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“A menos que modifiqguemos a nossa maneira de pensar, ndo seremos capazes de resolver os
problemas causados pela forma como nos acostumamos a ver o mundo”.

(Albert Einstein)
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PARIZI, Natalia G. Andlise histolégica do uso do plasma rico em plaguetas (PRP) na
integracdo de telas de polipropileno implantadas em mucosa vaginal de coelhas.
Dissertagdo de Mestrado (Pds-Graduagao em Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual
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RESUMO

Introducéo: As telas de polipropileno vém sendo utilizadas dentro da ginecologia na
corregdo de defeitos do assoalho pélvico e incontinéncia urinaria de esforco (IUE),
entretanto ainda apresentam taxas significativas de complicagdes, provavelmente
decorrentes de uma resposta inflamatéria inadequada. O plasma rico em plaquetas vem
sendo empregado com sucesso em diversas areas da Medicina, proporcionando um melhor
processo de reparo de feridas, consequente a sua elevada quantidade de fatores de
crescimento. Objetivo: Estudar o efeito do recobrimento do gel de plasma rico em plaquetas
(PRP) na integragdo de telas de polipropileno monofilamentar implantadas em mucosa
vaginal de coelha. Métodos: 30 coelhas adultas da raga White New Zealand, foram
submetidas a cirurgia de implante da tela de polipropileno monofilamentar em suas vaginas,
sendo que em 15 delas junto a tela se depositou plasma rico em plaquetas na forma de gel.
Estas coelhas foram dividas em 3 grupos de 10 coelhas (5 com e 5 sem PRP) eutanasiadas
7, 30 e 90 dias apos a cirurgia para a extracdo da vagina e tela. A avaliagdo do infiltrado
inflamatério se deu através da contagem de células inflamatdrias usando a coloragéo
hematoxilina-eosina. O depdsito de colageno tipo | e Il foi avaliado através da coloragao de
Picro-Sirius. Os resultados foram apresentados em mediana e intervalo interquartilico (P75-
P25) e submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Devido a
violagdo da normalidade os dados foram tratados com testes ndo paramétricos. Para as
comparagdes entre os grupos com e sem PRP e entre os tempos de eutanasia foram
empregados os testes de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis seguido do teste de muiltiplas
comparagodes proposto por Bonferroni. P<0,05. Resultados: Houve diferenga significativa no
numero de células inflamatérias entre os grupos com e sem PRP apds 30 dias. O grupo com
PRP apresentou contagem inferior de células inflamatérias comparado ao sem PRP.
Ocorreu aumento na producao de colageno tipo Ill com o uso do PRP, apds 90 dias.
Conclusdo: Nao houve alteragao na resposta inflamatéria aguda (7 dias) com o uso do
PRP. A contagem de células inflamatérias que aumentou significativamente no grupo sem o
PRP apés 30 dias, ndo se elevou no grupo com PRP, indicando redugdo da resposta
inflamatdéria. Houve aumento significativo de colageno tipo Il apés 90 dias do estudo.

Palavras chave: Plasma rico em plaquetas. Telas. Colageno. Coelhos. PRP. Inflamacgao.



PARIZI, Natalia G. Histological analysis of the use of platelet-rich plasma (PRP) in the
integration of implanted polypropylene meshes with rabbits’ vaginal mucosa. Master
Thesis (Health Science Specialization) — Universidade Estadual de Londrina, 2015.

ABSTRACT

Introduction: Polypropylene meshes have been applied in gynaecology for the correction of
pelvic floor dysfunction and for stress urinary incontinence (SUI). However, there are still
significant rates of complications, probably due to an inappropriate inflammatory response.
The platelet-rich plasma has been successfully used in several areas of Medicine, providing
improvements of wound healing as a result of its high amount of growth factors. Objective:
To study the effect of the impregnation of platelet-rich plasma (PRP) in the integration of
monofilament polypropylene mesh implanted in rabbits’ vagina. Method: 30 adult female
New Zealand rabbits were submitted to monofilament polypropylene mesh implant in their
vaginas and in 15 of them a PRP gel was also deposited on the meshes. The rabbits were
divided into 3 groups of 10 rabbits (5 with and 5 without PRP) and euthanized at 7, 30 and 90
days after surgery for the extraction of both their vagina and mesh. The evaluation of the
infiltrated inflammatory was made through the counting of neutrophil in eosin-haematoxylin
staining. The collagen types | and Il deposition were evaluated by picrosirius and trichrome
of Masson staining. The results were presented using the median and interquartile range
(P75-P25) and submitted to the Shapiro-Wilk and Levene tests, respectively. Due to
normality violation, non-parametric tests were applied to the data. .For comparison between
groups with and without PRP and between euthanasia times, the Mann-Whitney and
Kruskal-Wallis tests were used, followed by multiple comparison test proposed by Bonferroni.
P <0.05. Results: After 30 days there were significant differences in the neutrophils count
between the groups with and without PRP. The group with PRP showed a lower neutrophils
count compared with the group without PRP. After 90 days, there was an increase in the
production of collagen type Ill in PRP group. Conclusion: There was no change in the
immediate inflammatory response (7 days) using the PRP. After 30 days, there was a
significant increase in the count of neutrophils in the group without the PRP, a change that
was not noted in the group with PRP. This observation indicates a reduction of the
inflammatory response. There was a significant increase in collagen type Il after 90 days of
the study.

Keywords: Platelet-rich plasma. Meshes. Collagen. Rabbits. PRP. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A sustentagdo pélvica se da através da musculatura do assoalho pélvico e seus
ligamentos, esta musculatura é constituida por musculos superficiais e profundos, sendo os
musculos elevadores do anus os mais importantes no processo de continéncia e
esvaziamento vesical e intestinal’, atuando de forma sinérgica no mecanismo da micgéo por
acao no aparelho esfincteriano intrinseco da uretra. O processo de fechamento da uretra
ocorre devido a uma combinagcdo de fatores intrinsecos representados pelo musculo
estriado e liso da parede uretral, congestdo vascular do plexo venoso da submucosa e de
vasos sanguineos associados, e também de fatores extrinsecos, compostos pelos musculos
elevadores do anus, fascia endopélvica e suas fixagdes. Qualquer ineficiéncia neste
processo tem com consequéncia a perda da sustentacdo, desenvolvendo uma
hipermobilidade uretral e do colo vesical, deficiéncia intrinseca da uretra e consequente
incontinéncia urinaria ",

O assoalho pélvico e sua sustentagao também participam de forma ativa na resposta
sexual feminina, sendo sua preservacao fundamental para a qualidade de vida da mulher.

