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RESUMO

Avaliacao da reparacao de feridas cirurgicas em coelhos, tratadas ou ndo com
plasmarico em plaquetas autélogo em gel

Com o objetivo de avaliar o efeito do plasma rico em plaquetas (PRP) autélogo na
forma gel sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas em modelos experimentais in
vivo, foram induzidas feridas no dorso de coelhos com auxilio de um punch de 8mm,
sendo o lado direito considerado controle (A) e tratado com NaCl 0,9% e o lado
esquerdo (B) tratado com gel autélogo de PRP. As lesdes foram avaliadas por um
periodo de 17 dias. Foram utilizados seis coelhos brancos da raca Nova Zelandia
(n=3 machos; n=3 fémeas), adultos, pesando 3,0+1,0 kg. Nos dias 0, 3, 7, 10, 14 e
17, os animais foram avaliados quanto ao peso e comportamento, e as feridas
morfoldégica e morfometricamente. No 17° dia foi feita biopsia para avaliacdo
histopatolégica. A morfometria das feridas foi avaliada estatisticamente pelos
métodos de Mauchly e contrastes pelo método Sidak e teste t-pareado.
Macroscopicamente foi evidente a cicatrizacdo precoce da ferida tratada com PRP
gel autélogo em relacdo a controle, o que também foi comprovado nas andlises
histoldgicas. Concluiu-se que o PRP € eficaz e acelera o processo de cicatrizacao,
guando aplicado em intervalos curtos e de forma seriada, comprovando seu
potencial terapéutico sobre lesdes cutaneas. Pode ainda ser uma alternativa de
tratamento de feridas.

Palavras-Chave: Coelhos. Plasma rico em plaguetas autdlogo. Cicatrizagcdo. Feridas.



ABSTRACT

Evaluation of healing of surgical wounds in rabbits treated or not with
autologous platelet-rich plasma gel

In order to evaluate the effect of platelet-rich plasma (PRP) autologous gel on wound
healing in experimental models in vivo, wounds were induced on the back of rabbits
with the aid of a punch 8mm, using the right side as the control (A) treated with 0.9%
NaCl and the left (B) treated with autologous PRP gel. Lesions were evaluated for a
period of 17 days. It was used six white New Zealand rabbits (h=3 males and n=3
females), adult, weighing 3.0 = 1.0 kg. On days 0, 3, 7, 10, 14 and 17, the animals
were evaluated for weight and behavior, and the wounds were evaluated
morphologically and morphometrically. On the 17th day the wounds was biopsied for
histopathological evaluation. The morphology of the wounds evaluated statistically by
the methods of Mauchly and contrasts by Sidak method and t-test. Macroscopically
was evident early healing of the wound treated with autologous PRP gel in relation to
the control, which was also confirmed in the histological analysis. It was concluded
that PRP is effective and accelerates the healing process when applied in short
intervals and in series, confirming the therapeutic potential for cutaneous lesions. It
may also be an alternative treatment of wounds.

Keywords: Rabbit. Autologous platelet-rich plasma. Healing. Wounds.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Pele

A pele é um 0Orgao externo, que corresponde a 15% do peso corporal
total, reveste e delimita o organismo protegendo-o e interagindo com o meio exterior
(AZULAY; AZULAY; AZULAY, 2011). Desempenha fungbes especificas como
suporte e protecao contra perda de dgua por dessecac¢do; garante a homeostasia de
liquidos e minerais produzindo o suor; protege contra agentes mecanicos, fisicos e
biologicos; age na secrecdo e excrecdo de moléculas enddgenas; recebe e
transmite estimulos externos (MALAQUIAS; BACHION; NAKATANI, 2008).

