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AVILA, Oscar R. Resposta histoldgica ao uso de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) sobre
telas de polipropileno implantadas em coelhas. 2015. 42 f. Dissertacdo de Mestrado (P0s-
Graduacdo em Ciéncias da Saude) — Universidade Estadual de Londrina, 2015.

Resumo

Introducgéo: O plasma rico em plaquetas (PRP) faz parte de um conjunto de biotecnologias
desenvolvidas para o emprego na bioengenharia tecidual, fornecendo uma série de fatores de
crescimento que favorecem o reparo de diferentes tecidos. As telas de polipropileno séo
utilizadas na correcdo de defeitos da parede abdominal, do assoalho peélvico e na
incontinéncia urinaria de esforco (IUE), entretanto apresenta taxas significativas de
complicacdes, provavelmente decorrente de uma resposta inflamatéria inadequada. Objetivo:
Investigar as alteragcOes provocadas pelo PRP quando associado ao implante de telas de
polipropileno em abdome de coelhas, na producdo de colageno tipo I e tipo Ill, no infiltrado
inflamatorio e na produgdo do tecido muscular. Métodos: Realizaram-se implantes
abdominais de telas de polipropileno com e sem PRP em coelhas adultas (n=30) e eutanasia
com 7, 30 e 90 dias. Foram confeccionadas 2 laminas para cada animal e analisadas em cinco
diferentes campos de cada lamina por cada uma das técnicas de coloragdo. O infiltrado
inflamatorio foi avaliado pela quantificacdo de células inflamatdrias usando coloracdo por
hematoxilina-eosina, a deposicdo do colageno pela técnica de Picro-Sirius e o tricomio de
Masson foi usado para avaliar estruturas musculares. Analisou-se os resultados com os testes
de Wilcoxon, Kruskal-Wallis, Junckheere e Friedmann. Resultados: Houve diferenca
significativa do aumento do namero de células inflamatérias no grupo com PRP se comparado
com o grupo sem PRP (p=0,01) aos 90 dias. Ocorreram produ¢fes aumentadas de colageno
tipo 1, tipo Il e total com o uso do PRP, aos 7 dias. N&o houve alteragdo na andlise de
estruturas musculares. Conclusdo: O revestimento de tela de polipropileno com PRP
associou-se com aumento de leucdcitos no local do implante, e com tendéncia de incremento
no decorrer do processo de reparacdo tecidual. O revestimento de tela de polipropileno com
PRP associou-se com aumento da concentragdo de coldgeno tipo | e colageno tipo Ill, sendo a
concentracdo de colageno total aumentada apds 7 dias do implante. O revestimento de tela de
polipropileno com PRP n&o se associou com alteracdo da area do tecido muscular adjacente
ao implante.

Palavras-chave: Colageno. Inflamacdo. Coelho. Plaquetas. Tela. Plasma rico em plaquetas.
PRP



Avila, Oscar R. Effect of Platelet-Rich Plasma in polypropylene mesh-induced
histological alterations in rabbits. 2015. 42 p. Pol . MSc thesis (post-graduation in Health
Sciences) — State University of Londrina. Londrina, 2015.

ABSTRACT

Introduction: The platelet-rich plasma is part of a set of biotechnologies developed for
employment in tissue engineering, providing a number of growth factors that promote repair
of different tissues. The polypropylene meshes are applied in correction of abdominal wall
defects, pelvic floor and urinary incontinence (SUI), however, they induce many significant
complications, possibly as a result of an inappropriate inflammatory response. Objective: To
investigate the changes caused by PRP when associated with the implantation of
polypropylene meshes in the abdominal female rabbits, in production of collagen type I and
I11, in the inflammatory infiltrate and in production of muscle tissue. Methods: We performed
abdominal implant meshes with and without PRP in adult rabbits ( n = 30 ) and euthanasia at
7, 30 and 90 days. Two plates were prepared for each animal and analyzed in five different
fields of each slide by each staining techniques. The inflammatory infiltrate was evaluated by
quantification of inflammatory cells using hematoxylin - eosin, deposition of collagen by
Sirius red method and trichrome Masson was used to evaluate muscular structures. The results
were analyzed applying the Wilcoxon test, Kruskal- Wallis, Junckheere and Friedmann.
Results: There was a significant difference in the increase in the number of inflammatory
cells between the groups with and without PRP (p = 0.01) at 90 days. There were increased
production of collagen type I and type 111 and complete with the use of PRP, at 7 days. There
was no change in the analysis of muscle structures. Conclusion: The polypropylene mesh
coating with PRP was associated with increased leukocyte at the implant area, and an increase
trend during the process of tissue repair. The polypropylene mesh coated with PRP was
associated with increased concentration of collagen type | and collagen type Ill, the
concentration of total collagen increased after 7 days of implantation. The polypropylene
mesh coated with PRP was not associated with changes in the muscle tissue adjacent to the
implant area.

Key words: Collagen. Inflammatory. Rabbit. Platelet. Mesh. Platelet-rich plasma. PRP
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1. INTRODUCAO

Desde 1958 se realiza o reparo dos defeitos da parede abdominal associando o
uso de telas, na tentativa de diminuir a sua recorréncia (1). Diferentemente das suturas
convencionais, a correcdo dos defeitos da parede abdominal com o uso de telas diminui a taxa
de recorréncia e promove um retorno precoce as atividades habituais (2,3).

Lichtenstein et al no final da década de 80, aprimoraram e descreveram o
método para o implante de tela livre de tensdo, chamado “tension free” (4). Neste método o
implante de uma tela larga e sem tensdo foi o suficiente para manter o resultado quanto a
correcao da doenca, porém com diminuicao das queixas de dor e retracao local.

Desde entdo telas sintéticas de diferentes composicGes e arranjos vém sendo
largamente utilizadas em reparo de hérnias e em uroginecologia (5,6). A relacdo entre as
diferentes propriedades das telas e a reacdo inflamatdria causada por estes materiais ja foram
estudados em outros trabalhos e sera discutida mais adiante (7).

A implantacdo de um material exdgeno, como uma tela, causa uma resposta
inflamatdria aguda, seguida por reacdo do tipo corpo estranho que resulta em uma extensa
area de fibrose local (8,9) levando a formacdo de uma capsula fibrosa, mesmo se decorrido
anos apos a sua implantagdo (10).