O enfraquecimento ou mesmo o rompimento deste assoalho, decorrentes de partos
traumaticos, hipoestrogenismo, esforco abdominal repetitivo, entre outros fatores, leva aos
prolapsos das estruturas sustentadas e incontinéncia urinaria de esforco (IUE)?, definida
como perda involuntaria de urina durante aumento da pressao intra-abdominal, gerando
grande impacto sécio—econdmico e psicolégico para estas mulheres®*.

O prolapso de 6rgaos pélvicos e a incontinéncia urinaria tém sua prevaléncia e
incidéncia elevadas com o decorrer da idade. Entre mulheres adultas, consideradas
saudaveis, com sessenta anos ou mais, cerca de um tergo possuem algum grau de prolapso
urogenital®. Também, a incontinéncia urindria de esforgo é a forma mais comum de
incontinéncia no sexo feminino, afetando até 30% das mulheres. Cerca de 10% delas
apresentam perdas urinarias semanais e uma em cada 1000 mulheres acabara
necessitando de tratamento cirtrgico®. Estudos com a populagéo norte americana revelam o
acometimento de 13 milhdes de norte americanas e aproximadamente 1 milhdo de casos
novos/ano, com custo anual de 11.2 bilhdes de ddélares aos cofres pL’Jincos1.

A IUE e os prolapsos vaginais representam afec¢des de grande impacto social,
econdmico e psicolégico como depressdo e ansiedade®, sendo muitas vezes incapacitante.
Por outro lado, a instituicdo de um tratamento adequado e bem sucedido pode melhorar a
qualidade de vida e a auto-estima dessas mulheres >®.

O tratamento destas distopias € dividido em n&o cirurgicos e cirurgicos. O tratamento
ndo cirurgico tem o objetivo de fortalecer a musculatura pélvica através da reabilitagdo do

assoalho pélvico, com os exercicios de fortalecimento do assoalho pélvico, uso de cones
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vaginais e eletroestimulacédo da musculatura. Esse tratamento tem taxas de cura e melhora
dos sintomas pouca satisfatérias quando realizado isoladamente, porém quando associado
ao tratamento cirtrgico se elevam consideravelmente, préximo a 70%’. Nos casos de IUE o
tratamento medicamentoso sé é indicado quando a presenca de atrofia genital importante
decorrente da hipoestrogenia com o intuito de melhorar o trofismo da mucosa genital ou em
situagdes clinicas onde outros métodos estdo contra-indicados®. A Duloxetina nessa
situacdo atua aumentando a forga de contracdo esfincteriana®.

O tratamento cirurgico evoluiu muito com o passar dos anos. A primeira técnica foi
descrita em 1914 por Howard Kelly, a Colporrafia Vaginal Anterior, que se baseava na
constriccdo do colo vesical através de suturas e plicaturas periuretrais, com baixa taxa de
sucesso tardia (apenas 35-65%").

Em 1949 Marshall, Marchetti e Krantz descreveram a Uretropexia retropubica que
consiste em abordagem através de incisdo abdominal baixa ou que posteriormente evoluiu
para assistida por videolaparoscopia, com exposi¢cdo do espaco de Retzius e fixacdo da
fascia endopélvica ou perivesical em estrutura de sustentagéo da pelve anterior.

Em outra técnica, a Colpossuspensao de Burch esta fixagdo ocorre no ligamento de
Cooper, e ja no procedimento da prateleira vagino-obturatéria de Turner-Warwick a fascia é
fixada & fascia do musculo obturador externo™. A taxa de sucesso destas técnicas varia
entre 70-90% porém com complicagées significativas como osteite pubica e predisposi¢céo a
desenvolver enterocele, prolapso uterino e eversdo de cupula vaginal >®'"". Especificamente
em relagao as cirurgias de corregdo de prolapso, a recidiva do prolapso anterior ocorre em
de cerca de 60% apos colporrafia anterior e de 20% apds colposuspensdo de Burch'™.
Essas corregdes, chamadas de sitio especificas, também apresentam complicacbes como
obstrucdo ureteral bilateral, hematoma retropubico, abscessos vaginais, entre outros™. A
sacroespinhosopexia também pode apresentar taxas de recorréncia e complicagoes
significativas. A colporrafia posterior também se associa a taxas de recorréncia de 18% a
24% apds um ano do procedimento™.

A partir da experiéncia com uretras incompetentes em criangcas com bexiga
neurogénica e do melhor entendimento da fisiopatologia da IUE, foram introduzidos os slings
aponeuroticos, que apresentam resultados superiores as técnicas anteriores e, dessa forma,
se tornaram a cirurgia de escolha naquele momento. Entretanto os slings aponeuréticos

apresentam um indice moderado de disfuncdo miccional'?

. Fundamentados pela Teoria
Integral, Petros e Ulmsten, em 1996, propuseram a colocacdo de um dispositivo suburetral,
na topografia da uretra média, objetivando a estabilizacdo da uretra durante o esforgo. Esse
procedimento ficou conhecido como Tension-free vaginal Tape (TVT) e tornou-se

mundialmente reconhecido™'*. Os bons resultados e reprodutibilidade da técnica, com
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menores taxas de disfungdo miccional a tornaram o “padrdo-ouro” para o tratamento da
IUE™.

Algumas complicagdes, relacionadas com a presenga da tela, também estado
presentes na técnica de TVT, sendo a infecgao, retracao cicatricial, formacao de seroma,
erosdo, extrusdo e fistulizacdo as mais comuns. Entretanto, devido as qualidades
anteriormente citadas, ela persiste como a mais utilizada'®.

O emprego de proteses (telas) permite maior padronizacdo dos procedimentos,
diminuigdo do tempo cirurgico e de recuperagdo pos-operatoria, possibilitando retorno mais
precoce da paciente as suas atividades habituais.