E constituida por trés camadas interdependentes: epiderme (mais
externa firmemente acoplada ao tecido conjuntivo subjacente, formada por camadas
de células diferenciadas, sem vascularizagao, sendo nutrida por contiguidade com a
derme); derme (intermediaria, definida como uma rigida matriz de tecido conjuntivo
de suporte, contendo estruturas especializadas dispostas imediatamente abaixo e
intimamente conectadas a epiderme); e hipoderme (camada de tecido conjuntivo
frouxo que contém gordura) (AZULAY; AZULAY; AZULAY, 2011).

A pele estd exposta a traumatismos frequentes, que desencadeiam
solucdes de continuidade e perda de tecidos, resultando em cicatrizagéo na tentativa
de restabelecer sua integridade funcional. Quando a extensdo da perda cutanea
dificulta ou até mesmo impossibilita a aproximacéo das bordas, ocorre a cicatrizacéo
por segunda intencdo, que € um processo mais lento, produzindo muitas vezes
cicatrizes extensas e/ou retraidas. Embora os processos morfoldgicos e quimicos,
que atuam na ferida fechada, sejam basicamente os mesmos nas feridas abertas em
cicatrizacdo, a contracdo torna-se um aspecto importante nas feridas abertas, e a

epitelizacdo assume um papel relevante (BORGES, 2008).
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2 FISIOPATOLOGIA DO PROCESSO CICATRICIAL

O termo cicatrizacdo € definido como processo pelo qual um tecido
lesado € substituido por tecido conjuntivo vascularizado (HATANAKA; CURY, 2007).
Pode ser definida como a cura de uma ferida por reparacdo ou regeneracdo dos
tecidos afetados que depende de alguns fatores como o tipo de pele, localizagc&o
anatbmica, idade, estado de saude e nutricional do individuo, alteracdes
cardiocirculatérias e de coagulacdo, uso de alguns medicamentos e ressecamento
do leito da lesdo (MENEGHIN; VATTIMO, 2005).

O processo cicatricial compreende uma sequéncia de eventos
moleculares e celulares que interagem para que ocorra a restauracao do tecido
lesado. Desde o extravasamento do plasma, com a coagulacdo e agregacao
plaguetaria até a reepitelizacdo e remodelagem do tecido lesado, o organismo age
para restaurar a funcionalidade tecidual (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

Quando nédo ha impedimento a cicatrizagdo segue uma sequéncia
especifica podendo ser esquematizada em trés fases distintas e interdependentes:
inflamatéria ou exsudativa, proliferativa ou de regeneracdo e reparadora ou de
remodelacdo tecidual (BUCH; ARANTES; CAMPELO, 2008; PAGNANO et al.,
2008).

2.1 Fases da Cicatrizagéao

2.1.1 Fase inflamat6ria ou exsudativa

As lesbes a que 0s organismos estao sujeitos levam a alteracées nas
células endoteliais, ocorrendo ruptura de vasos sanguineos e o0 extravasamento de
seus constituintes que preenchem a area lesada com plasma e elementos celulares,
principalmente plaquetas. Esta lesdo é caracterizada por sinais de inflamag¢do como
dor, rubor, calor, edema e perda da funcao local, iniciando no exato momento do
dano e tem a duracao de 48 a 72 horas (MENDONCA; COUTINHO NETTO, 2009).

A agregacao plaquetéaria e a coagulagdo sanguinea geram um tampéao
rico em fibrina, que provisoriamente tampona a lesdo endotelial, forma uma barreira
contra invasao de microrganismos e organiza matriz necessaria para a migracao

celular. Nesta fase sao observados infiltrados celulares (neutréfilos, linfécitos e
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macréfagos) com a funcdo de secretar citocinas e linfocinas, que serdo liberados
durante as fases seguintes do processo cicatricial (BALBINO; PEREIRA; CURI,
2005).

Os neutrofilos sdo as primeiras células a alcancarem a regiao
inflamada, nas primeiras 24 horas apds ocorrer a lesdo, com a funcdo de eliminar
possiveis microrganismos por meio de fagocitose e debridamento de tecidos
necrosados (MIDWOOD; WILLIAMS; SCHWARZBAUER, 2004). Caso a ferida nao
esteja severamente infectada, em poucos dias o numero de neutrofilos diminui
devido a fagocitose por macrofagos.

