquetas sdo obtidas em estado anticoagulado, portanto
inerte, e necessitam ativacdo (geralmente feita por cloreto de calcio e/ou
trombina) para que ocorra liberacdo dos fatores de crescimento. Uma vez
ativadas, os granulos alfa situados do interior das plaguetas, se unem a
membrana celular e liberam fatores de crescimento, o que geralmente da inicio a
cascata de coagulacdo no processo de reparacao tecidual. Cerca de 95% dos
fatores de crescimento armazenados sdo liberados na primeira hora apos
ativacdo plaquetaria, e nos sete dias subseqientes em que as plaquetas
continuam viaveis séo sintetizados e liberados fatores de crescimento adicionais.
Neste processo macrofagos séo atraidos ao local de injuria celular por
guimiotaxia e neoangiogenese, sendo as células que déo continuidade ao

processo de reparacdo tecidual na fase inflamatoria da cicatrizacdo, com a



sintese e liberacdo de novas substancias (PALLUA et al., 2010; CERVELLI et
al., 2009).

O fato de plaguetas ativadas secretarem fatores de crescimento e
citocinas faz com que elas sejam aplicaveis em situacdes clinicas que requerem
um estimulo a reparacdo tecidual e formacdo de novos vasos sanguineos, ou
neoangiogenese (ANITUA et al.,, 2004). Sendo o PRP um concentrado de
plaguetas, com potencial de liberar uma grande quantidade de fatores em um
determinado local, em teoria sua aplicacdo potencializa a regeneracdo de
tecidos lesados e estimula a neovascularizagdo (SOMMELING et al., 2013).

A associacdo de enxertos de gordura e PRP comecou a ser estudada nos
ultimos anos (POR et al., 2009). Esta associacdo pode ser justificada pela busca
do PRP como técnica para melhorar a viabilidade e qualidade dos enxertos de
gordura obtidos, principalmente através do estimulo a neovascularizagcdo dos
enxertos (CERVELLI et al., 2009). Outros estudos foram desenvolvidos, porém
com resultados conflitantes e sem padronizacdo de metodologia, ou com técnica
muito elaborada para a obtencdo de PRP (NAKAMURA et al., 2010; PIRES et
al., 2010; RODRIGUEZ-FLORES et al., 2010; OH et al., 2011) .

Diante disso, neste presente estudo foi avaliada a associacdo de PRP
com enxertos de gordura em ratas, visando desenvolver técnica para obtencdo
de enxertos mais duradouros, com menores indices de necrose e com maior
vascularizacdo, através de metodologia de facil execucdo, que podera

posteriormente ser reproduzida em humanos.



2 REVISAO DE LITERATURA

A gordura autbloga tem sido usada como material de preenchimento por
cirurgibes ha muitos anos. Em um dos primeiros relatos desta técnica, Czerny
(1895) obteve a gordura através da excisdo direta (ressecou um lipoma no dorso
da paciente) e transplantou este tecido em uma das mamas em local onde se
verificava um defeito de preenchimento. Logo se observou que esse transplante
direto de gordura, além de deixar uma sequela (cicatriz) na area doadora,
apresentava resultados pobres na area receptora devido a grande reabsorgéo
da gordura transplantada.

Com o desenvolvimento da técnica de lipoaspiracdo (ILLOUZ, 1980), a
gordura pdde ser obtida por meio de minimas incisbes (puntiformes) na area
doadora e enxertada pelas mesmas canulas de aspiracdo em outras areas.
Dessa forma, essa técnica permite tirar a gordura em excesso de uma regido e
transplantd-la para outra area deficiente em preenchimento, com minima
sequela para area doadora e receptora. A técnica de coleta de enxerto de
gordura através de lipoaspiracéo foi aprimorada posteriormente por Klein (1987)
com o desenvolvimento da técnica tumescente, contudo ndo foram resolvidos os
problemas de reabsorcdo da gordura enxertada e necrose parcial das células do
enxerto. Esta necrose geralmente evolui com formacdo de cistos oleosos,
fibrose e calcificacbes, que podem no caso de enxerto de gordura nas mamas,
dificultar o rastreamento do cancer de mama (ASPRS, 1987; GUTOWSKY,

2009). A reabsorcao do material enxertado leva alguns autores a superestimar o



volume a ser enxertado, ou seja, para se corrigir um defeito de um determinado
volume, deve ser enxertado o dobro ou triplo deste volume, esperando uma
reabsor¢cdo natural do enxerto (DELAY et al., 2009). Essa problematica dificultou
o0 uso de gordura como material de preenchimento devido a escassez de
resultados, levando pesquisadores a procurar técnicas ou substancias que
melhorassem a viabilidade dos enxertos.

Coleman (1995) deu inicio a uma série de trabalhos que mostravam
técnica diferente de coleta, preparacdo e enxertia de gordura, em que houvesse
a menor lesdo possivel as células gordurosas e que colocava o enxerto em
maior contato com os vasos do leito receptor. Atualmente esta técnica € a mais
utilizada para a realizacdo de enxertos de gordura, segundo revisdao de
Blumenschein et al. (2013). Esta técnica baseia-se nos seguintes principios: a
gordura deve ser coletada e purificada de maneira a causar 0 menor trauma
possivel ao material autdlogo, sendo coletada através de lipoaspiracdo a baixa
pressdo, geralmente com seringas ou aparelhos a baixa pressao, evitando-se o
contato prolongado da gordura com o ar, e purificada através de centrifugacéo a
baixa rotacdo ou decantacdo. Os enxertos de gordura purificada sdo entdo
realizados através de canulas menores, e em pequenas parcelas ou quantias,
de forma que o material enxertado figue em méximo contato com o tecido
receptor e seus vasos, para sua adequada nutricdo por difusdo nos primeiros
dias ap6s o enxerto (CARPANEDA, 2004; COLEMAN, et al., 2007).

Apesar de trabalhos subsequentes mostrarem bons resultados, poucos
conseguem quantificar o percentual de gordura enxertada que nao sofre
reabsorcdo, degeneracao ou necrose. Alguns autores preconizam hipercorrecao,

prevendo certa reabsor¢cao (DELAY et al., 2009, SINNA et al., 2010). Del Vechio



e Bucky (2011) avaliaram a quantidade de enxerto absorvida por meio da
comparacao entre ressonancias magnéticas das mamas pré e pdés-enxertos,
mostrando que esta pode ser uma boa ferramenta para avaliar a absorcdo de
enxertos de gordura. Por este motivo, novas técnicas que possibilitam a
obtencdo de enxertos com maior viabilidade e que mantém seu volume inicial,
séo buscadas.