Uma grande variedade de biomateriais tem sido empregada na reconstrucdo do
assoalho pélvico, ja sendo consenso que para uma baixa morbidade deve apresentar baixo
peso, ser inerte, com poros maiores que 75 um, trama monofilamentar e com uma
elasticidade entre 20% e 35%'’. O advento do uso de malhas sintéticas expandiu as opgdes
para tratamento dos prolapsos dos 6érgaos pélvicos. Foram observadas diferengas clinicas
significativas, nos resultados de cura e principalmente nas complicagdes, entre as telas de
polipropileno monofilamentar e multiflamentar. Tais diferencas, favoraveis ao uso das telas
monofilamentares, podem relacionar-se as caracteristicas da mesma, incluindo o tipo de
trancamento dos filamentos e tamanho dos poros'®. Considera-se que tais diferengas podem
determinar alteracbes da sua biocompatibilidade e, consequentemente, da tendéncia a
infecgdo, erosdo e extrusdo vaginal'®. As telas sintéticas mais utilizadas e indicadas no

momento sdo o Tipo I"®

- Telas macroporosas com poros maiores que 75um — didmetro
necessario para a passagem de macréfagos e fibroblastos, bem como a angiogénese e
deposicao de fibras colagenas'. As telas do tipo |l sdo as que possuem poros menor que
10um, que oferecem uma barreira a entrada de macrofagos. As telas do tipo Ill possuem
porosidade mista associada a um componente multifilamentar. Por fim existem as telas tipo
IV com poros submicrénicos?.

A existéncia de algumas complicagdes pode estar relacionadas com o tipo de tela,
sendo as mais comuns listadas por Cervigni?': infecgéo seroma, retragdo, erosao e extrus&o
As taxas de infecgéo variam de 9,6% a 50% nas telas dos tipos Il e Ill e sdo raras nas telas
do tipo |. Seromas sao gerados pela reacao inflamatoéria local e pelo espagco morto deixado
entre os tecidos e a tela. Telas dos tipos | e lll permitem a rapida penetracido da matriz
extracelular em seus macroporos, minimizando esse risco. Telas do tipo Il tém risco de
formagao de seromas que varia de 9,6% a 14,3%. Apds a formacéao da cicatriz, pode ocorrer
retracdo da tela em até 20%. Tal reacdo pode ser indesejada ou inconveniente, quando
causa efeitos compressivos ou obstrutivos'. Uma perigosa reacéo das telas é a eroséo de

orgaos adjacentes como uretra, bexiga, intestino e extrusdo pela mucosa vaginal. Tais
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complicacbes foram relatadas entre seis semanas e seis anos apds a cirurgia, com taxas
variando entre 2,8% e 20%"".

Em estudos prospectivos randomizados, Baessler et al. (2003) e Glavind e Sander
(2004) descreveram taxa de extrusdao de 9% e 14%, respectivamente, nas pacientes que
realizaram sling Intravaginal (IVS), com tela multiflamentar, em contraposicdo com a
auséncia dessa complicagdo no grupo submetido & sling com TVT??. Siegel et al. (2005)
descreveram extruséo vaginal em 17% das pacientes que realizaram sling pubovaginal com
IVS*,

Considera-se que, enquanto a erosao uretral relaciona-se, frequentemente, com
tensdo exagerada ou lesdo inadvertida da uretra durante o procedimento, a extrusao vaginal
decorre de infeccio local, por vezes subclinica ou de integracdo defeituosa do sling ao
hospedeiro®.

Estudando-se a integragao dessas telas no reparo de prolapsos genitais, ja é sabido
que os fatores locais como trofismo tecidual, infeccdo e a técnica cirdrgica, estao
diretamente relacionados as taxas de extrusdo??’. Além disso, a integracdo tecidual esta
relacionada ao peso, estrutura e porosidade das telas?®?°.

Com o intuito de padronizar o relato das complicagbes devido ao uso de telas a
International Urogynecological Association (IUGA) associada a International Continence
Society (ICS) articularam uma classificagdo da terminologia das complicagdes baseadas na
Categoria (C), tempo (T) e local (S). Assim cada complicagdo apresenta um codigo com 3 ou
4 letras e 3 numeros, facilitando o registro e o entendimento para possiveis esclarecimento
posteriormente'”. Essa classificagdo relaciona o local, tempo de surgimento da complicacgo,
e a presenca sintomas.

Devido ao grande numero de complicagdes com o uso de proteses sintéticas o FDA
(Food and Drugs Adminstration), érgdo de controle e regulagdo de drogas/proteses dos
Estados Unidos, reportou mais de 1000 efeitos adversos inesperados e graves com o uso
de tela no tratamento de distopias genitais e IUE, em 2008 em uma Notificagcdo de Saude
Publica (PHN). Em 2011 a classificacdo de risco do uso de telas foi elevada, sendo
necessaria a aprovacao prévia de uso e vigilancia subsequente®.

Em uma tentativa de minimizar estas complicagdes, estudos prévios, avaliaram o
recobrimento de telas com materiais previamente conhecidos pelo seu potencial de
aceleracao da cicatrizagdo de feridas e modulagado do depésito de colageno. Prudente et al.
(2012) em um estudo em ratas avaliaram o recobrimento das telas de polipropileno com
PVA (Poli Vinil Alcool) e PVA + GSNO (S-nitrosoglutatione ), um doador de 6xido nitrico. Os
resultados sugeriram que na concentragdo adequada o GSNO é capaz de reduzir a resposta
fibroblastica, sem aumentar a reacdo inflamatéria®®. Em outro estudo agora em 2013

Prudente et al. confirmaram seus resultados com o recobrimento das telas com PVA e PVA +
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GSNO, com a analise histolégica demonstrando redugdo do edema local e aumento da
angiogénese®'. Em um estudo in vitro comparando o recobrimento de telas de polipropileno
com PBMCs (Peripheral blood mononuclear cells), plaquetas e plasma, Gerullis et al. (2013)
concluiram que o plasma promoveu um aumento da biocompatibilidade das telas,
justificando estudos in vivo®.

O Plasma rico em plaquetas (PRP) & uma biotecnologia relativamente nova descrita
primariamente por Marx et al. em 1998, com a proposta de explorar seu potencial de
aumentar a formacdo 6ssea.*® Consiste na porcdo do plasma com uma concentracdo
plaquetaria, leucécitaria e de fatores associados & coagulacéo e reparo de feridas®*, superior
em média 2 a 3 vezes ao plasma sanguineo.