Os mondcitos teciduais migram para o local da ferida em cerca de 48 a
96 horas e diferenciam-se em macrofagos finalizando a fase inflamatoria (WERNER,;
GROSE, 2003; MARTIN; LEIBOVICH, 2005). Quando chegam a area lesada
secretam substancias biologicamente ativas como as proteases que atuam na
remodelagem da matriz extracelular, eles produzem também varios fatores de
crescimento como o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator
transformador beta (TGF-B), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), e o fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) que estimulam a formacédo do tecido de granulacdo (MENEGHIN;
VATTIMO, 2005).

SO depois ocorre a migracao e proliferagdo dos fibroblastos que séo
células predominantes do tecido conjuntivo e tem como principal funcdo a
manutencdo da integridade do tecido pela sintese dos elementos da matriz
extracelular, compactacao das fibras coldgenas, producédo de elastina, fibronectina,
glicosaminoglicanas e proteases, responsaveis pelo debridamento e remodelamento
fisiolégico da célula, como evidencia a Figura 1 (SCHIRATO et al., 2006; PAGNANO
et al., 2008).
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FIGURA 1 — Fases da cicatrizagdo quanto ao tipo celular

Fases da cicatrizagao
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Fonte: Adaptado de Broughton, Janis e Attinger (2006)

Aproximadamente 6 a 7 dias apds o trauma, os linfocitos aparecem no
local da ferida, em numero menor que na circulagdo, secretam linfocinas
importantes, incluindo: IL-2, MAF (Fator de Ativacdo de Macréfagos) e fatores
quimiotaticos, além de aumentar o estagio inicial da cicatrizacdo através da
estimulacdo de macrofagos, células endoteliais e fibroblastos. Sugere-se também,
gue os linfocitos T podem regular a atividade fibroblastica exuberante a qual poderia,
caso esta regulacdo n&o existisse, ocorrer tardiamente na reparacdo cicatricial.
Contudo, seu papel na cicatrizacdo ainda ndo esta bem definido e permanece
controverso (ARAUJO, 2010).

2.1.2 Fase proliferativa ou de regeneracao

A segunda etapa do processo de cicatrizacdo dura trés semanas e €
responsavel pelo fechamento da lesdo, onde a mitose celular é a atividade
predominante. A migracdo e ativacdo dos fibroblastos sdo intensificadas com a
presenca local de macréfagos, producao e liberacdo dos mediadores quimicos por
eles produzidos, destacando os fatores de crescimento TGF-a (Fator de crescimento
transformante-alfa) e o VEGF-A (Fator de crescimento vascular-endotelial-A)
(RENDIC; ALDEA, 2008).
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Nesta fase, a reepitelizacdo se inicia poucas horas apds ocorrer a
leséo, e apoOs quatro dias, a fibroplasia, que é a formacao do tecido de granulacéo,
ocupa o tecido lesionado e substitui a matriz extracelular por tecido conjuntivo forte e
elastico, porém edematoso e muito exsudativo. A eficiéncia deste processo depende
da ocorréncia em paralelo da formacdo de novos vasos sanguineos chamado de
neovascularizagdo (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

De acordo com alguns estudos, a angiogénese é a etapa fundamental
do processo de cicatrizacdo, onde a partir de vasos preexistentes sdo formados
Novos vasos sanguineos, que irdo suprir de oxigénio e nutrientes o tecido em
crescimento, proporcionando um ambiente favoravel para a formacdo do tecido de
granulacdo que cresce em direcdo a camada de células basais. Com isso ha
ativacao dos fibroblastos e elaboracdo do colageno, que sera depositado no espaco
da ferida (HATANAKA; CURI, 2007; MENDONCA; COUTINHO NETTO, 2009).