Concentrados de plaguetas sdo usados em transfusdes em casos de
trombocitopenia, geralmente causada por aplasia medular, leucemia aguda ou
perdas de sangue extensas, sendo o preparado de plaquetas usado na
transfuséo inicialmente denominado como PRP (KEYHAN et al., 2013). O uso de
derivados sanguineos para selar feridas e estimular a cicatrizacdo tiveram inicio
ha quarenta anos com o desenvolvimento de colas de fibrina, que séo
concentrados de fibrinogénio produzidos pela polimerizacdo induzida por
trombina e célcio (MATRAS, 1970). Posteriormente o uso de concentrados de
plaguetas (PRP), obtidos geralmente por centrifugacdo do sangue autélogo, com
intuito de estimular a cicatrizagdo e ter as mesmas propriedades selantes das
colas de fibrina, foram estudadas (WHITMAN et al., 1997).

Logo o plasma rico em plaquetas comecou a ser amplamente estudado,
principalmente por cirurgies dentistas e ortopedistas, devido as propriedades
de adeséo e osteoconducao da fibrina. Estes estudos mostraram que a melhora
na integragdo de enxertos 0sseos com o0 uso de PRP se devia também a
liberacdo de fatores de crescimento e citocinas pelas plaquetas ativadas, em
especial o “platelet derived growth factor” (PDGF), “vascular endotelial growth
factor” (VEGF) e “transforming growth factor” (TGF-B) (ANITUA, 1999; ANITUA

et al., 2004) que ajudam na neovascularizacao dos enxertos pelo leito receptor.



Sao descritos varios métodos de obtencdo de PRP, com protocolos e
concentracdes diferentes, mas a maioria das técnicas tem em comum alguns
pontos. Para se produzir PRP, sangue autélogo € obtido através de puncéo de
veia periférica com anticoagulante (geralmente citrato de soédio), antes de
qualquer procedimento cirargico, sendo submetido posteriormente a
centrifugacéo. Geralmente sao utilizadas duas fases de centrifugacao; um ciclo
inicial que separa o sangue em trés fases (heméacias, plaguetas-leucocitos e
plasma) e outro ciclo que visa concentrar as plaquetas e cujo produto final gera
duas fases, plasma rico em plaquetas (PRP) e plasma pobre em plaquetas
(PPP). Este PPP ¢é geralmente usado como cola de fibrina autéloga
(SOMMELING et al., 2013; KEYHAN et al., 2013). O concentrado de plaquetas
obtido é ativado através da adicdo de trombina e/ou cloreto de célcio, momentos
antes de ser utilizado no paciente, para que haja liberacdo dos fatores de
crescimento pelas plaquetas. Acredita-se que a trombina promova uma liberacao
mais rapida dos fatores de crescimento e que o cloreto de célcio uma liberacéo
mais lenta (GENTILLE et al., 2012).

Apesar de existirem alguns pontos em comum na técnica de preparacao
do PRP em alguns estudos, ndo ha consenso sobre qual é a concentracao ideal
de PRP a ser utilizada ou sobre qual a melhor metodologia para obtencédo do
mesmo, existindo varios estudos conflitantes sobre o assunto (MAZZUCCO et
al., 2009; MARX, 2004; LEI et al., 2009; KAKUDO et al., 2008).

A associacao de PRP a outros tipos de enxertos foi estudada, visando
uma maior integracdo dos enxertos aos leitos receptores, atraves da liberacao
de fatores de crescimento pelo PRP. Por et al. (2009) iniciou estudos em ratos

com a associacdo de PRP e enxertos de gordura, visando solucionar a



problematica da reabsorcdo de enxertos e da pouca viabilidade dos mesmos,
porém ndo obteve os resultados esperados. O grupo liderado por Cervelli
também avaliou possiveis usos da associacdo enxerto de gordura e PRP,
obtendo bons resultados na cicatrizacdo de feridas cronicas (CERVELLI et al.,
2011), no preenchimento de defeitos de tecidos moles na face (CERVELLI et al.,
2012) e posteriormente na reconstrucdo de mamas (GENTILE et al.,, 2012).
Salgarello et al. (2011) contestaram estes resultados em humanos, enquanto
outros autores estudam a associacdo de enxertos de gordura e PRP em
animais, obtendo resultados conflitantes (NAKAMURA et al., 2010; PIRES et al.,

2010; RODRIGUEZ-FLORES et al., 2010; OH et al., 2011).



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar enxertos de gordura autéloga associados a plasma rico em

plaguetas em ratas.

3.2 Especificos

1. Avaliar, por andlise histolégica, se a adicdo de PRP (plasma rico em
plaguetas) a enxertos de gordura aumenta a porcentagem de células
gordurosas morfologicamente integras no enxerto.

2. Comparar as areas de necrose celular nos enxertos com e sem PRP em
ratas.

3. Avaliar a presenca de células inflamatérias, nas é&reas de gordura
enxertada, pelas duas técnicas com e sem PRP, em ratas.

4. Verificar achados histolégicos que possam comprometer a seguranca de

enxertos de gordura associados a PRP.
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4 METODO(S)

4.1 Tipo e local da pesquisa

Trata-se de uma pesquisa experimental com animais (ratas), cego e
randomizado, realizado no biotério de reproducdo humana do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Goias (HC/UFG). A pesquisa foi realizada
pelo Programa de Mastologia do Departamento de Ginecologia e Obstetricia,
Faculdade de Medicina da UFG. A pesquisa foi avaliada e aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa do HC/UFG, e sua execucdo supervisionada por
veterinario, a fim de garantir o conceito ético de pesquisa em animais e de evitar

qualquer prejuizo ou sofrimento aos mesmos.