Entretanto ainda ndo se chegou a um consenso quanto a concentragdo adequada de
plaquetas no PRP, e estes valores variam de 1,8 a até 4 vezes acima do numero de
plaquetas inicial***®*"*_Qliveira et al. em um modelo animal experimental chegou a valores
de plagquetas bem proximos aos descritos na literatura com o método de dupla
centrifugacdo®. Em 2012 Vanat et al. alcangou valores de PRP de 2 a 6 vezes maior que 0s
valores basais™.

Os estudos cientificos sobre cicatrizacdo de tecidos moles e 6sseos sugerem a
utilizacdo de PRP com minimo de 100.000 plaquetas/ul, sendo que concentragdes
plaquetarias inferiores ndo garantem aumento da taxa de cicatrizacdo, e concentragoes
superiores ndo mostraram melhores resultados®.

As plaquetas, devido a liberacdo de iniUmeras proteinas, possuem papel fundamental
na regeneragao de tecidos, participando ativamente nos processos de mitose, quimiotaxia,
diferenciacdo e crescimento de células mesenquimatosas pluripotentes, além de induzir
indiretamente, através de mediadores a producdo da matriz extracelular. Portanto além da
formacao do coagulo, atua de forma ativa na reparacéo de feridas®.

As plaquetas contém fatores de crescimento que sao liberados de seus granulos logo
ap6s a formacdo do coagulo. As proteinas contidas nos granulos alfa das plaquetas
possuem uma forte influéncia nos fendémenos reparatérios das feridas. Entre essas proteinas
encontram-se: fator de crescimento derivado das plaquetas (“platelet derived growth factor”
ou PDGF); o fator transformante do crescimento beta (“transforming growth factor” ou TGF-
R); o fator plaquetario 4 (FP4); interleucina 1 (IL-1); o fator angiogénico derivado das
plaguetas (“platelet derived angiogenic factor” ou PDAF); o fator de crescimento endotelial
vascular (“vascular endotelial growth factor” ou VEGF); o fator de crescimento epidérmico
(“epidermal growth factor” ou EGF); o fator de crescimento endotelial derivado das plaquetas
(“platelet derived endotelial growth factor” ou PDEGF); o fator de crescimento celular epitelial
(“epitelial cell growth factor” ou ECGF); o fator de crescimento tipo insulina (“insulin-like

growth factor” ou IGF); osteocalcina; osteonectina; fibrinogénio; fibronectina e
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trombospondina (TSP)*®. As plaquetas comecam a secretar ativamente essas substancias
10 minutos apds a formacdo do coagulo®.

Devido a concentracdo elevada de plaquetas no PRP acredita-se em uma resposta
melhor a lesdo tecidual e consequente redugdo das complicagbes cirurgicas. Diversas
especialidades cirurgicas iniciaram o uso do PRP e seus defensores afirmam uma menor
incidéncia de fistulas, hemorragias e infeccdes *%4%41424 Taylor et al. em uma revisdo
sistematica da literatura observaram grande beneficio no uso do PRP no tratamento de
lesbes ligamentares e tendinosas, com melhor recuperagdo e redugdo da recorréncia das
lesdes>®. Spyridakis et al. (2009), em um estudo de caso controle, relataram forte evidencia
que o PRP age diretamente no processo de cicatrizacdo de feridas e recuperacao
cirdrgica®®. Rappl et al. estudando o uso do PRP no tratamento de feridas cronicas
concluiram que o PRP torna o processo de cicatrizacdo mais rapido*'. Everts et al. em uma
revisdo da literatura definiram uma ampla gama de aplicagdes clinicas no uso do PRP apds
procedimentos cirlirgicos*?. Batista et al, em estudo experimental com coelhas, observaram
uma melhor consolidagdo 6ssea com o uso do PRP comparada ao concentrado de medula
6ssea®. Recentemente nova forma de utilizagdo surgiu com o uso laparoscépico ou
endoscopico para promover diminuicdo da incidéncia de fistulas, hemorragia e infeccao
apos anastomoses gastro-intestinais**. Também uma reducdo de infeccdes pos-operatdrias
severas em cirurgia cardiaca foi observada apds a aplicagdo de PRP*.

O PRP também é uma op¢ao para fixar telas em herniorrafias. Zieren et al. e Sclafani
et al. observaram aceleragdo no processo de cicatrizacdo apdés o uso de PRP em
herniorrafias com telas sintéticas®*.

Dados preliminares em varias especialidades cirurgicas indicam que o gel autélogo
de PRP favorece rapida cicatrizagcdo e aumento na produgdo de colageno. Assim, seria
possivel que o PRP também estimulasse a produgdo de colageno na matriz extracelular,
melhorando os indices de sucesso do uso de telas em Uroginecologia. Porém n&o existem
estudos consistentes em cirurgia pélvica. Einarsson et al em um estudo clinico com pequeno
numero de pacientes submetidas a correcdo de prolapso anterior de vagina associado ao
uso intraoperatorio de gel de PRP, realizando seguimento através de biopsia local, néo
demonstraram melhora na producéo de colageno aos 3 meses e nos indices de re-operacao
com 10 meses de acompanhamento®. Este é o tnico estudo clinico em uroginecologia com
0 uso de telas e PRP, onde se implantou PRP durante o procedimento cirurgico e observou-
se os resultados de complicagdes e cura, entretanto sem a presenga de um grupo cpntrole.
Com base nestes estudos se questiona sua utilizagdo junto as telas de polipropileno na
Uroginecologia, que, além de reduzir os fatores inflamatérios, poderia estimular a produgéo
de colageno na matriz extracelular, elevando consideravelmente as taxas de sucesso da

cirurgia.


http://www.sciencedirect.com.ez78.periodicos.capes.gov.br/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DEinarsson,%2520Jon%2520I.%26authorID%3D6603349960%26md5%3D257b17c6bd487a7bf556e71704506a83&_acct=C000048200&_version=1&_userid=923856&md5=1dd426202b86e7395cc669d3f44f2a5c
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2 JUSTIFICATIVA

Efeitos adversos relacionados a defeitos de integragdo tecidual dos materiais
empregados para implantes no assoalho pélvico ainda sao relativamente frequentes a
despeito do relevante avanco dos biomateriais. Considerando-se as propriedades do PRP
sobre o0s processos fisioldgicos relacionados com o reparo tecidual, propde-se o
recobrimento de telas de polipropileno monofilamentar com o gel de PRP como forma de
possibilitar melhor integracdo da tela aos tecidos. A analise histoldgica contribuira com
dados objetivos acerca dos aspectos inflamatérios e do metabolismo do colageno

relacionados ao uso deste novo avango da bioengenharia de materiais.
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3 OBJETIVOS

Estudar o efeito histolégico do recobrimento do gel de PRP na integracéo de telas de

polipropileno monofilamentar implantadas em vagina de coelhas.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar as caracteristicas da reacado inflamatéria aguda induzida por telas de
polipropileno recobertas por PRP implantadas em vagina de coelhas, através da contagem
de células inflamatdrias.