A resposta do hospedeiro ao implante se relaciona ao tipo de material usado e é
sabido que a faixa autdloga produz menos inflamacao e coldgeno (11). A resposta bioldgica dos
tecidos ao corpo estranho depende muito do material e da conformacgdo da faixa (12). A
literatura aceita que as telas monofilamentares de polipropileno com poros largos induzem a
menos complicagbes (13).

O reparo de hérnias abdominais, as correcdes de prolapsos pélvicos e as
corregdes de incontinéncia urindria com uso de tela representam numericamente o maior
grupo de implantes na medicina moderna com cerca de 1 milhdo de cirurgias realizadas em
todo o mundo (14). Isso se deve a varios fatores como o baixo custo, manuseio facil, a extensa
incorporagdo pelos tecidos e sua ndo biodegradagdo (15). Apesar disto, ainda ha poucos
estudos randomizados e controlados para avaliar a acdo de substancias bioativas que atuem
juntamente com estas telas durante a incorporagao ao tecido receptor.

Outro uso bastante frequente ocorre na uroginecologia para o tratamento da
incontinéncia urindria, especialmente nos casos de incontinéncia urinaria de estresse com
altas taxas de sucesso e poucos efeitos colaterais (16). Telas também foram introduzidas no
tratamento de prolapsos genitais como um método efetivo comparado aos altos indices de
recorréncia das técnicas de colporrafias tradicionais sitio-especificas (17).

Resultados adversos com relagdo ao implante uroginecoldgico tais como extrusdo
vaginal, erosdo de 6rgdos adjacentes como o intestino, uretra e bexiga e aderéncias podem
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estar relacionados a alguma anormalidade durante o processo de cicatrizagdo (18). Uma
revisdo sistematica de Abed et al. (19) demonstra que das 200.000 mulheres que sdo
submetidas a cirurgias do assoalho pélvico anualmente nos EUA, 29% sao reoperagdes de
cirurgias reparadoras com uso de telas. O FDA (United States Food and Administration) e NICE
(UK’s National Institute for Health and Clinical Excellence) anunciaram medidas de
esclarecimento preventiva com relagao ao uso de telas sintéticas em cirurgia vaginal ou pélvica
devido a auséncia de evidéncias nivel 1 que apoiem o seu uso segundo parametros de
seguranga e eficacia (20).

Ainda segundo esta mesma revisdo, a erosao causada apds o implante geralmente
se manifesta clinicamente apds 6 semanas até 12 meses e tem uma incidéncia de 10,3% e
geralmente se associa a alguns fatores de risco como: histerectomia concomitante, idade,
experiéncia do cirurgido, tabagismo e diabetes. A retracdo do tecido adjacente e formacao de
granuloma ocorrem em 7,8% dos casos e sdo relatadas geralmente em 8 semanas apds a
cirurgia. J4 os casos de dispareunia surgem em 9,1% dos casos e na maioria das vezes estdo
associados a reparo posterior do assoalho e erosdo da faixa. Esses dados demonstram
claramente a necessidade de aprimoramento de técnicas e materiais para os implantes de
telas.

De fato, um grande numero de diferentes materiais sintéticos vem sendo
pesquisados para uso em procedimentos cirdrgicos utilizando telas, na tentativa de melhorar a
resposta em longo prazo. Como consequéncia, algumas estratégias tém sido colocadas em
pratica para melhorar a integragdo implante-tecido (21). Uma delas é o estudo da reacdo
inflamatdria causada pelo implante e, a partir desses resultados, desenvolver métodos para
melhorar a hospedagem do implante.

Substancias bioativas que atuam na inflamacdo e que aceleram o processo de
reparo foram testadas em diversos tipos de protocolos (22,23). Cobertura de telas de
polipropileno com coldgeno gel altamente purificado mostrou uma diminui¢do da intensidade
do processo inflamatdério e promoveu um aumento na aderéncia da tela ao tecido (24), outro
estudo avaliou a resposta inflamatdria e a deposicdo de coldgeno quando usado éxido nitrico
recobrindo telas e demonstrou diminuicao rea¢do dos fibroblastos sem alterar o processo
inflamatério agudo (25). Outros tipos de materiais foram utilizados na confec¢do de telas e
sdo também citados tais como o pericardio bovino e a submucosa intestinal suina (26). O
titanio como cobertura em telas também foi usado, porém sua resposta em tecido humano
nao foi extensamente estudada, sendo ainda incerto se este tipo de cobertura oferece alguma
vantagem (27). Nanoparticulas de ouro ligadas a telas de polipropileno foram também
utilizadas objetivando uma diminuicao da reag¢do de oxidag¢do e consequente melhora dos
resultados e demonstrou um aumento da celularidade sem efeitos adversos estruturais (28).

A busca por telas que causem menores eventos adversos ou indesejados e que
apresentem uma resposta tecidual adequada com bons resultados clinicos é uma constante
para a bioengenharia, sejam essas telas compostas de material simples ou complexo. Neste
contexto que a avaliagdo constante dos processos que envolvem a interacgdo tela hospedeiro
se justifica, visto ser um terreno ainda a desvendar. Nessa linha de pensamento podemos usar
produtos exdgenos (resinas, colas bioldgicas) ou enddgenos (éxido nitrico, PRP) e avaliar a sua
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resposta. Porém ha poucos estudos publicados que avaliem esta relagdo em implantes
abdominais, especialmente se associados ao PRP. Alguns marcadores ja foram estudados,
como é o caso da proteina-C reativa (PCR) e da interleucina-6 (IL-6), que se mostraram
aumentados quando associados ao uso de telas de polipropileno (29,30), porém estes estudos
nao apresentavam associa¢ao ao PRP.

O plasma rico em plaquetas é definido como uma amostra de plasma com
concentracdo superior de plaquetas e fatores associados a coagulacdo quando comparada a
uma amostra normalmente encontrada no sangue de um individuo sem esse processamento
(31). Nao existe um consenso a partir de qual a concentragdao minima de plaquetas poderemos
classificar o derivado como PRP ou mesmo qual a concentragdo adequada de plaquetas. Em
geral a resposta celular ocorre quando a contagem de plaquetas atinge valores de duas a trés
vezes o valor basal (32). Outra questdo ainda sem resposta é sobre o protocolo ideal para a
producao do PRP, atualmente existem inumeros protocolos descritos, porém nenhum deles é
reconhecido como padrdo, existem desde protocolos com “kits” comerciais e custos
dispendiosos até protocolos realizados “in house” com custos muito inferiores (33).