4.2 Tamanho amostral

Por constar na literatura poucas descricdes sobre calculo de tamanho
amostral em trabalhos experimentais sobre este tema (OH et al., 2011;
RODRIGUEZ-FLORES et al.,, 2011; PIRES et al.,, 2010; NAKAMURA et al.,
2010), tornou dificil estimar a diferenca provavel entre os métodos existentes e
estipular o poder do teste a ser utilizado para novas pesquisas. Diante disto, foi
adotada amostra de conveniéncia, levando-se em consideracdo 0 custo-
beneficio do aumento do nimero de casos e a preocupacéo ética de minimizar o
uso de experimentacdo animal. ApOs essa analise, considerou-se cinquenta

ratas como sendo um numero satisfatorio.
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4.3 Etapas de experimento
4.3.1 Manejo dos animais

Foram utilizadas 50 ratas/fémeas adultas (sendo duas doadoras de PRP)
da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar, de tamanhos semelhantes com
meédia de peso de 400g e idade maior que 60 dias, seguindo as recomendacdes
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal quanto aos principios éticos na
experimentacdo animal. As ratas foram obtidas do biotério do Campus Il da
Universidade Federal de Goias e transportadas em gaiolas até o biotério da
Reproducdo Humana do HC/UFG, onde foram alojadas em gaiolas plasticas de
570 cm? previamente numeradas, autoclavadas e forradas com maravalha limpa

(figura 1). As ratas ndo receberam qualquer tratamento especifico prévio.

Figura 1: Gaiola de acomodacao dos animais no biotério de reproducdo humana do HC/UFG
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As ratas passaram por um periodo de adaptacdo de 14 dias no biotério do
HC/UFG antes do inicio do experimento, a fim de minimizar o estresse dos
animais. Elas foram mantidas durante o experimento, em temperatura ambiente,
sob iluminacao artificial fluorescente por um periodo de 12 horas/dia (das 7 as
19h), tendo livre acesso a racéo e agua fresca. Os cuidados com as ratas foram
diarios e realizados no periodo vespertino em horério coincidente com o da
experimentacdo; as gaiolas foram lavadas semanalmente com troca da
maravalha a cada trés dias. As ratas foram manuseadas cuidadosamente pelo
mesmo pesquisador e um auxiliar, que realizava os cuidados diarios dos

animais, a fim de evitar ao maximo o seu estresse.

4.3.2 Randomizacao

Foi realizado sorteio por meio de envelopes lacrados e montado uma
tabela de randomizacéo dos grupos controle e experimental. O grupo controle foi
submetido a enxerto de gordura sem plasma (GSP) e o grupo experimental foi
submetido a enxerto de gordura com plasma rico em plaquetas (GCP). Esta
tabela foi seguida durante o procedimento cirlrgico dos animais, e foi de

conhecimento apenas do pesquisador que realizou as cirurgias.

4.3.3 Obtencao do plasmarico em plaquetas (PRP)

O plasma rico em plaquetas foi obtido através de puncdo cardiaca
(NAKAMURA et al., 2010) com coleta de 10 ml de sangue cada de duas ratas.
ApOs anestesia do animal, através de injecao via peritoneal conforme descrito no
proximo item, o animal era posicionado em decubito dorsal e realizado puncao

~

cardiaca com agulha 24 gauge, angulada a 45 graus em relacdo a parede
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toracica, inserida no espaco intercostal entre a 5* e a 6% costela na regido
paraesternal esquerda. Em seringa previamente preparada com 1 ml de citrato
de sodio a 3,2% (anticoagulante) eram coletados 10 ml do sangue do animal. O
animal doador era entdo sacrificado, através de superdose de solucao
anestésica (dobro da dose adequada para o peso) por injecao intraperitoneal e
intracardiaca.

A seringa com sangue coletado era colocada em centrifuga (EQUIPAR®)
e centrifugada primeiramente em uma velocidade de 1.500 RPM por dez
minutos, obtendo-se trés fracdes de sangue (RODRIGUEZ-FLORES et al., 2011;
PIRES et al., 2010; NAKAMURA et al., 2010) . A fracdo superior (menos densa)
correspondeu a plasma pobre em células; a fracdo intermediaria ao plasma rico
em plaquetas (PRP) e células sanguineas brancas e a fracao inferior (mais

densa) correspondente as células sanguineas vermelhas (figura 2).

Figura 2: Fracdes sanguineas apés primeira centrifugacao

Com auxilio de uma pipeta, era coletada a fracdo intermediaria (PRP com

células sanguineas brancas) e parte da fracdo superior (plasma pobre em
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células) e acondicionado em outra seringa estéril. Esta seringa era entdo
centrifugada a uma velocidade de 3000 RPM por 5 minutos, obtendo duas

fracOes (figura 3).

Figura 3: FragBes sanguineas apds segunda centrifugagao
com PRP presente em parte inferior de seringa.

Nesta etapa a fracdo superior era composta de plasma pobre em células
e a fracdo inferior composta por PRP (plasma com alta concentracdo de
plaguetas). Este PRP era separado e era aplicado aos enxertos de gordura
previamente randomizados para receber o plasma, conforme descrito

anteriormente.

4.3.4 Procedimento anestésico e cirargico / primeira etapa

Na primeira etapa, animais foram anestesiados com solu¢do de soro
fisiologico (SF), cloridrato de cetamina e xilazina de uso veterinario, do
laboratério Syntec®. Para preparacao da solucéo realizou-se a associacdo de

8,5 ml de SF a 0,9% com 1ml de cetamina a 10% e 0,5ml de xilazina a 2% e
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injetado via intraperitoneal com agulha de 26 gauge, na proporcéo de 0,1ml da

solugéo para cada 10g de peso do animal (OLIVEIRA et al, 2012).

ApoOs anestesia, o animal foi posicionado e realizado tricotomia manual
com lamina de bisturi n° 15 da area doadora (regido inguinal) e area receptora

(regido craniana) dos enxertos de gordura.

A antissepsia foi feita com gaze estéril umedecida em solucéao alcodlica
de clorexidine a 0,5% aplicada na regido inguinal e craniana previamente
tricotomizadas, seguida da colocacdo de campos fenestrados descartaveis
estéreis nas areas doadoras e receptoras de gordura.

Com o animal em decubito dorsal, foi realizado assepsia e antissepsia,
colocacdo de campos e incisdo da pele medindo cerca de 2,5 cm, em regido
inguinal direita com bisturi nimero 15. Esta regido foi escolhida por ter deposito

abundante de gordura nestes animais (figura 4).