Estudar a indugao da formacao de colageno em telas de polipropileno recobertas por
PRP implantadas em vagina de coelhas através da quantificagao de colageno tipo | e .

Estudar a proliferagdo da musculatura lisa induzida por telas de polipropileno

recobertas por PRP implantadas em vagina de coelhas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 DELINEAMENTO

Estudo experimental animal.

Aprovagdo do Comissdo de Etica no Uso de Animais, parecer nimero: CEUA
12071.2013.21 (anexo 1)
4.2  AMOSTRA

A amostra constou de 30 coelhas adultas da raga White New Zealand. A
Universidade Estadual de Maringa — UEM forneceu as coelhas, que permaneceram no
biotério da Universidade Estadual de Londrina, alojadas em gaiolas individuais, sob
condi¢cdes ideais de temperatura, umidade e luz, sendo alimentadas com ragado e agua.
Observou-se os animais por 15 dias, a fim de excluir doengas préprias desta espécie.

4.3 MATERIAIS

Preparacio do gel de PRP

Para a obtencao do PRP, se desenvolveu a principio, um piloto tendo como base o
protocolo descrito por Anitua et al.*®, citado por Macedo et al.* A coleta ocorreu
imediatamente antes do procedimento de implante da tela.

As coelhas foram anestesiadas com Quetamina e Xilasina, e coletou-se 5 mL de
sangue, com seringa agulhada descartavel transferindo o para tubo de polipropileno estéril
de 1.8mL contendo 0.10 mL de citrato de sddio 3.2% como anticoagulante. O material foi
homogeneizado e centrifugado a 24°C, com velocidade de 1200RPM, durante 10 minutos.
Apos a centrifugacgao foi possivel distinguir duas camadas distintas no tubo, as hemacias ao
fundo e o plasma sobrenadante. Removeu-se todo o plasma (aproximadamente 1.5mL) com
pipeta graduada e o depositou em tudo tipo Ependorf de plastico estéril. Realizou-se nova
centrifugacdo com velocidade de 1500 RPM a 24°C por 10 minutos. Subsequente a
centrifugacao todo o plasma da parte superior do tudo foi retirado, deixando apenas os
0.5mL finais onde se adicionou 0.5 pL (0.005mL) de Gluconato de Calcio 10%. A solugéo foi
homogeneizada e permaneceu em repouso por 30 minutos, adquirindo a consisténcia de gel

(figura 1).
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Figural— Demonstragdo do gel de PRP.

Realizou-se a contagem de plaquetas no plasma de 25% das amostras, escolhidas
de maneira aleatéria antes e apds o processo de confecgdo do gel de PRP para

confirmagao do aumento do numero das plaquetas (Figura 2).

Figura2 — Média da concentragdo plaquetaria em plasma centrifugado comparado ao
Plasma Rico em Plaquetas (PRP).
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4.4 ETAPAS EXPERIMENTAIS

Os procedimentos aconteceram no laboratorio de Cirurgia Experimental do Hospital
Universitario Regional do Norte do Parana (HURNPR). Tal laboratério € devidamente
aparelhado tanto para a execugdo do procedimento cirlrgico, quanto em termos de
manutencdo das coelhas em suas devidas gaiolas. Os procedimentos pré-operatoérios

iniciaram-se com jejum pré-operatorio, com restricdo alimentar para sélidos por 6 horas
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antes da cirurgia, seguido de anestesia com Quetamina 40mg/Kg e Xilasina 3mg/Kg
intramuscular e sua manutengdo de acordo com a necessidade. As coelhas foram
imobilizadas e realizado antissepsia de vagina com solugdo alcodlica de iodopovidona
10%.Quando adequadamente anestesiadas, inicialmente realizou-se a coleta de sangue e
processamento do plasma. O ato cirurgico consistiu em incisdao da mucosa vaginal de
aproximadamente 1,5cm e divulsdo para implante da tela recoberta de polipropileno
monofilamentar do tipo I, medindo 10x10mm (grupo |) ou nao (grupo Il) pelo gel de PRP .

Apods o implante das telas, a mucosa vaginal foi suturada com fio de Nylon 3.0,
pontos simples, conforme descrito por Rubod et al.*®

Em 15 coelhas implantou-se na mucosa vagina uma tela de polipropileno recoberta
com gel de PRP (grupo |) e nas outras 15 coelhas do grupo controle (grupo Il) a mesma tela
de polipropileno sem recobrimento pelo gel de PRP.

Apods a recuperacao anestésica e estabilizacdo dos animais, estes foram levados ao
biotério da instituicido, em suas gaiolas, onde permaneceram sob condigdes ideais
(temperatura, umidade, luz, alimentacdo), até o momento da eutanasia. A analgesia pés-
operatoria, foi de solugdo de Tramadol 1mg/Kg via oral a cada 6 horas nas primeiras 24hrs.

Também administrou-se antibidtico-profilaxia com Penicilina Benzatina 40.000UI/Kg.

4.5 COLETA DOS ESPECIMES E PREPARO PARA ESTUDO

Apods o periodo de observagao, realizou-se a eutanasia dos animais com dose letal
de anestésico, e estes foram divididos em 3 subgrupos:

Subgrupo A: 5 coelhas do grupo | e 5 coelhas do grupo Il eutanasiadas 7 dias apés o
implante

Subgrupo B: 5 coelhas do grupo | e 5 coelhas do grupo Il eutanasiadas 30 dias apds
o implante

Subgrupo C: 5 coelhas do grupo | e 5 coelhas do grupo |l eutanasiadas 90 dias apds
o implante

Na retirada asséptica, em bloco, da vagina, preservou-se as relacdes anatdbmicas. As
amostras foram depositadas em recipiente contendo formaldeido 10%, no qual
permaneceram por 48 horas. Apos esse periodo, foram transferidas para solugao de alcool
a 70%.