A introducdo do PRP como uma nova biotecnologia com possiveis efeitos
terapéuticos deu-se a partir de estudos realizados por Marx et al. em 1998 (34,35), quando
propds introduzir estudos com PRP e explorar seu potencial. Posteriormente o interesse clinico
do PRP como biomaterial aumentou devido sua capacidade de conduzir ao reparo em
diferentes tecidos (36,37,38).

Desde meados dos anos 80 surgiram trabalhos utilizando o PRP no tratamento de
feridas (39,40), sempre usando a variedade autéloga em forma de gel. Desde entdo este uso
no tratamento de feridas cutdneas agudas e cronicas tomou impulso consistente (41) devido
aos resultados justificando o seu uso devido aos multiplos fatores de crescimento e proteinas
plasmaticas contidas no gel. O potencial efeito do PRP é atribuido a capacidade de promover a
regeneracdo de tecidos através da liberagdo de fatores de crescimento (FC) presente nos alfa-
granulos plaquetdrios. Estes granulos liberam os fatores de crescimento logo apds a formacgao
do coagulo (42) e as proteinas contidas nestes granulos alfa possuem uma forte influéncia nos
fenbmenos reparatérios das feridas. Entre outras proteinas encontram-se: PDGF (“platelet
derived growth factor”) quimiotatico de macréfagos, TGF-Beta (“transforming growth factor”)
e IGF (“insulin-like growth factor”) também exercem acdo quimiotatica, mitogénica e
angiogénica sobre as células, induzindo a sintese de coldgeno. Algumas proteinas liberadas
pelas plaquetas encontram-se ausentes nas feridas cronicas, evidenciando o papel dessas
substancias na reparacdo tecidual (43). As plaguetas comegam a secretar essas substancias em
aproximadamente 10 minutos apds a formagao do codgulo. Apds uma hora, mais de 95% dos
fatores de crescimento foram liberados (44) sintetizando essas proteinas por mais 5 a 10 dias,
apos este periodo os macréfagos passam a regular a reparacdo tecidual e liberar seus préprios
fatores.

O resultado em multiplos estudos sobre a eficicia do PRP em variadas
especialidades tem sido publicado. Estes estudos relatam uma melhora na cicatrizagao,
diminui¢do dos indices de infec¢do, menor incidéncia de fistulas e hemorragias (45,46). Estudo
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em feridas crénicas de pacientes diabéticos apds a aplicagdo tdpica de PRP demonstrou que
sua utilizacdo é mais efetiva que os métodos padrao para feridas profundas (47).

Em levantamento feito junto a database PubMed considerando as publicacbes
literarias em lingua inglesa entre os anos de 2000 e 2014 foram encontrados 83 estudos,
destes 26 eram estudos randomizados, 14 eram estudos comparativos, 29 eram série de casos
e 14 eram relatos de casos. Selecionamos entdo 40 estudos, aqueles randomizados e os
comparativos, e estes estudos mostraram resultados favoraveis ao uso de PRP em 16 deles, os
outros 24 mostraram-se sem qualquer alteracdo ou inconclusivos. Apesar de ainda nao
existirem estudos consistentes para o uso do gel de PRP associado ao uso de telas, dados
preliminares em varias especialidades cirdrgicas indicam que o gel autdlogo de PRP além de
favorecer uma rapida cicatrizagdo promove o aumento na producdo de colageno. Assim, seria
possivel que o PRP também estimulasse a producdo de colageno na matriz extracelular,
melhorando o indice de sucesso com o uso de telas em reparo de defeitos em parede
abdominal anterior, em uroginecologia ou ainda em hérnias lombares.

O uso de PRP para fixacdo de tela abdominal ja foi descrito por Zieren et al e
Sclafani et al observando uma aceleracdo no processo de cicatrizacdo apds o uso de PRP em
herniorrafias sintéticas. Recentemente nova forma de utilizacdo surgiu com o uso
laparoscépico ou endoscépico para promover diminuicdo da incidéncia de fistulas, hemorragia
e infeccdo apds anastomoses gastrointestinais (48). Outros usos inovadores do PRP podem ser
encontrados na literatura principalmente na area de ortopedia e odontologia.

Por outro lado, Einarsson et al (49) em um estudo clinico com pequeno nimero
de pacientes submetidos a correcdo de prolapso vaginal anterior associado ao uso intra-
operatdrio de gel de PRP, ndo demonstraram melhora na producdo do coldgeno aos 3 meses e
nos indices de re-operacdao com 10 meses de acompanhamento.
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2. JUSTIFICATIVA

Escolhemos o PRP para o estudo da aceleracdo do processo de reparo, por ser
uma fonte de diversos fatores de crescimento, ja largamente utilizada em outras areas
cirdrgicas (dermatologia, ortopedia, odontologia, etc) com bons resultados. Também o PRP é
de facil obtencdao, com grande potencial de utilizacdo sem adicdo de novas tecnologias e
consequentemente custos.

Ainda que existam pesquisas associando PRP com telas de polipropileno, um
estudo mais detalhado dessa associacdo pode permitir a selecdo dos possiveis fatores de
crescimento mais favoraveis a uma adequada integracao tela-hospedeiro. J4 que os trabalhos
existentes ndo avaliam as alteracdes induzidas pelo PRP no tecido e no decorrer do tempo.

3. OBIJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar o efeito da impregnacdo do gel de PRP na integracdo de telas de
polipropileno monofilamentar implantadas no tecido subcutaneo abdominal de coelhas
adultas.

Objetivos Especificos

Estudar as caracteristicas da reacdo inflamatéria induzida por telas de
polipropileno recobertas por PRP implantadas no tecido subcutdneo de coelhas adultas,
através da contagem de células do infiltrado inflamatério no sitio de implantacao.

Estudar as alteragdes na produgdo do coldgeno tipo |, tipo Ill e total, induzidas por
telas de polipropileno recobertas por PRP implantadas no tecido subcutdneo de coelhas
adultas, através da microscopia dptica com luz polarizada na coloragdo de Picro-Sirius.