O colageno é formado continuamente no interior da ferida, ligando-se a
fibronectina para formar um novo tecido. Tazima, Vicente e Moriya (2008) relatam
que o colageno é uma proteina de alto peso molecular, composta de glicina, prolina,
hidroxiprolina, hidroxilisina e lisinas responsaveis pela for¢a tensil da cicatriz. A
sintese do colageno é realizada por meios de fatores criticos que incluem proteinas,
carboidratos, vitaminas A e C, gorduras, zinco, ferro, tiroxina, oxigénio e que
depende de reacdes bioquimicas como a hidroxilagdo dos aminoacidos e lisina.

No final desta etapa, a rede linfatica passa por regeneracédo, a
circulacdo é restabelecida por neovascularizagédo e o leito da ferida estd preenchido
totalmente por tecido de granulacdo. Aos poucos o tecido de granulacdo €
enriquecido com mais fibras coladgenas dando assim aparéncia de cicatriz a regiao
lesada devido ao acumulo de massa fibrosa (HATANAKA; CURI, 2007).

2.1.3 Fase reparadora ou remodelacéao tecidual

Neste momento ocorre uma tentativa de recuperagdo da estrutura
tecidual normal, onde acontece a reorganizacdo do colageno e aumento da
resisténcia da cicatriz. A coloracdo passa, aos poucos, de vermelho para branco
palido (SCHIRATO et al., 2006).
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A leséo sofre um processo de contragcdo reduzindo a quantidade e o
tamanho da cicatriz desordenada, por meio de um movimento centripeto da
espessura da pele circundante e ocorre simultaneamente com a granulacdo e
epitelizacdo sendo um importante aliado na cicatrizacdo das feridas. A contracéo
progride em velocidade de 0,6 a 0,7 mm/dia e podera ser limitada se a pele ao redor
da lesao estiver fixa ou ndo elastica e quando as bordas da lesdo se encontram,
porém se ocorrer de forma exagerada pode causar defeitos cicatriciais importantes,
devido a diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos, estimulados por fatores
de crescimento (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003; WEND, 2005).

A resolugédo completa de uma lesdo pode ser considerada somente
depois de concluida a maturacdo e remodelagem da matriz extracelular, porém, a
forca original do tecido antes de ser lesado jamais voltard ao normal. Uma cicatriz
cutanea completamente madura possui apenas 70% da resisténcia da pele normal.
Este processo que tem inicio por volta da terceira semana ap0s ocorrer a leséo e
pode levar muitos meses e até anos, dependendo do grau, extensao e local da lesdo
(HATANAKA; CURI, 2007) (Figura 2).

FIGURA 2 — FenGmenos sequenciais na recuperacgao tecidual em relagéo aos dias

de trauma

Tecido de
Granulagéo Acimulo de Colageno

-"'.

Infla nagdan

1 3 a0 Dias
(Processa dindrmica)

Fonte: Adaptado de Witte e Barbul (1997)



19

2.2 Tipos de Cicatrizacao

Pesquisas citam que o processo de cicatrizacdo de uma lesdo pode
ocorrer de trés formas, por primeira, segunda ou terceira intencdo, e devemos
sempre levar em consideragédo o agente causador da lesdo, a quantidade de tecido
perdido e o contetido microbiano (BAJAY; ARAUJO, 2006).

2.2.1 Cicatrizacao por primeira intencéao

Ocorre quando ndo ha perda de tecido e as extremidades da pele ficam
justapostas uma a outra, esta associado a feridas limpas, quando a pele foi cortada
por meios asseépticos e 0 processo de cicatrizacdo ocorre dentro de um periodo

estimado, deixando cicatriz minima (NITZ et al., 2006).