A seguir, as pecgas foram cortadas em retadngulos de 10 mm por 2 mm, inclusas em
parafina para posterior confeccao das laminas. Todo material foi previamente identificado
quanto ao tempo de eutanasia e a presenga ou auséncia do PRP. No Laboratério de

Patologia Clinica do HURNPR foram confeccionados os blocos de parafina e as laminas,
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sendo trés laminas para cada animal, cada uma contendo 3 cortes de pega cirurgica, para
as coloragdes Hematoxilina-Eosina (HE), Picro-sirius e Tricbmio de Masson.

Para a captura, leitura e analise das laminas utilizou-se um microscopio da marca
OLYMPUS BX50, acoplado a uma camera digital 3CCD PRO-SERIES. O programa para
captura e analise de imagens foi o IMAGE PRO-PLUS V. 4.5.1 - CYBERNETICS. Todo
equipamento foi calibrado previamente utilizando uma Iamina micrometrica Olympus em

aumento de 400 vezes. Para a técnica de Picro-sirius se utilizou uma lente de luz polarizada.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do software SPSS 20.0. Os resultados foram
apresentados em mediana e intervalo interquartilico (P75-P25). O processo inicial consistiu
em analisar a hipétese de distribuicdo normal e homogeneidade dos dados empregando o
teste de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Devido a violagcdo da normalidade, os
dados foram tratados com testes n&o paramétricos. Os testes Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis seguido do teste de multiplas comparagbes proposto por Bonferroni foram
empregados nas comparagdes entre os grupos com e sem PRP e nas comparagdes entre o
numero de dias pds-cirurgia. Para todas as analises o nivel de significancia adotado foi de
P<0,05.
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5 RESULTADOS

A tabela 1 apresenta a mediana e o intervalo interquartilico de todos os critérios
avaliados, as células inflamatérias foram contadas por campo, nos demais critérios utilizou-

se Micras? como unidade de medida.

Tabela l- Mediana e Intervalo interquartilico nos diferentes tempos de eutanasia, dos
grupos com e sem PRP para todos os critérios avaliados. Quantificados em
contagem de células por campo (células inflamatérias) e micra? (colageno tipo |,

tipo Il e M.lisa).
7DIAS 30 DIAS 90 DIAS .
SEM PRP COMPRP  SEMPRP COM PRP SEM PRP COM PRP SEM - COM
PRP  PRP

Células
i 500(L00)  300(300) 141,00(17300)% 4,00 (000)* 20,00 (12,00) 19,00 (7,00)
I(I:IO'age”O 2874,01 (2140,42) &gigég) 346384 (1836,11) 384656 (1614,01) 230446 (1383,01)% 8617,72 (16671,74)* 30<90
ICoIageno 3060,48 (1094,56) (2139%:36%6; 2613,64 (4687,18) 254325 (49576) 224762 (4g7,07) 119337 (18101,06)
M. lisa 1552215 (11707,01) (13658259?96) 10216,80 (2361,56) 1508541 (8758,95) 619846 (1562,64)  10734,65 (9259,69)

#P<0,05 Sem PRP x Com PRP teste Mann-whitney; *P<0,05: Comparacéo entre os dias; teste Kruskall-Walis. Mediana e
intervalo interquartilico (P75-P25).

51 RESPOSTA INFLAMATORIA

A presencga de células inflamatérias, como avaliagdo da resposta inflamatdria, esta
demonstrada na figura 3. Constata-se que a quantidade de células inflamatérias nos
primeiros 7 dias nao sofreu elevagao, ja apos 30 dias o grupo com PRP apresentou niveis
significativamente inferiores aos do grupo sem PRP. Apés 90 dias a resposta inflamatéria se

iguala novamente entre os grupos.
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Figura 3a — Demonstragdo dos resultados obtidos para a contagem do numero de células
inflamatérias por campo, nos grupos com e sem PRP nos diferentes tempos do

estudo.
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Figura 3b — Aspecto histologico da reagao inflamatéria com 30 dias de eutanasia no grupo
sem PRP(coloracado HE, objetiva de 20x).
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Figura 3c — Aspecto histolégico da reacao inflamatéria com 30 dias de eutanasia no grupo
com PRP(coloragao HE, objetiva de 20x).
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5.2 COLAGENO TIPO I

A figura 4a demonstra que a concentragdo de colageno imaturo (tipo Ill) ndo variou
entre os tempos de eutanasia no grupo sem PRP. No grupo com PRP este valor apresentou

elevagéo significativa apos 90 dias.

Figura 4a— Apresentagdo da mediana em Micra® para o colageno tipo Il nos diferentes
tempos de eutanasia para os grupos com e sem PRP.
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*P<0,05 Sem PRP x Com PRP teste Mann-whitney. Mediana e intervalo interquartilico (P75-P25)
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Figura 4b — Aspecto histoldgico do colageno tipo Il com 90 dias de eutanasia no grupo com
PRP (Coloragao Picrosirius, objetiva 20x)
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Figura 4c — Aspecto histoldgico do colageno tipo Il com 90 dias de eutanasia no grupo sem
PRP (Coloragao Picrosirius, objetiva 20x).
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5.3 COLAGENO TIPO |

Quando se avalia a concentracao de colageno maduro (tipo I), se observa a auséncia
de diferenga entre os valores tanto nos grupos com PR quanto nos sem PRP. Esses valores

nao se alteram também nos diferentes tempos de eutanasia. (figura. 5a).
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Figura 5a — Apresentagdo da mediana em Micra®? para o colageno tipo | nos diferentes
tempos de eutanasia para os grupos com e sem PRP.
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Figura 5b — Aspecto histolégico do colageno tipo | com 90 dias de eutanasia no grupo sem
PRP (Coloragéao Picrosirius, objetiva 20x).
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Figura 5¢c — Aspecto histolégico do colageno tipo | com 90 dias de eutanasia no grupo com
PRP (Coloragao Picrosirius, objetiva 20x).