Estudar as alteragdes na formagdo de tecido muscular induzidas por telas de
polipropileno recobertas por PRP implantadas no tecido subcutdneo de coelhas adultas,
através da densidade de fibras musculares em microscopia éptica na coloracdo de Tricomio de
Masson.
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4. MATERIAIS E METODOS

O projeto recebeu aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Londrina em 01/07/2013 (CEUA 12071.2013.21)

4.1 Delineamento

Estudo experimental, onde a escolha do coelho ocorreu pela necessidade de
obter quantidade suficiente de sangue para a producao de PRP. Também o coelho é um animal
muito usado para estudos de biocompatibilidade. A opcdo por fémeas foi para reproduzir a
pratica clinica, j& que em mulheres com incontinéncia urinaria ou prolapso genital
frequentemente se utiliza esta tela.

4.2 Animais

A amostra de trinta coelhas adultas da raca White New Zealand, fornecidas pela
Universidade Estadual de Maringa — UEM. Tais animais foram observados por trinta dias,
anteriormente ao inicio do estudo, afim de excluir doengas proprias desta espécie e
permaneceram no biotério do Hospital Universitario Regional do Norte do Parana, alojadas
individualmente em gaiolas, sob condi¢Ges ideais de temperatura, umidade e luz, sendo
alimentadas com racdo e agua. Os espécimes foram adquiridos com 6 meses de vida e
pesaram na data do implante entre 2.800 e 4.000 grs (média de 3.350 grs).

4.3 Grupo de animais

As trinta coelhas foram separadas em dois grupos iguais de quinze individuos
escolhidos por sorteio. Foi implantada, na parede abdominal, na interface entre a hipoderme
e a fascia anterior da musculatura abdominal uma tela de polipropileno monofilamentar
medindo 10 x 10 mm com poros de 1500 micra recoberta com gel de PRP (grupo |) e as outras
15 coelhas (grupo Il) receberam a tela no mesmo local, porém sem o gel de PRP.

4.4 Técnica para o preparo do PRP

Para a obtencdo do PRP utilizou-se o protocolo para humanos descrito por Anitua
et al, citado por Macedo et al (50).

Utilizando-se técnica asséptica e uma seringa com capacidade para 10 ml, fez-se a
aspiracdo de 1 ml de anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e
posteriormente aspirou-se mais 5 ml de sangue total através de puncdo cardiaca subesternal
transferindo toda a solugdo para um tubo de ensaio. A amostra foi gentilmente agitada para
homogeneizar as solugdes e entdo colocadas na centrifuga por 10 minutos usando uma
velocidade de 1200 rpm a 24°C.

Apds a primeira centrifugacdo a amostra de sangue ficou separada em diferentes
fases: a fase inferior representada pelas hemacias, fase intermedidria representada por uma
fase esbranquicada também referida como “zona de névoa” (ZN) que contém plaquetas e
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leucdcitos, e a fase superior que representa o plasma. As fracGes correspondentes a ZN um
pouco de plasma, juntamente com uma pequena fracdo de hemadcias foram aspiradas com
pipeta e transferidas para 2 tubos “eppendorf”. O restante do material foi desprezado.

Os tubos de “eppendorf” foram levados novamente para centrifugacao, agora por
10 minutos a 2000 rpm e a 24°C. Com o uso de agulha e seringa foi retirado 1 ml do volume
superior do frasco e imediatamente adicionado 1,0 ml de gluconato de calcio 10%. Realizado
homogeneizacdo. Colocado em banho-maria, a 37°C por 5 minutos, obtendo-se o gel. Apds a
formacdo do gel o material foi levado ao biotério nos tubos vedados e implantado sobre as
telas.

Durante a elaborag¢do do PRP um bioquimico do laboratdrio de pds-graduacdo que
ndo tinha conhecimento do trabalho realizou a contagem de plaquetas através da coleta
adicional de uma amostra colhida em 2 animais a cada grupo de cinco individuos, também
escolhidos por sorteio. Os resultados mostraram o aumento da concentracdo do PRP em
aproximadamente trés vezes a encontrada antes da preparagao.

4.5 Cirurgia de Implante

Os espécimes foram anestesiados com Xylasina e Quetamina intramuscular e
deixados em observacgdo até o efeito da medicacdo ser observado. Apds a coleta de sangue
para obtencdo do PRP, realizou-se uma incisdo transversa na regido inferior do abdémen. Os
tecidos foram entdo dissecados para o implante da tela sobre a fascia da musculatura
abdominal; no grupo | esta tela foi recoberta pelo gel de PRP e no grupo Il (controle) foi
implantada somente a tela, de forma padronizada em todos os animais. Apds o implante a
pele foi suturada com fio de nylon 4.0, tomou-se o cuidado de evitar que a tela ficasse em
contato direto com a sutura da pele. Ainda anestesiadas cada coelha recebia uma dose de
penicilina benzatina 40.000Ul/kg intramuscular, que foi o antibidtico escolhido pelo médico
veterinario do biotério.

Apds o procedimento cirurgico, e apds a recuperagdo da anestesia, as coelhas
foram levadas ao biotério da instituicdo, em suas gaiolas, onde permaneceram em condi¢oes
ideais (temperatura, umidade, luz, alimentacdo) até o momento da eutandsia. A analgesia pos-
operatdria foi realizada com solucdo de Tramadol 1mg/Kg via oral a cada 6 horas.

Os animais foram divididos em grupos:

Subgrupo 1: 05 coelhas do grupo | e 5 coelhas do grupo I, eutanasia aos 07 dias
apods o implante das telas

Subgrupo 2: 05 coelhas do grupo | e 5 coelhas do grupo I, eutanasia aos 30 dias
apds o implante das telas

Subgrupo 3: 05 coelhas do grupo | e 5 coelhas do grupo I, eutanasia aos 90 dias
apds o implante das telas
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4.6 Processamento das amostras

Os animais foram novamente anestesiados com quetamina e xylasina, como
realizado no ato do implante das telas. Somente apds o efeito dos medicamentos é que foi
possivel submeter cada animal a eutanasia. Logo apds foi retirada, em bloco, da parede
abdominal, de forma asséptica. Preservaram-se as relacdes anatOmicas entre as diversas
camadas. Foi realizada a andlise macroscépica do tecido, procurando-se evidenciar sinais de
eritema, necrose, tumefacao e cole¢des. Nao houve infeccdo na ferida ou sinais de extrusao da
tela. Em seguida, as amostras de tecido tiveram suas extremidades fixadas, com alfinetes, em
placas de material (plastico) rigido, de forma a impedir retracdes e dobras durante a fixagdo e
desidratacdo do material.