Figura 4: Dissecc¢édo de enxerto em area doadora de regido inguinal direita do animal

16



Apoés diérese da pele, foi realizada disseccédo cuidadosa de enxerto de
gordura, com auxilio de pinca atraumatica e tesoura delicada, previamente
esterilizadas, obtendo enxerto de gordura de cerca de 0,5 cm de espessura e
1,5 cm de comprimento. Apdés obtencdo do enxerto, foi feito revisdo da
hemostasia local e sintese de incisdo inguinal com fio nylon 6-0, chuleio
continuo. Com o enxerto separado, o animal foi mudado para decubito ventral,
sendo realizada nova assepsia, antissepsia e colocacdo de campos estéreis na
regido craniana.

Neste momento, o enxerto era tratado com 0,1ml de solucéo fisiologica a
0,9% (grupo controle- GSP) ou 0,1ml de plasma rico em plaquetas, ativado com
cloreto de calcio a 10% (grupo experimental- GCP), conforme a tabela de
randomizacao previamente estabelecida.

Com o animal em decubito ventral e preparado, foi feita incisdo da pele
medindo cerca de 1 cm na regido craniana, previamente tricotomizada, seguido
por disseccdo com tesoura delicada, da regido receptora do enxerto, entre a
pele e a musculatura da regido craniana. Esta regido foi escolhida por ser pobre
em gordura subcutanea nestes animais. Apds colocacdao do enxerto na regiao
receptora previamente dissecada, era revisada a hemostasia local e realizada
sintese da pele com fio nylon 6-0, em chuleio continuo (figura 5).

O animal era entdo marcado e numerado com tinta atoxica em pelagem
de regido dorsal e deixado em gaiola separada com maravalha limpa para a
recuperacao pos-anestésica. Foi estipulado o uso de tramadol (3mg/kg), por via
subcutanea no pos-operatério imediato e de 8/8h nas primeiras 24h para

analgesia pos-operatdria se necessario.
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Figura 5: Sintese de &rea receptora (regido craniana) do enxerto

4.3.5 Cuidado com os animais e procedimento anestésico e cirurgico/
segunda etapa

As ratas operadas foram acondicionadas em gaiolas em grupos de cinco
animais, recebendo cuidados diarios (troca de agua e racdo) pelo mesmo
pesquisador, com troca da maravalha a cada trés dias. Permaneceram sob
estes cuidados por 100 dias. Houve perda de um animal neste periodo, sem
causa aparente ap0s necropsia. Ocorreu deiscéncia parcial da ferida operatoria
da area doadora em cinco animais. Estas feridas foram deixadas para cicatrizar
por segunda intencdo, sendo realizada limpeza diaria. Houve fechamento total
das deiscéncias de todos os casos em sete dias.

Completados 100 dias da primeira cirurgia, as ratas foram anestesiadas
conforme descricdo anterior, colocadas em decubito ventral e realizada coleta
em bloco da pele suprajacente, do enxerto de gordura e do tecido muscular, na

regido craniana (figura 6). ApOs a coleta os animais eram sacrificados, através
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de injecdo intraperitoneal com superdose anestésica (dobro da dose
recomendada para o peso do animal) associada a tramadol (10mg/kg). As
carcacas dos animais foram acondicionadas em sacos plasticos brancos
identificados como material infectante e eliminadas via biotério do HC/UFG.

As éareas de enxerto de gordura foram seccionadas em sentido
transversal ao eixo antero-posterior do animal, com bisturi lamina 15, fixadas em
solucdo de formalina tamponada a 10% por 24h e incluidas em blocos de

parafina.

Figura 6: Area que recebeu enxerto previamente, identificada e preparada
para disseccao.

Destes blocos foram obtidos cortes de cinco micra de espessura e
corados com hematoxilina-eosina para analise em microscopio Otico pelas

pesquisadoras encarregadas da andlise histolégica do material.
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4.4 Definicdo das variaveis

As variaveis, com base na analise histologica, foram as seguintes

(apéndice 1):

- Células gordurosas maduras (adipécitos) morfologicamente integras e

nucleadas
- Area de necrose gordurosa, presenca de cistos e/ou vacuolos lipidicos

- Area de inflamac&o tecidual, presenca de macrofagos e outras células

inflamatorias.

- Area de fibrose tecidual, presenca de é&reas cicatriciais e fibras

colagenas.

4.5 Anadlise histolégica do material enxertado

A analise histologica do material obtido foi feito por duas pesquisadoras,
meédicas patologistas; que fizeram andlises independentes de cada lamina,
atribuindo escores a cada variavel analisada, conforme ficha de avaliacdo
histol6gica (apéndice 1). Esta andlise foi baseada em analises semelhantes de
outros autores (NAKAMURA et al., 2010; RODRIGUEZ-FLORES et al., 2011).
As laminas foram avaliadas de acordo com as seguintes variaveis: viabilidade do
enxerto (porcentagem de células gordurosas morfologicamente integras), area
de necrose (porcentagem de area com tecido necrotico /células mortas), area de
inflamagéo (porcentagem de area com infiltrado de células inflamatoérias) e area
de fibrose (porcentagem de area com material fibroso / fibras colagenas). Para
obter estes escores, em porcentagem, elas analisaram 0s enxertos em sua

totalidade, em campo de 40x (quantos foram necessarios), e obtiveram uma
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porcentagem a partir da analise global de todos os campos. Estas duas
pesquisadoras, ndo tinham conhecimento sobre a randomizacdo dos animais,
portanto ndo sabiam quais animais foram testados com enxerto com PRP (GCP)
e gquais foram testados com enxerto com soro fisiologico (GSP).

Os valores obtidos foram classificados com auxilio de um escore de
avaliacdo histologica do enxerto, pontuadas O (ausente) a 4 (abundante)
(apéndice 1), pela avaliacdo da patologista avaliadora 1 e patologista avaliadora
2. Para efeito de analise, os escores obtidos foram agrupados em grupo escasso
(escores de 0 a 2) e grupo abundante (escores 3 e 4), para cada variavel

analisada.

4.6 Andlise estatistica

A amostra foi caracterizada por meio do calculo das frequéncias absolutas
e relativas para as variaveis em estudo. Posteriormente, efetuou-se a analise
das medidas de tendéncias central e dispersdo através das médias e desvio
padrdo para a variavel idade. As analises para verificar a associacdo ou
independéncia entre as variaveis foram realizadas pelo teste do qui-quadrado
com o calculo dos riscos relativos utilizando-se tabelas de contingéncia para
verificar o risco médio entre as varidveis com um intervalo de confianca de 95%

e nivel de significancia de 0,05.