2.2.2 Cicatrizacao por segunda intencdo ou secundéaria

Ocorre em feridas onde houve perda de tecido e as extremidades da
pele ficam distantes umas das outras, sendo necessaria formagdo de tecido de
granulacdo até que a contracdo e epitelizagdo acontecam. Estd relacionada a
ferimentos infectados e lesbes com perda acentuada de tecido e geralmente requer
um maior tempo para a cicatrizacdo, deixando uma cicatriz significativa (MONTEIRO
et al., 2007).

2.2.3 Cicatrizacao por terceira intencao

Acontece quando hé fatores que interferem e retardam a cicatrizacao
de um ferimento que inicialmente foi fechado por primeira intencdo. A ferida é
deixada aberta por um determinado periodo para a drenagem do exsudato e
posteriormente suturada (BORGES, 2008).
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3 PLAQUETAS

A reparacéo tecidual de uma area submetida a um trauma depende da
presenca de plaquetas. Estas tém papel importante na hemostasia e constituem
uma das principais fontes de fatores de crescimento (SANTOS; SANTOS, 2004;
PIETRZAK et al., 2007).

As plaguetas sédo fabricadas na medula 0ssea, como resultado da
fragmentacdo dos megacariocitos, sdo pequenas, discoides, anucleadas, possuindo
cerca de 5 a 7um de didmetro e, normalmente, largura inferior a 3um. Em geral, s&o
produzidas 1000 a 3000 plaguetas a partir de cada megacariécito. Esses fragmentos
apresentam importante funcdo no processo de coagulacdo sdo essenciais no
processo inflamatério e na reparacdo tecidual. Sob circunstancias normais,
sobrevivem de 7 a 10 dias na circulagdo sanguinea (FELDMAN; ZINKL; JAIN, 2000).

Do total das plaquetas presentes no organismo humano, 70% estao na
circulacdo e 30% no baco, onde permanecem por cerca de 10 dias, quando séo
retiradas pelas células reticulo-endoteliais do baco e do figado (ANDREWS,
BERNDT, 2004; SCHULZE, SHIVDASANI, 2005).

Em sua complexidade citoplasmatica, sdo encontradas organelas
indispensaveis as suas funcbes e contém varios tipos de granulacbes secretoras
como os granulos alfa (mais abundantes, possuem fibrinogénio e fator de
crescimento plaquetario, que estimulam as mitoses no musculo liso dos vasos
sanguineos e a cicatrizagdo de feridas); delta (armazenam ADP e ATP) e lambda
(lisossomos carregados com as enzimas usuais dessas organelas) (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

Essas organelas estdo intimamente ligadas aos mecanismos de
atividade trombodinamica da coagulagédo, que seriam a emissdo de pseudopodes,
adesividade interplaquetaria e consequente retragdo do coagulo que lhe da
estabilidade e ancora o citoesqueleto da rede de fibrina que, nos processos de
cicatrizacdo e recuperacao tecidual servem para a migracdo de células formadoras
de novos tecidos. Tais fung¢des requerem muita energia e demandam a presenca de
ions calcio, elas obtém energia a partir do glicogénio abundante em seus
citoplasmas e do calcio presente no plasma (PONTUAL; MAGINI, 2003).

As plaquetas possuem estrutura complexa, sendo divididas em zona

periférica onde temos a regido das membranas interna e externa, rica em



21

glicoproteinas que servem como alvos de adesdo ou como receptores que
desencadeiam a agregacgao plaquetaria. Nesta regido encontra-se em conexao com
a superficie o sistema canicular aberto; neste sistema ocorre a liberacao de diversas
moléculas apods a ativacdo das plaquetas. Localizam-se, também, os fosfolipidios de
membrana, que servem como substrato para producdo de &cido araquidbnico e
consequentemente de tromboxano A2 (TXA2), potente agonista da agregacao
plaguetaria e da vasoconstricdo, importantes para a coagulacdo, visto que
proporcionam a superficie sobre a qual agem, ativando alguns de seus fatores
(CASTRO et al., 2006).