54 MUSCULATURA LISA

A Figura 6a demonstra um discreto aumento da area de musculatura lisa na técnica
de Tricbmio de Masson, porém esta elevagdo nao foi suficiente para uma diferencga
significante entre todos os grupos e subgrupos.

Figura 6a — Apresentagdo da mediana em Micra > da area de musculatura lisa. nos

diferentes tempos de eutanasia para os grupos com e sem PRP.
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Figura 6b — Aspecto histolégico da musculatura lisa com 07 dias de eutanasia no grupo
com PRP (Coloragao Tricbmio de Masson, objetiva 20x).

Figura 6c — Aspecto histolégico da musculatura lisa com 07 dias de eutanasia no grupo
sem PRP (Coloragdo Tricomio de Masson, objetiva 20x).




31

6 DISCUSSAO

Neste estudo se avaliou a resposta inflamatéria aguda e o processo de reparo de
feridas induzido por um corpo estranho (tela) na presenga ou auséncia do PRP através da
contagem de células inflamatdrias e da concentragao de colagenos tipo | e lll.

Para ocorrer o reparo de qualquer ferida € necessario um processo inflamatério, uma
complexa interagao celular, molecular e bioquimica. Em conjunto a este fendmeno se inicia
a cascata de coagulacdo onde as plaquetas, com papel fundamental neste processo,
secretam granulos responsaveis pela liberagdo de fatores de crescimento, responsavel pela
atracdo de neutrdfilos para o local da agressdo™.

Conforme observado no presente estudo, a reacao inflamatéria aguda ocorreu nos
grupos com e sem PRP de maneira similar nas coelhas eutanasiadas com 7 dias apds a
lesdo tecidual, sugerindo que o uso do PRP nao interferiu no processo inflamatério inicial.
Gerullis et al. em um estudo em animais concluiu que o uso do plasma sobre telas de
diversos materiais ndo influenciou a reagao inflamatdria precoce, mas sim os processos
inflamatérios de médio e longo prazo®.

Nas coelhas eutanasiadas com 30 dias foi constatada uma diferenca significativa de
células inflamatérias entre os grupos com e sem PRP. O grupo com PRP apresentou uma
importante redugao de células inflamatdrias, comparado ao grupo sem PRP, sugerindo que
o PRP abreviou o tempo de resposta inflamatéria aguda, conduzindo o processo de reparo
tecidual para fase proliferativa precocemente. Também nas coelhas eutanasiadas apos 90
dias pertencentes ao grupo com PRP houve um aumento significativo das fibras de
colageno tipo lll, colageno imaturo, o primeiro a ser produzido na presenca de células
inflamatérias®.

A matriz extracelular € uma formagcdo complexa de ligagcbes entre proteinas e
inumeras outras macromoléculas, sendo o colageno seu principal componente, com papel
fundamental na resisténcia tecidual e integragdo com os demais tecidos, sendo essencial no
processo cicatricial. Desta maneira a elevagao do colageno durante o processo de reparo de
ferida ocorre em condigdes fisioldgicas, independente do uso do PRP?".

Tecidos saudaveis contém porcentagens de colageno tipo | e tipo Ill de 80% e 20%
respectivamente, porém esta proporgéo no tecido de granulagcio se altera, chegando a 30 a
40% do colageno tipo Ill, mesmo apés 1 ano este colageno ainda € menos organizado do
que no tecido sdo, sua forca tensil se reduz, atingindo 80% apds 90 dias*’. O processo de
reparo de feridas e reacdo de corpo estranho ja esta estabelecida 90 dias apés a leséo
tecidual e estudos com seguimento destas feridas por até 2 anos ndo observaram

alteragées significativas na les&o®2.
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O colageno tipo lll € produzido em maior quantidade na fase inicial da formagao da
matriz extracelular e é gradualmente substituido pelo colageno tipo I, responsavel pela forga
tensil do tecido®'. O colageno tipo Il elevado com 90 dias de eutanasia sugere que a ferida
mesmo macroscopicamente cicatrizada ainda encontra-se em processo de remodelagao®’.
Young et al. (2011) menciona que o tecido cicatricial pode levar ate 2 anos para ter um
epitélio mais préximo possivel ao tecido sd0>°.

Quando estudadas as fibras de colageno maduras, do tipo |, colageno responsavel
pela organizagdo celular e incorporacdo da tela (corpo estranho) ndo se observou
significancia estatistica entre os grupos com e sem PRP e nos diferentes tempos de
eutanasia.

Souza et al. (2014) estudou o uso do PRP na cicatrizagao de feridas em equinos,
observando um aumento da expressao génica dos colagenos tipo | e lll, entretanto este
aumento n&o resultou em uma cicatrizagéo precoce®”.

Varias limitagcbes devem ser consideradas a respeito deste estudo. Como em
qualquer estudo em animais, a extrapolacdo dos resultados para a pratica clinica deve ser
cuidadosa.

A coelha é considerada um bom modelo animal para implantes vaginais, ainda que
nao seja primata ou de grande porte. A vagina de coelhas tem duas por¢des, a interna é
mais similar a histologia de um intestino delgado, contudo a porgdo mais larga da parede
anterior da porcado vaginal externa a fazem um bom modelo para estudos de
histocompatibilidade .

A resposta inflamatéria e de reparo vai muito além do tipo de tela a ser implantada,
cada tecido e local de implante responde de maneira distinta a agressao sofrida, implantes
abdominais, por exemplo, ocorrem em ambiente estéril, com o processo de biomecanica
completamente diferente dos implantes em vagina, este sendo um ambiente potencialmente
contaminado. Culligan et al. durante histerectomias vaginais encontrou taxas de 52% e 25%
de pacientes com mais de 5 mil colénias de bactérias, 30 e 150 minutos apds preparo
cirargico®.