21



5 RESULTADOS

Da amostra de cinquenta animais, dois foram utilizados como doadores
de PRP e, um terceiro foi a obito, ndo sendo incluidos na analise. Assim, foram
estudados 47 animais de mesma raca, sexo, peso e idade. A amostra foi
randomizada em dois grupos, sendo que cada animal recebeu um enxerto de
gordura autdloga na porcdo subcutdnea da regido craniana. Apés a
randomizacao 22 ratas foram alocadas no GCP e outras 25 no GSP.

A tabela 1 mostra os valores de escore atribuidos pelas duas patologistas
avaliadoras, sendo que a concordancia entre a avaliadora 1 e a avaliadora 2 foi
quase perfeita (k=94%).

Na tabela 2 estdo apresentados 0s escores agrupados em grupo escasso

(escores 0,1 e 2) que foi comparado ao grupo abundante (escores 3 e 4).
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Tabela 1: Demonstracdo dos os valores de escore atribuidos na avaliacdo
histologica do enxerto autélogo de gordura nos grupos com plasma rico em
plaguetas (GCP) e sem plasma (GSP).

Avaliacédo Avaliador 1 Avaliador 2
Escore GCP GSP GCP GSP
Células gordurosas n=22 % n=25 % n=22 % n=25 %
integras
0 0 00 3 12,0 O 0,0 3 12,5
1 5 22,7 7 28,0 5 22,7 8 33,3
2 4 18,2 8 32,0 3 136 7 29,2
3 5 22,7 3 12,0 7 31,8 4 16,7
4 8 36,4 4 16,0 7 31,8 3 12,5
Area de necrose n=22 % n=25 % n=22 % n=25 %
gordurosa
0 2 91 1 40 2 91 1 4,0
1 6 27,3 3 12,0 5 22,7 2 8,0
2 5 22,7 3 12,0 7 318 4 16,0
3 4 18,2 8 32,0 4 18,2 7 28,0
4 5 22,7 10 40,0 4 18,2 11 44,0
Area de inflamac&o n=22 % n=25 % n=22 % n=25 %
1 45 0 00 1 4,5 0 0,0

0

1 13 59,1 11 440 14 63,6 12 48,0
2 5 22,7 5 200 5 22,7 4 16,0
3 136 7 28,0 2 9,1 6 24,0
4 00 2 80 O 0,0 3 12,0

Area de fibrose n=22 % n=25 % n=22 % n=25 %
0 3 136 2 80 3 136 2 8,0
1 18 81,8 20 80,0 18 81,8 21 84,0
2 1 45 3 12,0 1 45 2 8,0

Total 22 100 25 100 22 100,0 25 100
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Tabela 2: Demonstracdo dos valores de escores atribuidos na analise
histologica agrupadas, segundo divisdo dos grupos.

Avaliacédo

Avaliador 1

Avaliador 2

Escore

agrupado

GCP

GSP

GCP

GSP

Células
gordurosas

integras

n=22

%

n=25

%

n=22

%

n=25

%

Grupo escasso

Grupo

abundante

13

40,9

59,1

18

72,0

28,0

0,03*

14

36,4

63,6

18

72,0

28,0

0,01*

Area de

necrose

%

%

%

%

Grupo escasso

Grupo
abundante

13

59,1

40,9

18

28,0

72,0

0,03*

14

63,6

36,4

18

28,0

72,0

0,014~

Area de

inflamacéao

%

%

%

%

Grupo escasso

Grupo

abundante

19

86,4

13,6

16

64,0

36,0

0,07

20

90,9

9,1

16

64,0

36,0

0,03*

P<0,05

Legenda: Grupo escasso pontuacao do escore 0,1 e 2; Grupo abundante pontuagéo do escore 3 e 4.

Observou-se que a viabilidade do enxerto, avaliada pela presenca de

células gordurosas morfologicamente integras, com escores 3 e 4 (abundante),

foi significativamente maior no grupo de enxerto de gordura autéloga associada

ao PRP (GCP), quando comparado ao GSP (p<0,05 tabela 2). Estes resultados
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estdo apresentados de acordo com o0s agrupamentos de analises histolégicas no

grafico 1.
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Grafico 1: Demonstracéo de porcentagem de células gordurosas integras segundo
escores atribuidos nos dois grupos de andlise histolégica (escasso e abundante) do GCP
e GSP.

A figura 7 ilustra as células gordurosas morfologicamente integras com
ndacleo, em material histolégico de enxerto de gordura autdloga que recebeu

PRP (GCP), corado por hematoxilina-eosina, aumento de 100x.

Figura 7: Células gordurosas morfologicamente integras e vasos sanguineos em enxerto que
recebeu PRP. HE 100x.
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Quanto a area de necrose, que corrobora a analise da viabilidade dos
enxertos, observamos no GCP (n=25), quinze enxertos (65,2%) com escore 0,1
ou 2 (grupo escasso) e oito enxertos (34,8%) com escore 3 ou 4 (grupo
abundante). Essa diferenca foi estatisticamente significante (p<0,05), mostrando
um menor percentual de necrose de células gordurosas no GCP e,

consequentemente, maior taxa percentual de células adiposas integras (tabela

2, gréafico 2).
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Grafico 2: Demonstracdo da porcentagem de areas de necrose e escores atribuidos nos dois
grupos.

Na analise de inflamacéo local, foi observado no GCP que 91% dos
enxertos tiveram escores baixos (0,1 ou 2), comparado a 64% no GSP,
mostrando que os enxertos misturados com PRP tiveram uma preservacao
melhor das células adiposas, um menor numero de células mortas e

consequentemente um quantidade menor de inflamacédo tecidual (tabela 2,

gréafico 3)
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Gréfico 3: Demonstra porcentagem areas de inflamacédo nos enxertos e escores atribuidos nos
dois grupos.

A figura 8 ilustra a escassez de células gordurosas morfologicamente
integras e infiltrado inflamatorio abundante em enxerto do GSP, corado por HE,

aumento de 40x.