A zona sol-gel encontra-se abaixo da zona periférica e € composta de
citoesqueleto, que sustenta a discoide da plaqueta; o sistema contratil, sob ativacao,
permite a mudanca da forma discoide; o prolongamento de pseuddépodos; a
contracdo interna e a liberagdo dos constituintes granulares. Os granulos
plaquetarios contém entre 30% e 50% do conteudo de proteina total da plaqueta
(PONTUAL, MAGINI, 2003).

A zona de organelas consiste, basicamente de granulos alfa, que
contém proteinas adesivas; fator de von Willebrand (FvW), trombospondina, fator de
crescimento derivado de plaquetas, fator IV plaquetario, fatores da coagulacdo e
inibidor do ativador plasminogénio; granulos densos, que contém trifosfato de
adenosina (ATP), difosfato de adenosina (ADP), serotonina, calcio; componentes
celulares, tais como lisossomos e mitocondria, que além de conter ATP e ADP,
também participam dos processos metabdlicos da plagueta e armazenam enzimas e
outras moléculas criticas para a funcdo plaquetaria. O sistema membranar inclui o
sistema tubular denso, onde se encontra concentrado o calcio, importante para
desencadear 0s eventos contrateis e o0s sistemas enzimaticos envolvidos na
producdo de sintese de prostaglandinas (SAMPSON; GERHARDT; MANDELBAUM,
2006).

No processo inflamatério as plaguetas chegam rapidamente no local da
ferida e liberam mdultiplos FC e citocinas, incluindo: fator de crescimento
transformador 3 (TGFB1 e B2), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator
de crescimento celular endotelial derivado das plaquetas (PDEGF), interleucina-1
(IL-1) e fator ativador de plaquetas-4 (PAF-4). O plasma rico em plaguetas (PRP) &

uma fonte autdégena de fatores de crescimento que favorecem a reparacao celular e
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a vascularizacao local, caracteristica vital para o sucesso do tratamento, pois além
de plaguetas, contém também fibrina, cininas e prostaglandinas.

As plaquetas liberam o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), que é quimiotaxico para macrofagos e fibroblastos que, ao chegarem ao
foco da lesao, liberam mais PDGF, além de fator de crescimento transformador beta
(TGFB) e fator do crescimento fibroblastico (FGF). Adicionalmente, os macréfagos
fagocitam fragmentos celulares. Os FCs estocados sao liberados, iniciando-se a
fase de reparo. Na fase de reparo, ocorrem angiogénese e liberacdo dos FCs pelas
células endoteliais. Células mesenquimais indiferenciadas (CMlIs), fibroblastos e
macréfagos iniciam a formacao do tecido. A proliferacéo, diferenciacdo, modulacéo e
coordenacdo de células ocorrem através da interacdo de varios fatores de
crescimento, coordenando a mitose celular e a sintese protéica. A mitose celular
ocorre por inducdo de células mesenquimais indiferenciadas, presentes na medula

0ssea e na circulagdo sangiinea (MONTEIRO et al., 2010).

3.1 Fatores de Crescimento (FC)

Os fatores de crescimento representam uma classe de mediadores
biolégicos que regulam a proliferacdo, quimiotaxia e diferenciacao celular, exercendo
grande influéncia no processo de reparacdo e cicatrizacao tecidual (MAIA, 2008;
CARMONA; LOPEZ; GIRALDO, 2011).

Séo peptideos sinalizadores que regulam o metabolismo celular por
meio da interacdo com um complexo de receptores de superficie celular, das vias de
sinalizacdo intracelular e finalmente, do aumento da transcricdo de fatores e
producdo de proteinas que resultam na proliferacdo e diferenciacdo celular, bem
como no aumento da producao da matriz extracelular (DAHLGREN et al., 2001).