A fixacdo tecidual foi realizada depositando-se as amostras em recipiente
contendo formaldeido 10%, no qual permaneceram por 48 horas. A seguir, as regiées com os
implantes foram identificadas e separadas, de forma a se obter retangulos de 10 mm por 10
mm. Cada fragmento quadrangular foi cortado em retangulos menores, de 10 mm por 2 mm.
Estes fragmentos menores foram depositados em caixetas plasticas apropriadas para a
inclusdo em parafina. Foi feito o emblocamento em parafina com a realizacdo de 2 laminas por
animal tendo dois cortes em cada uma delas.

Para a confeccdo das laminas foram realizados cortes na area central de cada
bloco, em sentido perpendicular a tela e preservando-se as camadas.

As laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina e Tricromico de Masson pelo
Laboratério de Pds-graduacdo da Universidade Estadual de Londrina em microscopia dtica
convencional. Para a técnica de Picro-Sirius, utilizou-se microscépio com luz polarizada. Os
campos microscdpicos foram escolhidos aleatoriamente e digitalizados em microscépio marca
Olympus e camera digital 3CCD pro-series, o programa de captura e andlise Image Pro-Plus
(Media Cybernetics, Silver Sprig, MD) e aumento de 400vezes. O coldgeno tipo |, lll e total foi
medido por morfometria computacional dos cortes em cinco diferentes campos/corte em
cada uma das laminas (densidade por micra?) enquanto as células inflamatérias foram
contados nos diferentes campos (aumento 400x). A concentragdo de fibras musculares foi
avaliada por densidade por micra?. Toda a avalia¢do histoldgica incluindo a captura de imagens
e a obtenc¢do dos dados por morfometria computacional foi realizada por patologista que ndo
participou do projeto e ndo conhecia os grupos de animais.

A contagem de células inflamatdrias foi utilizada para avaliar a resposta
inflamatdria do tecido para as diferentes populagdes e tempo até a eutanasia.

Para avaliar o grau de infiltracdo de tecido muscular nos espécimes foi escolhido o
método de colora¢do das laminas pelo tricomio de Masson. Neste método o tecido responde
em trés cores distintas: azul devido a anilina e que identificara o coldgeno, negro devido a
eosina e identificara principalmente os nucleos e finalmente o vermelho que realcara o tecido
muscular devido ao corante fucsina. O objeto de estudo para este método foi a coloragdo
vermelha proporcionada pela fucsina e sua quantificagcdao foi obtida através da microscopia
Optica e leitura digital medindo-se a densidade em pixels por micra? nos diferentes campos
observados.
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Para a avaliacdo do colageno total, colageno tipo | e tipo Il utilizou-se a técnica de
Picro-sirius. Este método foi o escolhido por ser especifico para colagenos, aumentando a
birrefringéncia deste material, através do uso de lente polarizada. Assim foi possivel a
diferenciacao entre o coldgeno do tipo | se colore em vermelho e o do tipo Il que assume a cor
amarelo-esverdeado (tratado aqui apenas como verde).

5. ANALISE ESTATISTICA

Para as andlises estatisticas foram realizados o teste de Wilcoxon (rank sum), o
teste de Kruskal-Wallis, o teste de Jonckheere—Terpstra (Teste de tendéncia de Jonckheere) e o
teste de Friedman, considerando diferencas entre os grupos estatisticamente significativas
guando p<0,05 (5%).

O teste de Wilcoxon foi realizado para identificar diferencgas estatisticamente
significativas dos valores observados para os grupos (com ou sem PRP) e também para o tipo
de coldgeno (Tipo | e Ill). O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para verificar diferenca dos
valores observados para pelo menos dois dos intervalos de eutanasia (7, 30 e 90 dias).

O teste de Jonckheere teve por objetivo verificar se existe uma tendéncia a
aumento com relagcdo ao tempo até a eutanasia.

J4 o teste de Friedman foi aplicado para avaliar se os valores tém diferencas
estatisticamente significativas dentro do préprio grupo.

O programa utilizado para a andlise estatistica e confec¢do dos graficos e tabelas
foi o R version 3.1.2 (Pumpkin Helmet).
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6. RESULTADOS

6.1 Avaliacao do infiltrado Inflamatério

A tabela 1 e a figura 1 apresentam a soma das células inflamatérias para as
coelhas submetidas a eutanasia com 7, 30 e 90 dias considerando os grupos com presenca de
PRP e sem a presenca de PRP. Pelo teste de Wilcoxon ndo se observou diferenga significativa
entre os grupos com PRP e sem PRP (p=0,49), ja pelo teste de Jonckheere observou-se que os
valores apresentaram crescimento significativo (p=0,027), ou seja, existe uma tendéncia de
aumento das células inflamatdrias no grupo com PRP conforme aumenta o tempo até a
eutandsia da cobaia.

Tabela 1: Demonstracdo da média e desvio padrdao do nimero de células inflamatérias obtido
para as coelhas submetidas a eutanasia em 7, 30 e 90 por grupo, com e sem PRP.

Dias Com PRP Sem PRP Total
7 55+4,30 7912,76 134 +£9,32
30 125+22,89 107 + 30,20 232 £24,60
90 266 + 40,33 135+19,85 401 + 33,00
Total Geral 446 + 30,82 321 £ 20,30 767 * 26,04
* Teste de Wilcoxon para grupo: p-valor = 0,555

* Teste de Wilcoxon para dias: p-valor = 0,171

* Teste de Jonckheere: p-valor = 0,036

* Teste de Friedman: p-valor = 0,135
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Figura 1: Grafico em linhas da média do nimero de células inflamatdrias para as coelhas
submetidas a eutanasia em 7, 30 e 90 por grupo, com e sem PRP.
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90 dias sem PRP 90 dias com PRP

Figura 2 - Imagens digitalizadas de microscopia dptica mostrando infiltrado inflamatério em laminas
coradas com hematoxilina-eosina obtidas em diferentes tempos de sacrificio, com e sem PRP
(aumento 400x)



6.2 A avalia¢ao da infiltragdo muscular

Na tabela 2 e nas figuras 2 e 3 sdo apresentadas as médias (pixels/micra?)das
laminas coradas por tricobmio de Masson para as coelhas submetidas a eutandsia com 7, 30 e
90 dias considerando os grupos com presenca de PRP e sem a presenca de PRP. Pelo teste de
Wilcoxon nao se observou diferenca significativa entre os grupos com PRP e sem PRP, ja pelo
teste de Jonckheere observou-se que os valores observados para os tricomios ndo
apresentaram crescimento significativa, ou seja, ndo existe uma tendéncia de que os valores
observados aumentem conforme o tempo até a eutanasia da cobaia. Para o teste de Friedman
ndo houve evidéncias de diferencga significativa nos valores observados para os grupos até a
eutanasia das cobaias.