O processo de cicatrizagdo da parede abdominal cursa de maneira similar ao
vaginal, com um processo inflamatério agudo, evoluindo para crénico, proliferacdo de
fibroblastos, neovascularizagdo e progressiva reepitelizagdo com depdsito de colageno.
Porém na lesdo em parede abdominal apds 4 a 7 dias do trauma ocorre o surgimento de
uma crosta de fibrina, que assume o papel de curativo oclusivo desta lesdo, processo que

ndo ocorre nas lesdes em mucosa vaginal®’

que apesar de nao exposta ao ambiente
externo, o que teoricamente a faria menos exposta a infecgdes, é considerada um ambiente

contaminado pela presenca de uma flora prépria.
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Assim, a utilizacdo de coelhas e o implante na mucosa vaginal sdo pontos
importantes em nosso estudo. Entretanto também ja conhecido que uma mucosa vaginal
atrofica consequente a hipoestrogenia € muito menos receptiva ao implante de telas,
elevando as taxas de complicagdes. Da mesma forma a reposicao pds-operatéria de
estrogeno por 8 semanas em coelhas aumentou a deposi¢cdo de colageno no sitio de
implante de telas vaginais®®.

Outra questdo a ser observada é o intervalo entre as eutanasias, a reagao
inflamatéria inicia-se imediatamente apds a lesédo, sendo os neutrofilos as primeiras células
a chegarem a ferida com concentragdo maxima em 24 hrs, gradativamente estes neutréfilos
sa0 substituidos por macréfagos e posteriormente por fibroblastos*®, com a eutanasia apds 7
dias este fendbmeno nao foi observado, talvez por isto ndo observamos alteracbes
significativas neste tempo de eutanasia nos grupos com e sem PRP. Todavia a persisténcia
de células inflamatérias em valores elevados aos 30 dias, no grupo sem PRP nos sugere
que o processo inflamatério ndo cursou de maneira fisioldgica.

Devemos mencionar também a falta de padrédo para a obtencdo do PRP e para a
definicdo de PRP na literatura. Marx et al.** em um White Paper afirmaram que um protocolo
de dupla centrifugacdo é essencial para que se possa, verdadeiramente, concentrar as
plaquetas durante o preparo do PRP. Por outro lado, Anitua*® preconiza um protocolo de
Unica centrifugacdo, embora a concentragdo de plaquetas obtida com esse procedimento
nao tenha sido demonstrada. Grandes variagdes nas concentragdes de plaquetas sao
encontradas nos protocolos de Unica centrifugacdo. Nossas coletas de controle do nimero
de plaquetas apresentaram indices de elevagao das plaquetas em torno de 300%, valores
que podem ser considerados de elevagdo moderada, porém dentro das margens
consideradas pelas definicdes existentes para PRP***.

Alguns estudos procuraram analisar a efetividade do PRP no sentido de potencializar
0 reparo, relacionando os resultados obtidos com as varias concentragbes de plaquetas
empregadas. Resultados tém mostrado que a efetividade do PRP pode seguir padrao
concentragdo-dependente, ou seja, concentragdes muito altas teriam efeito prejudicial *.

Os resultados deste estudo sugerem um processo de reparo de feridas mais efetivo,
ja que o PRP tornou a resposta inflamatéria até os 30 dias menos intensa, estimulando
precocemente o processo de reparo e cicatrizacdo. Ainda sao necessarios estudos com o
uso do PRP em implantes de telas em vaginas de coelhas ooforectomizadas, idosas, ou
mesmo que pariram, e comparar esses resultados com os deste corrente estudo, antes de

se justificar o uso na pratica clinica.
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7 CONCLUSAO

Nao houve alteracéo na resposta inflamatéria aguda (7 dias) com o uso do PRP.

A contagem de células inflamatérias que aumentou significativamente no grupo sem
o PRP apds 30 dias, nao se elevou no grupo com PRP, indicando uma redug¢ao da resposta
inflamatdria.

Houve aumento significativo de colageno tipo Ill apés 90 dias do estudo, aumento
este que ndo se manteve no colageno tipo I.

Nao houve alteragédo na proliferagdo de musculatura lisa nos grupos com e sem PRP

nos diferentes tempos de eutanasia.
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ANEXO 1
Aprovagao pelo Comité de Etica no uso de Animais - CEUA/UEL

Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N °118/2013 Londrina, 01 de Julho de 2013.

Prezado Pesquisador,

A CEUAJ/UEL reunida em 25 de Junho de 2013 avaliou o projeto de pesquisa intitulado -
“Analise imunohistoquimica do efeito do uso de plasma rico em plaquetas (PRP) na integragéc
de telas de polipropileno”, processo CEUA n° 12071.2013.21, pesquisa do Centro de Ciéncias da
Satide de sua responsabilidade. Esclarecidos os aspectos metodologicos solicitados o projeto est3
aprovado para execugdo entendendo-se que os principios éticos postulados pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacio Animal estio respeitados.

Serao utilizados 30 coelhos fémeas, da linhagem White New Zealand, com idade de 6 meses
e peso de 2 kg provenientes de Biotério. O projeto tem como objetivo estudar o efeito da impregnacao
com gel contendo plasma rico em plaquetas na integracéo de telas de polipropileno monofilolamentar
implantadas no tecido subcutdneo de coelhos. Para isto os coelhos serfo submetidos a
procedimentos pré-operatorio compativeis ao procedimento cirirgico ao qual seréo submetidos, nos
quais serdo anestesiados com Hypnol administrado através da veia caudal. Apds anestesia os
coelhos serdo submetidos a duas incisGes transversais na regido inferior do abdémen sendo uma a
direita e outra a esquerda. A avaliagio anatomopatoldgica sera realizada e em seguida os animais
serao eutanasiados e divididos da seguinte forma: G1) 10 coelhos serdo eutanasiados no 7° dia apos
a implantacéo das telas. G2) 10 coelhos serdo eutanasiados no 30° dia apos o implante das telas.
G23) 10 coelhos serfo eutanasiados 90 dias apds o implante das telas. A retirada da parede
abdominal sera de forma asséptica, e de maneira a preservar as relagbes anatdmicas entre epiderme,
derme e tecido subcutaneo, procurando evitar sinais de eritema, necrose e tumefagao. O projeto esta
previsto para ser desenvolvido em 4 meses ap6s aprovagao.

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteracGes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter o novo protocolo & apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente a execucao
das modificagdes. Sem mais para 0 momento, subscrevo-me. Cordialmente,

a

g Y 2 7 3 qn > i i
Ul i cean Cf Uty \uwu BN
Prof. Dr. Waidiceu Aparecido Verri Jynior
Coordenador da CEUA/UEL
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