V. 7 e

Figura 8: Poucas células gordurosas morfologicamente integras com nucleo e grande infiltrado

inflamatério em enxerto que néo recebeu PRP. HE 40X
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Quanto a analise de presenca de fibrose tecidual, observou-se que ambos
0S grupos apresentaram baixos indices de fibrose (o escore 4 nao foi dado a
nenhum enxerto por nenhuma das duas avaliadoras), ndo sendo observada
diferenca estatistica entre os dois grupos (tabela 1).

Como achado incidental, foram vistos a presenca de cistos dermoides nos

enxertos de trés animais, todos alocados no GCP (figura 9).

Figura 9: Volumoso cisto dermoide em enxerto de gordura que recebeu PRP. HE 25X
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos vem crescendo o numero de estudos sobre enxertos de
gordura aut6loga (BLUMENSCHEIN et al., 2013), e a procura por novas técnicas
para se obter enxertos com menor reabsor¢cdo e maior viabilidade. Crescem
também, em grande numero, estudos que investigam o plasma rico em
plaguetas (PRP) como mecanismo de liberacdo de fatores que auxiliam na
reparacdo de tecidos lesados e no estimulo a regeneragdo tecidual
(SOMMELING et al, 2013).

Nos estudos levantados observou-se que ndo existe consenso sobre a forma
de preparo de PRP. Sdo descritos varios métodos de obtencdo de PRP, com
protocolos e concentracfes diferentes, mas a maioria das técnicas tem em
comum alguns pontos. Para se produzir PRP, sangue aut6logo é obtido através
de puncédo de veia periférica com anticoagulante (geralmente citrato de sédio),
antes de qualquer procedimento cirurgico. Este sangue ao ser submetido a
centrifugacéo produz duas fases sanguineas, plasma rico em plaquetas (PRP) e
plasma pobre em plaquetas (PPP). Em recente artigo de revisdo, Sommeling et
al. (2013) observou que dos quarenta estudos levantados sobre o uso de PRP
em cirurgia plastica, nove utilizaram uma etapa Unica de centrifugacao, dezoito
usaram duas etapas de centrifugacdo e, em treze estudos, o numero de
centrifugacdes ndo era mencionado.

No presente estudo utilizou a dupla centrifugacédo para obter o PRP, com
comprovacdo da concentracdo de plaguetas observada a microscopia oOtica,
apesar de ndo quantificado o grau de aumento desta concentracéo plaquetaria,
em numeros absolutos, em decorréncia do método utilizado ndo ter sido

automatizado. Optou-se pelo método manual, técnica facilmente executavel em
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ambiente de centro cirdrgico comum, com uso de centrifuga simples e com baixo
custo, sendo facilmente reprodutivel.

O PRP geralmente é ativado através da adicdo de trombina e/ou cloreto
de calcio, momentos antes de ser utilizado no paciente, para que haja liberacdo
dos fatores de crescimento pelas plaguetas. Porém, acredita-se que a trombina,
geralmente de origem bovina, possa causar reacfes alérgicas quando utilizada,
apesar de ser uma forma mais “eficaz” de ativagédo plaquetaria, levando a uma
liberacdo mais rapida dos fatores de crescimento do que o cloreto de calcio
(ANITUA, 1999; MAZZUCCO et al., 2009; VENDRAMIN et al., 2009; GENTILE et
al., 2012). Em nosso estudo, optamos por utilizar o cloreto de célcio, visando
evitar possiveis reacfes causadas pela adicdo de trombina exdgena e devido ao
baixo custo e a facilidade de obtencdo de cloreto de calcio. Julgou-se que a
suposta liberacdo mais lenta de fatores de crescimento seria benéfica para a
integracdo dos enxertos de gordura nas primeiras 48 horas apés a realizacdo de
enxertia.

Quanto a forma de administracdo, geralmente o PRP é administrado em
forma de gel, visto que uma vez ativado adquire consisténcia gelatinosa, devido
as propriedades agregantes de plaguetas e fibrina. Isto dificulta muitas vezes a
administracdo de PRP associado a gordura através de canulas. No presente
estudo, ndo houve coleta de gordura através de micro-canulas de lipoaspiracéo,
conforme descrito em outros trabalhos (PIASECKI et al., 2007). Por este motivo,
foi realizado enxerto de gordura livre, obtida através de excisdo direta. O PRP
ativado era adicionado a gordura segundos antes desta ser enxertada na regiao
craniana dos animais, néo tendo dificuldade de enxertia por n&o utilizar canulas.

Talvez para enxertia em humanos, onde a obtencéo de gordura e realizacédo do
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enxerto é feita principalmente através de pequenas canulas (BLUMENSCHEIN
et al, 2013), fosse interessante trabalhar com canulas de duplo limen, em que o
PRP fosse ativado e adicionado simultaneamente a realizacdo de enxertia de
gordura pela canula.

A associacdo de enxertos de gordura com PRP foi avaliada por poucos
estudos, muitos com desenho cientifico inadequado para a obtencdo de
conclusdes expressivas acerca desta relacdo (RONG, et al., 2013). Em estudos
com animais, (OH et al., 2011; RODRIGUEZ-FLORES et al., 2011; PIRES et al.,
2010; NAKAMURA et al., 2010) observa-se relacdo favoravel de associacédo de
enxertos de gordura com PRP, enquanto que Por et al. (2009) observaram que
esta relacdo ndo é benéfica para o aumento da viabilidade dos enxertos. Neste
ultimo estudo, ndo ha mencéo sobre a ativacdo do PRP, fato este que pode ter
contribuido para auséncia de beneficios do PRP na viabilidade do enxerto.