Tabela 2: Demonstracdo das médias e desvio padrdo da area muscular (pixels/um?2) em coelhas
submetidas a eutanasia em 7, 30 e 90 dias para os grupos com e sem PRP, pela técnica de
tricomio de Masson.

Dias Com PRP Sem PRP Total
7 17474,27 + 4629,33 21027,97 £ 5967,66 19251,12 +5298,49
30 19652,78 + 5001,01 5226,38 +2811,58 13241,05 + 4027,93
90 15238,38 + 5160,62 16569,53 + 5076,74 15903,96 + 5118,68
Total Geral 17455,14 + 4930,32 14920,93 + 4747,74 16231,73 + 4842,18

* Teste de Wilcoxon para grupo: p-valor = 0,513, Teste de Wilcoxon para dias: p-valor = 0,267

** Teste de Jonckheere: p-valor = 0,717, Teste de Friedman: p-valor = 0,607
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Figura 3: Grafico em linhas das médias areas (pixels/um?) das ldminas de Tricdmio de Masson
para grupos com e sem PRP. Nas ordenadas se demonstra os dias até a eutanasia e nas
abscissas as médias das areas das laminas, coradas em vermelho (musculo liso).
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Figura 4: Grafico boxplot das médias das areas musculares (pixels/u?) das coelhas submetidas a
eutanasia em 7, 30 e 90 dias, por grupo com e sem PRP, conforme técnica de tricomio de
Masson.



90 dias sem PRP 90 dias com PRP

Figura 5 - Imagens de microscopia otica digitalizadas, coradas por tricomio de Masson mostrando
diferentes momentos de acordo com o sacrificio das coelhas, nas populagdes com e sem plasma
rico em plaquetas (PRP). (Aumento de 400x).
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6.3 Andlise do colageno

A tabela 3 e a figura 4 demonstram um aumento significativo de colageno total
para coelhas submetidas a eutandsia com 7 dias para o grupo com PRP, com o teste de
Wilcoxon mostrando p=0,008, porém esta diferenca ndo se sustenta com o tempo, voltando a
niveis iguais em ambas as populages, isto fica demonstrado pelo Teste de Jonckheere com
p=0,008. Ou seja, ndo ha uma tendéncia de manutencao da diferenca de concentracdo de
coldgenos com o seguimento em 30 e 90 dias.

Tabela 3: Demonstracdo das médias e desvio padrdo do coldgeno total (pixels/um?) em
coelhas submetidas a eutanasia com 7, 30 e 90 dias com e sem PRP.

Dias Com PRP Sem PRP Total
7 23958,04 £ 1910,83 11850,49 + 3316,61 17904,26 + 6872,54
30 8995,37 + 5489,29 9613,28 + 1591,89 9270,00 + 4015,29
90 11647,92 + 2363,43 12545,45 + 1357,48 12096,69 + 1877,59
Total Geral 14867,11 £ 7535,18 11459,49 + 2469,32 13222,05 + 5850,09

* Teste de Wilcoxon p-valor para grupo = 0,316
* Teste de Wilcoxon p-valor para dias = 0,008
* Teste de Jonckheere: p-valor para tendéncia de aumento conforme dias = 0,844

* Teste de Friedman p-valor dentro do mesmo grupo = 0,563
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Figura 6: Grafico em linhas das médias das areas (pixels/um?) do coldgeno total, nos diversos
tempos de estudo, e para grupos com e sem PRP (Técnica de Picro-Sirius).
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Figura 7 - Grafico tipo boxplot das médias das dreas (pixels/um?) de coldgenos total nos
diversos tempos de estudo, e para grupos com e sem PRP (picro-Sirius).

Ainda para as coelhas submetidas a eutanasia com 7 dias, podemos observar uma
diferenga entre os tipos de colagenos para os grupos com e sem PRP. Tanto o coldgeno do tipo
| quanto o do tipo Ill nos espécimes em que foi usado o PRP mostram-se aumentados quando
comparamos com a populacdo sem PRP, isto fica bem demonstrado no grafico de linhas da
figura 5 (teste de Wilcoxon obteve um p-valor=0,001).
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Tabela 4 - Demonstracdo das médias e desvio padrdo das areas (pixels/um?2) dos diversos tipos
de colageno, em relagdo a presenca de PRP para os diferentes tempos até a eutandsia das
coelhas (técnica de Picro-Sirius).

Tipo | Tipo lll
Com PRP Sem PRP Total Com PRP Sem PRP Total Total
13362,03 + 9486,60 11424,32 10596,00 2363,89 6479,94 8952,13
7 4225,86 +4391,83 +4308,85 +6141,90 +1472,40 +3807,15 +4058,00
5931,34 6663,91 6256,93 3064,03 2949,37 3013,07 4635,00
30 +2715,93 +1797,79 +2307,87 +2081,34 +1667,98 +1897,62 +2102,75
9173,23 9530,70 9351,97 2474,69 3014,75 2744,72 6048,34
90 +3697,00 +2986,27 +3341,63 +1310,88 +1394,80 +1352,84 +2347,24
Total 9488,87 8695,87 9106,04 5378,24 2763,62 4116,01 6611,03
Geral + 3546,26 +3148,69 +3354,33 +3178,04 +1500,56 +2368,22 *2861,28

* Teste de Wilcoxon p-valor para grupo = 0,351,

* Teste de Wilcoxon p-valor para dias = 0,038

* Teste de Wilcoxon p-valor para tipo = < 0,001

* Teste de Jonckheere p-valor para tendéncia a aumento conforme o tempo = 0,954
* Teste de Friedman p-valor para grupo versus dias = 0,157

*Teste de Friedman p-valor para grupo versus tipo = 0,564

*Teste de Friedman para tipo versus dias: p-valor = 0,223
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diversos tempos de estudo, e a figura 7 para o colageno total.
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Figura 11 - Imagens de microscopia dptica obtidas com luz polarizante por digitalizagcdo de
laminas coradas por Picro-Sirius para os diferentes tempos de sacrificio. As imagens da linha
superior sdo de animais com PRP e na linha inferior sem PRP. (aumento 400x).