A degranulacdo plaquetaria propicia a liberagdo do fator de
crescimento de transformacdo beta (TGF-(B), fibrinogénio, fator de crescimento
derivado da plaqueta (PDGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento de transformacéao alfa (TGF—a), fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), tromboplastina plaquetaria, calcio, serotonina e enzimas hidroliticas
(MONTEIRO et al., 2010). Adicionalmente outros fatores como o0 de crescimento
fibroblastico (FGF) (EVERTS et al.,, 2006) o do crescimento de tecido conjuntivo
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(CTGF) (KUBOTA et al., 2004) e o semelhante a insulina | (IGF-I) (WEIBRIC et al.,
2002) também estdo presentes.

Os FC podem ser classificados em dois grupos: morfométricos e
mitogénicos. Os primeiros estdo envolvidos no crescimento 6sseo por meio da
transformacdo de células-tronco mesenquimais multipotentes em células
osteoprogenitoras na presenca da proteina 6ssea morfogénica. Ja os mitogénicos
estéo relacionados ao aumento da populacdo de células cicatriciais por mitogénese.
Os fatores TGF-B, EGF e IGF agem sinergicamente, melhorando o acesso de
células inflamatérias para a area da lesdo, assim como na angiogénese, fibroplasia e

regeneracao da pele (reepitelizagdo), segundo Werner e Grose (2003).

3.2 Fatores de Crescimento Plaquetario (FCP)

S&o inimeros os FCPs contidos no plasma sanguineo, mas trés sédo o0s
que atuam basicamente na reparacao celular: o fator de crescimento derivado das
plaguetas (PDGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de
crescimento transformador beta-1 (TGF 3-1) (MONTEIRO et al., 2010).

Estas moléculas protéicas em contato com seus respectivos receptores
nucleares estimulam a angiogénese e a replicagdo dos tecidos e, como
antinflamatoérios, induzem a cicatrizacdo e o crescimento de novas estruturas
organicas (PONTUAL; MAGINI, 2003).

3.2.1 Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas (PDGF)

E um peptidio plaquetario que tem agdo mitogénica sobre as células do
tecido conjuntivo e dos fibroblastos. E um importante regulador na proliferagdo e
guimiotaxia de células mesenquimais. Proteina composta por dois genes distintos
em duas correntes 28 e 31 KDA e liberado apds a agregacao plaquetaria, estimula
de imediato a migracdo de fibroblastos para a reparacdo de feridas e perdas de
substancia tecidual. Também é secretado por macrofagos e estimula a sintese de
colageno. E um dos fatores de crescimento mais ativos. Dentre outras acoes,
estimula a reepitelizacdo da pele quando na presenca de lesdes e perdas de
substancia tecidual (PONTUAL; MAGINI, 2003).
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Estes fatores sdo conhecidos por favorecerem a angiogénese por meio
da ativacdo dos macréfagos que secretam fatores induzindo células endoteliais a
formarem novos capilares e também aumentam a quantidade de proliferacdo das

células-tronco presentes na medula 6ssea (VALE, 2002).

3.2.2 Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)

Tem acdo na permeabilidade vascular aumentando a angiogénese e,
com isto, incrementando o aporte sanguineo necessario para o0 processo de
reparacao tecidual. Atrai os fibroblastos para o sistema de producédo de tecido
conjuntivo e participa também na cascata da producédo de fibrinogénio em fibrina
cuja malha suporta o crescimento de células endoteliais e fibroblastos (UEBEL,
2006).