Outra critica feita por alguns autores € o fato do PRP obtido em animais
de pequeno porte ndo ser exatamente autdlogo, e sim proveniente de um animal
doador que produz PRP em quantidade suficiente para o restante do
experimento (MARX, 2004), visto que € impossivel obter PRP em quantidade
suficiente para uso sem ter que sacrificar o animal, devido ao grande volume de
sangue necessario para produzir o PRP. No presente estudo, conseguimos
mostrar resultados positivos da associacdo do PRP aos enxertos de gordura
autologa, mesmo sendo este PRP de origem homéloga e ndo autéloga, assim
como outros autores observaram em estudos animais (OH et al.,, 2011;
RODRIGUEZ-FLORES et al., 2011; PIRES et al.,, 2010; NAKAMURA et al.,

2010).
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Em estudos de PRP associados a enxertos de gordura em humanos
também existem dados conflitantes. Enquanto o grupo liderado por Cervelli em
sucessivos estudos (Cervelli et al., 2009, Cervelli et al., 2011, Cervelli et al.,
2012) apresentou resultados que indicam uma melhora da viabilidade dos
enxertos com a associacéo, o trabalho de Salgarello et al. (2011) ndo mostrou
beneficios na associacdo. Neste ultimo estudo, Salgarello et al. (2011) obtiveram
PRP através de método automatizado, o que pode implicar em uma
concentracdo insuficiente de PRP, fato este analisado por outros autores que
demonstraram diferencas na concentracdo de fatores de crescimento
disponiveis dependentes do aparelho ou técnica de obtencdo de PRP utilizados
(MAZZUCCO et al., 2009; PALLUA et al., 2010). No estudo de Salgarello et al.
(2009), a avaliacdo da viabilidade do enxerto € feita por métodos subjetivos,
como analise fotogréfica e analise ultrassonografica (método de imagem
avaliador-dependente). Alguns autores em trabalhos recentes propdem a
ressonancia magnética como meétodo mais eficaz para avaliar os enxertos de
gordura em humanos (DEL VECHIO & BUCKY, 2011; GENTILLE et al., 2012).
Entendemos que a melhor forma para analisar a viabilidade dos enxertos seria
através da anadlise histoldgica, facilmente realizada em estudos com animais,
porém de grande dificuldade em estudos em humanos. Gentille et al., (2012)
apresentam resultados favoraveis da associacdo PRP e gordura, com avaliacdo
dos resultados através de ressonancia magnética. Apesar de ndo mencionar se
todos os pacientes foram submetidos a avaliacdo por RM, este estudo apresenta
bons resultados quanto a viabilidade de enxertos, documentados por meio da
menor perda de volume de enxertos associados a PRP pelas imagens poés-

operatorias com RM, mostrando que esta pode ser uma alternativa para avaliar
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enxertos de gordura em humanos, e que a adicdo de PRP a gordura pode
melhorar a viabilidade de enxertos de gordura.

Com o aumento do uso da gordura para preenchimento de defeitos
corporais, principalmente nas mamas, alguns autores investigaram uma possivel
associacao entre neoplasia e lipoenxertia (RIGOTTI et al., 2010; LOHSIRIWAT
et al.,, 2011; PETIT et al., 2011). Apesar de ndo haver comprovacgdo cientifica
desta relacao, existe o temor que o microambiente criado por reacdes quimicas
nas areas de enxerto, associado aos fatores pro-inflamatérios secretados que
levam a duplicacéo celular, possam estimular o desenvolvimento de neoplasias
em pacientes predispostos (LOHSIRIWAT et al.,, 2011). Até o momento, 0s
relatos de aparecimento de neoplasias apds enxertos de gordura nas mamas
Sao apenas em casos em que o tumor inicial era in situ (PETIT et al., 2012;
BERTOLINI et al., 2012). Estes autores mostram a incidéncia ou recorréncia de
cancer mamario apos eventos de lipoenxertia, sem aparente associacao causal
comprovada por estatistica, acreditando que a maioria dos casos observados
possa, na verdade, ocorrer devido a eventos de “subdiagnéstico” do cancer
inicial, que aconteceriam independente da lipoenxertia (RIETJENS et al., 2011).
No entanto estes autores concordam que um numero maior de ensaios
controlados, com numero adequado de individuos, é necessario para comprovar
a seguranca de enxertos de gordura nas mamas (BERTOLINI et al., 2012;
BLUMENSCHEIN et al., 2013).

O PRP, apés ser ativado, libera grande quantidade de fatores de
crescimento e citocinas, estimulando aumento de duplicagao celular, aumento
da producao de colageno, recrutamento de outras células para o local de injuria,

estimulo a neoangiogenese e inducédo de diferenciagao celular (MARX, 2004).
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Apesar de todas estas acdes, o PRP nao é considerado carcinogénico, pois 0s
fatores de crescimento liberados “[...] ndo entram nas células ou interagem com
0 nucleo celular, apenas levam a uma cicatrizacdo mais rapida, e ndo a inducao
de tumores.” (MARX, 2004, v.62 p.491). Entretanto, € conhecido que a génese
tumoral pode ser causada por alteracbes no DNA celular durante replicacéo
celular aumentada e que a formacdo de novos vasos sanguineos é um
importante fator para o desenvolvimento dos tumores (RUBIN et al., 2010),
exatamente fatores comprovadamente estimulados pelo PRP (ANITUA et al.,
2004).

Cistos dermoides podem ser descritos como tumores cisticos revestidos
com epitélio e apéndices cutaneos, sendo encontrados em varias espécies,
considerados como resultantes de encarceramento de epiderme e estruturas
anexiais da derme durante o desenvolvimento embrionario, apresentando baixo
potencial de malignidade (WOBESER et al., 2009; GOLDEN et al., 2012). Em
humanos estes cistos sdo predominantemente observados na pele, sistema
nervoso central, mamas e ovarios, devido principalmente a forma de
desenvolvimento embrionario destas estruturas. No presente estudo observou-
se a presenca de cistos dermoides dentro do enxerto gorduroso em trés animais
dos 47 avaliados (figura 9), coincidentemente todos tratados com enxerto
associado ao PRP. Em um grande nimero de enxertos de gordura, observamos
fragmentos de tecido mamario, provavelmente incluidos durante a disseccao dos
enxertos de gordura na regido inguinal. Nado se pode concluir que enxertos de
gordura associados ao PRP tiveram relacéo causal na formacgéo destes tumores,
mas, considerar a hipotese de que estes tumores estavam anteriormente

presentes na gordura da regido inguinal ou no tecido mamario incluido junto ao
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enxerto. Chama a atencéo o fato de que esses tumores se mantiveram viaveis
junto com o enxerto e possivelmente desenvolveram apos a enxertia, visto que
ndo foram observados macroscopicamente durante a etapa cirdrgica de

realizacdo dos enxertos.
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7 CONCLUSOES

1. Houve melhora da viabilidade dos enxertos de gordura associados ao
PRP, demonstrada por meio do maior numero de células gordurosas
morfologicamente integras e nucleadas nestes enxertos.