7. DISCUSSAO

Gerullis et al usando faixa recoberta por plasma em modelo animal concluiram
que a reacao inflamatdria local € um evento que ocorre imediatamente apds o implante e que
ndo pode ser influenciado pela cobertura de plasma independente do local de implantacdo e
gue as primeiras células inflamatdrias a surgirem apds o implante sdo os neutréfilos atingindo
sua maior concentracdo apdés 24 horas. Os neutrdfilos tem acesso ao tecido devido a
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular e sdo atraidos por substancias
quimiotdticas liberadas pelas plaquetas, aderem ao endotélio mediante ligacdo com
receptores de membrana (selectinas) (51).

Os macréfagos e linfécitos-T migram para o tecido 48-96 horas apds a lesdo, e sdao
as principais células antes dos fibroblastos migrarem e iniciarem a replicacdo. Os macrofagos
tem um papel fundamental no processo de cura, tanto na fase aguda do processo quanto no
desfecho cronico, remodelando e reparando o tecido (52). “Tem papel fundamental no
término do desbridamento iniciado pelos neutréfilos e sua maior contribuicdo é a secrecao de
citocinas e fatores de crescimento, além de contribuirem na angiogénese, fibroplasia e sintese
de matriz extracelular” (51). A estratégia que justificaria o uso do PRP ndo se concentra apenas
nas modificacdes da resposta inflamatadria inicial, mas também a médio e longo tempo o que
permitiria uma melhor adaptacdo da tela ao hospedeiro (53).

Avaliando os dados obtidos em nosso trabalho pode-se notar que ndo ha
alteracdo significativa de células inflamatdrias em uma fase inicial do processo (7 dias). Este
resultado demonstra que o PRP ndo altera a resposta inflamatdria inicial e, portanto nado
influencia negativamente nesta fase do processo. No entanto a partir dos 30 dias o aporte de
células inflamatdrias comega a aumentar atingindo uma diferenca significativa aos noventa
dias (p=0,01), justamente na fase tardia do processo, quando se estabelece o reparo. Delavary
et al (54) afirmaram que o infiltrado inflamatdrio que ocorre tanto inicialmente quanto
durante o processo de reparo respondem a estimulos quimiotatico como PDGF, presente em
macréfagos e plaquetas, e isso pode explicar a manutengdo da migragdo de células
inflamatdrias que favorecem o reparo final ja que os macréfagos e linfécitos sdo os principais
responsaveis pela manutengdo dos estimulos na fase tardia (51).

A fibrose do tecido ao redor da tela é realizada principalmente pelos colagenos do
tipo | e tipo Ill. O colageno tipo Il aparece em uma fase inicial e na presenga de células
inflamatdrias, porém é o colageno do tipo |, que surgird somente em uma fase mais tardia, que
estabilizard o processo e organizara a incorporacdo do implante (11). Essa aderéncia que
ocorre entre o material sintético e o hospedeiro é que determina o sucesso. Neste contexto
podem-se incluir outros fatores que influenciam, tais como fatores locais (isquemia, infeccao,
corpo estranho, edema) e fatores sistémicos (diabete melito, hipovitaminose, hipotireoidismo,
altera¢bes da coagulagdo, idade, sepse, insuficiéncia hepatica e renal, desnutricdo,
radioterapia, uso de medicamentos) (51). Assim, o uso do PRP é um recurso interessante na
dindmica do processo em questdo, pois o incremento da producdo dos dois tipos de colageno
deve estar associado ao crescimento local dos fibroblastos, favorecendo uma melhor fixagao
da tela ao sitio em que foi empregada. Desta forma, pode-se propor que a acdo do PRP
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ajudaria a fixacdo definitiva do implante que é o resultado final ideal, pois é a seguranca da
fixagdo da tela que garantira o resultado permanentemente adequado ao processo.

Em nosso experimento é nitida a diferenca de resposta a produgdo do coldgeno
(p=0,001) de ambos os tipos (I e lll). As linhas demonstrativas da producdo mostram um
aumento principalmente no colageno do tipo | ao se comparar os grupos com e sem PRP para
as coelhas sacrificadas com 7 dias, chegando a uma diferenca de aproximadamente 4,5 vezes.
Isto é muito relevante visto que este tipo de coldgeno é o mais comum no final do processo de
reparo do tecido. O coldgeno do tipo | mostra um incremento no inicio do processo, sugerindo
uma possivel aceleracdo no processo de reparo por a¢do do PRP, mas ndo ha diferenca
significativa ao final do processo de reparacdo, mantendo o mesmo nivel de concentracao dos
individuos que nao foram submetidos ao uso de PRP. O coldgeno do tipo Il também apresenta
um incremento de producdo nas coelhas submetidas a eutandsia aos 7 dias, embora em menor
amplitude quando comparado ao coldgeno tipo |, porém é nesta fase inicial que o colageno do
tipo Il é mais ativo e responsavel pela reparacdo do tecido. Isto posto, pode-se concluir que a
resposta inicial estd aumentada para a producdo do coldgeno, que é um dos elementos da
reparacdo do tecido, em individuos que foram implantados adicionando PRP e isto pode
repercutir favoravelmente para uma melhor resposta de fixacdo tela-hospedeiro.

Com base nos resultados obtidos em nosso estudo, pode-se sugerir que o PRP
aumentou a reacdo inflamatéria final e também alterou a producdo de coldgeno total em uma
fase inicial. Isso traduz uma possivel acdo ativa do derivado estudado em prol de resultados
favoraveis para uma melhor incorporagdo do implante ao hospedeiro. Essas reflexdes ficam
evidentes ao se estudar as duas variaveis em conjunto, concentracdo de células inflamatdrias e
producdo de coldgeno. Em um processo inicial quando a reacdo inflamatdria intensa pode
causar uma rejeicdo do material implantado (10), o PRP ndo alterou esta reacdo, porém
quando a concentracdo de células inflamatérias se faz necessaria para a manutencdo do
processo croénico, visando uma integra¢do definitiva do material, é que o PRP demonstra uma
resposta positiva, jd que esta concentracdo aparece aumentada quando comparamos as
populagdes com e sem PRP. Soma-se a isto o fato da produgdo de colageno total encontrar-se
aumentada na fase inicial do processo, mostrando uma possivel aceleracdo do processo de
reparo tecidual.

Neste estudo, o processo de fixacdo da tela ao hospedeiro inicia-se de forma
incrementada pela produgdo aumentada de coldgeno total justamente em um momento em
que a concentra¢do de células inflamatdrias esta seguindo os parametros habituais para
individuos que recebem telas de polipropileno, ou seja, o processo de fixacdo do implante esta
ocorrendo sem que haja uma exacerba¢do de uma reagdo inflamatdria que poderia resultar
em reagdo de corpo estranho e rejeicdo do material. J4 na fase tardia a concentragdo de
células inflamatdrias aumenta no grupo com PRP e isto mantém o processo inflamatdrio ativo
o que pode facilitar a manutencdo da incorporacdo da tela ao tecido do hospedeiro.
Entretanto a producdo do coldgeno mantém-se nos mesmos niveis nos grupos com e sem PRP.
Talvez se o experimento contemplasse tempos mais tardios para a eutanasia, por exemplo,
seis meses, se observaria os efeitos desse aumento tardio do nimero de células inflamatdrias
e na producdo de colageno.
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Assim pode-se sugerir uma ac¢do do PRP tanto na fase inicial quanto na fase tardia
do processo, agindo por diferentes vias, mas de forma sinérgica, isso ocorre possivelmente
pela acdo dos fatores de crescimento fornecidos pelos alfa granulos plasméticos.

Neste estudo ndao houve alteragdo estatisticamente significativa da resposta do
tecido muscular. Esta constatacdo merece uma ressalva visto que o implante da tela foi
realizado na face aponeurdtica sem contato direto com o tecido muscular, quando implantado
diretamente sobre tecido muscular como bexiga verifica-se a penetragdo deste tipo tecido (6).
Portanto outros estudos para analise do efeito do PRP adicionado a telas de polipropileno em
tecidos musculares devem ser realizados e os dados obtidos neste trabalho referentes a este
aspecto ndo devem ser considerados.

Alguns pontos devem ser considerados, este trabalho utilizou-se de coelhas em
fase adulta reprodutiva, porém as telas para uso ginecolégico sdo geralmente empregadas em
mulheres na menopausa, assim outros estudos simulando esta condicdo podem apresentar
novidades em relacdo aos resultados. Outra questdo a ser abordada é o fato de nao ter havido
uma diferencia¢do dos tipos celulares que compunham o infiltrado inflamatdrio, talvez uma
anadlise diferenciando os tipos de leucécitos presentes no infiltrado inflamatério nos diferentes
tempos, principalmente os linfécitos e macrofagos, possa trazer mais luz a questao.

Apesar destas consideracdes, ainda existe muitas perguntas a serem respondidas
sobre a influéncia do PRP sobre os implantes e se isso pode repercutir satisfatoriamente em
clinica. Para isso a avaliagdo imunohistoquimica dos tecidos e a analise da presenca de PDGF
nas diferentes fases do processo e sua comparagdo nos grupos com e sem PRP em seus
diferentes momentos, podem ser a chave para explicar se estd mesmo ocorrendo uma
producdo continua e sustentada de PDGF ou outros fatores, em prol de uma melhor
incorporacdo da faixa ao tecido. A avaliacdo de marcadores pro-inflamatérios e anti-
inflamatérios nas diferentes fases do processo de reparo, sempre comparando as duas
popula¢des em questdo, pode responder a perguntas como, quando e qual a intensidade da
resposta inflamatdria e se existe um desequilibrio causado pela agao do PRP no tecido,
sobretudo na presenca de telas de polipropileno.

Portanto, apesar do discorrido acima, outros estudos deverdo ser realizados para
melhorar o entendimento da a¢ao do PRP no tecido do hospedeiro e sua real validade para o
uso em clinica.
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8. CONCLUSAO

O revestimento de tela de polipropileno com PRP associou-se com aumento de
células inflamatdrias no local do implante, e com tendéncia de incremento no decorrer do
processo de reparagdo tecidual.

O revestimento de tela de polipropileno com PRP associou-se com aumento da
concentracdo de coldgeno tipo | e colageno tipo Ill, sendo a concentracdo de coldgeno total
aumentada apés 7 dias do implante.

O revestimento de tela de polipropileno com PRP ndo se associou com alteragdo
da area do tecido muscular adjacente ao implante.
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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 integragio
de telas de polipropileno”, processo CEUA n° 12071.2013.21, pesquisa do Centro de Ciéncias da
Salde de sua responsabilidade. Esclarecidos os aspectos metodoldgicos solicitados o projeto esta
aprovado para execugéo entendendo-se que os principios éticos postulados pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal estéo respeitados.

Ser&o 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 integragdo de telas de polipropileno monofilolamentar
implantadas no tecido subcutdneo de coelhos. Para isto os coelhos serdo submetidos a
procedimentos pré-operatorio compativeis ao procedimento cirtirgico ao qual serdo submetidos, nos
quais seréo anestesiados com Hypnol administrado através da veia caudal. Apbs anestesia os
coelhos seréo submetidos a duas incisGes transversais na regido inferior do abdémen sendo uma a
direita e outra a esquerda. A avaliagdo 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 implantagéo das telas. G2) 10 coelhos ser&o eutanasiados no 30° dia apés o implante das telas.
G3) 10 coelhos serdo eutanasiados 90 dias apds o implante das telas. A retirada da parede
abdominal sera de forma asséptica, e de maneira a preservar as relacées anatémicas entre epiderme,
derme e tecido subcutaneo, procurando evitar sinais de eritema, necrose e tumefagéo. O projeto esta
previsto para ser desenvolvido em 4 meses apds aprovagéo.

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

b P 5 :QA' _ ;

Wl dd e Cf B TRATA
Prof. Dr. Waidiceu Aparecido Verri Jynior
Coordenador da CEUA/UEL
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