2. Houve menor taxa percentual de necrose nos enxertos gordurosos
associados ao PRP.

3. Houve menor taxa percentual de células inflamatorias presentes em
enxertos de gordura associados ao PRP.

4. Quanto a seguranca do método, o achado incidental de cistos
dermoides indica que a continuacdo de estudos experimentais em
animais é necessaria, pela possibilidade de desenvolvimento ou

manutencao de tumores em individuos predispostos.
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Anexol- Parecer do Comité de Etica.

MINISTERIO DA EDUCACAD Pl Y.
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOLAS
HOSPITAL DAS CLINICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PROTOCOLO CEPC/UFG N 070/2011 Goidnia, 040772011

INVESTIGADOR RESPONSAVEL: Dr. Alexandre Rors= schelr
ORIENTADOR: Frof, Rufto de  Freitas Jimior

ACADEMICO PESQUISADOR: ftoswana Nerro  Peretra

PESQUISADORES PARTICIPANTES: Marise Amarol Reboucas Morsira, Sviverson v Parfo Raxsi,
Marta Awxliedora de Palo Carmeirn Cysnetros ¢ Brneila Mendonca ¢ hinem

TITULO: “Esirado COmparativy enire fiericas de preparaglo de gordura ¢ p wso e plasma rico em
Ploquetas em enxeetos de gordira em ratas”,

Arca Temitica: Grapo 41
Area de Conhecimento: Créncias der Savide Medicing

Instituicdo Propencate: Universidade Federal do Croices

Lacul de Reakizacdo: Mrogyor e Mastologea do Hospital das Clinjeas da Upers idade Federal de
Glalds

Informamos que o Comité de Flica em Pesquisn - HC/UFG analison ¢ apravem o projeto de Pesquisa
acima referido, | com os d aprescatados, o estes foram considerudos e acordo com

05 PrInCipios £tcos vigentes.

Informamos que niu_hd necessidade aguardar o pareccr da CONEP-Comissio nacional de Etica em
Pesquisa, para inicigr a pesquisa

O pesquisndor responsivel deverd cncaminhar a0 CEP/HC/UFG, relatérios semestrais do
andamentn da pesquisa, duts de eacervamento, conclusdo(bes) ¢ publicacio(des).

O CEP/HCAUFG pode, a quarlquer m . fazer escolha akoaténia de estude em desenvolvimento para
avaliagio ¢ verifiengdo do comprmento daos da Resoluglio 19656 (M, ! Oper al Para

Comtiés de Etica em Pesguisa - lIem 13 )

T e
Farm. J65¢ Miirio Coelbd Mornes
Coordenador do CEP/HC/UFG

45



Anexo 1- Parecer do Comité de Etica.

HC £ AUFG

Hospital das Clinicas MINISTERIO DA EDUCAGAO ~ ® i 21

UFG UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
”()SPITAL DAS ('llN](‘As CONMICIMENTO SENPRL FRESINTE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

&

1CAS DA UNIVE DE GO

Goiania, 05 de agosto de 2012

EMENDA AO PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE
PESQUISA, PROTOCOLADO NESTE COMITE SOB O N°: 070/2011

Pesquisador Responsavel (Folha de Rosto): ALEXANDRE RORIZ BLUMENSCHEIN
-Institui¢do onde sera realizado o estudo: HC/UFG
-Submetido para analise ao CEP/HC/UFG em: 23 de maio de 2012

DOCUMENTOS RECEBIDOS:
Carta ao CEP
Emenda completa sobre a nova metodologia

COMENTARIOS:

Esta emenda solicita a aprovagiio deste Comité para emenda ao protocolo original. O
protocolo for modificado com o intuito de melhor se adequar as exigéncias solicitadas por
este Comité. Foram melhorados o manejo e o alojamento dos animais, bem como os
procedimentos cirurgicos supervisionados por médico vetennario

Condigdes do pesquisador para a condugio da pesquisa (analise curricular).Condizente com
o trabalho proposto

Do local de realizagio: Adequado,

O cronograma proposto foi cumpnido e , apesar de ter chegado a0 meu conhecimento para
anilise quando o experimento ja tinha acabado. ocorreu dentro do tempo previsto, O que

aconteceu foi que ficou em analise com outro parecerista por um tempo muito longo.
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Anexo 1- Parecer do Comité de Etica.

HC 8 o U650

Hospital das Clinicas MINISTERIO DA EDUCACAO
UFG UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
HOSPITAL DAS CLINICAS PP T SYRP (FOReaN

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CONCLUSAQO:

Assim que nfio levaremos em conta a questio do cronograma ¢ consideramos que a emenda
nio tinha nenhum ébice ético que pudesse mviabilizar 0 estudo, ¢ somos pela aprovagio

da mesma.

- -
Coordenador de CEP/HCUFG
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Anexo 1- Parecer do Comité de Etica.

Area Temdtica: Grupo 1]
Area de Conhecimento: Cignciar da Snide/ Medicing

DOCUMENTO(S) ANALISADO(S):

5 mronmmmammmmeww
estudo.

Comunico-lhes que o Comité de Etics em Pesquisa HC/UFG, analisou os documentos
acima referidos. A modificaclio veio com o intuito de melhor se adequar 4 exigéncias,
houve melhors no mancjo ¢ alojamento dos animais, bem como nos procedimentos
cirurgicos, thm«&mam"mmmc]nlmu
Justificativas aceitdveis. Estando, portanto, sutorizadas as referidas solicitagdes.

’.‘ A
Farm. Mirio C Moraes
Coordensdor do CEP/HC/UFG
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Anexo 2- Comprovantes de submissao dos artigos/ aceite para publicacéo
para artigos ainda néo publicados/ um dos artigos publicados
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APENDICE 1: (AVALIACAO HISTOLOGICA)

N° do estudo: |__|_|

Avaliacdo da viabilidade dos enxertos - Escore de pontuacao histologica por
campo de 400x

Legenda:

Ausente = 0

Minimo (0 a 25% do campo) =1

Minimo a moderado (25% a 50% do campo) = 2

Moderado (50 a 75% do campo) =3

Abundante (mais que 75% do campo) = 4

- Células gordurosas (adipdcitos) intactas e nucleadas - Escore

- Area de necrose gordurosa, presenca de cistos e/ou vacuolos lipidicos —
Escore

- Area de inflamacdo tecidual, macréfagos e outras células inflamatdrias —
Escore

- Area de fibrose tecidual — Escore
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