3.2.3 Fator de Crescimento Transformador Beta (TGF B)

Este fator é liberado por macrofagos e fibroblastos, mas € nas
plaguetas plasmaticas que se encontra sua maior concentracdo. Exerce acgéo
reparadora e antiinflamatoria de lesdes e tecidos. Pertence a uma grande familia,
existindo nas trés formas de is6bmeros: B-1, B-2 e B-3. O primeiro € 0 mais
importante, sendo responsavel pela maturacdo celular, migracdo fibroblastica e
sintese de matriz extracelular. Todos os trés isbmeros induzem a formacgéo de tecido
colageno e estdo presentes em grande quantidade em cicatrizes hipertroficas e
gueloideanas (SKARE et al., 2009).
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4 PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

O PRP é um biomaterial autdlogo, atoxico, com acado quimiotaxica,
mitogénica, angiogénica, analgésica e antiinflamatéria (EL-SHARKAWY et al., 2007),
sem risco de transmissdo de doencas infecto-contagiosas, podendo ser utilizado
como uma estratégia para acelerar e otimizar o efeito dos fatores de crescimento
contidos nas plaquetas na inicializacdo da reparacdo tecidual (MAIA, 2008;
CARMONA; LOPEZ; GIRALDO, 2011).

O gel de plasma rico em plaquetas é apontado como a mais recente
linha de colas teciduais com a vantagem adicional, em relacéo a cola de fibrina, da
presenca dos fatores de crescimento e citocinas, que lhe confere um grande
beneficio na cicatrizagdo (VENDRAMIN et al., 2010), apresentando propriedades
adesivas, hemostaticas e cicatrizantes utilizados em diversos procedimentos
cirurgicos (ALMEIDA et al., 2008).

Na criacdo do gel de plaquetas, o sangue venoso autdlogo é
centrifugado para produzir uma alta concentracdo deste hemocomponente em um
pequeno volume de plasma, alcancando até seis vezes sua concentracdo inicial
(1.000.000 a 1.500.000 plaquetas/pL). A adicdo de trombina e calcio resulta na
ativacdo das plaquetas e inicio do processo de coagulacdo (VISHAL, 2010)
formando um gel rico em fatores de crescimento como PDGF, TGF-3, EGF e VEGF
(OLIVA, 2008).

4.1 Mecanismo de Acéao do Plasma Rico em Plaguetas

A resposta de reparacdo de tecidos comeca com a formacgédo de um
coagulo de sangue e degranulacédo de plaquetas, que libera fatores de crescimento
e citocinas no local. Isto, por sua vez, resulta na quimiotaxia de células inflamatdrias,
bem como a ativacdo e proliferacdo de células progenitoras locais (ANITUA et al.,
2004; ZHANG et al., 2005).

Acredita-se que o PRP pode aumentar ou estimular a cicatrizacéo
acelerando o processo de cura biolégica que ocorre normalmente apdés uma lesao
(DOLDER et al., 2006; CACERES et al., 2008). Estudos demonstraram que o
plasma rico em plaquetas pode aumentar a proliferagdo de células-tronco e
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fibroblastos quando comparados ao PPP (Plasma Pobre em Plaquetas) (KAKUDO et
al., 2008).

Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar o padrédo de
reparacao das feridas cirargicas em coelhos saudaveis, tratadas ou ndo com PRP

autologo na forma gel.
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ARTIGO CIENTIFICO?!

Avaliacdo da reparacéo de feridas padronizadas em coelhos (Oryctolagus cuniculus) e
tratadas com plasma rico em plaquetas autélogo em gel
Eliane S Santos?, Cecilia B Laposy* *, Karina G B Abegdo?, Rosa M B Nogueira®, Gisele A

Nai?, Bruno N Bracale®, Inara G Delfim®

Resumo
Com o objetivo de avaliar o efeito do plasma rico em plaquetas (PRP) autologo na

forma gel sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas em modelos experimentais in vivo, foram
induzidas feridas no dorso de coelhos com auxilio de um punch de 8mm, sendo o lado direito
considerado controle (A) e tratado com NaCl 0,9% e o lado esquerdo (B) tratado com gel
autologo de PRP. As lesdes foram avaliadas por um periodo de 17 dias. Foram utilizados seis
coelhos brancos da raca Nova Zelandia com idade aproximada de 2 anos e peso medio de 3
kg, sendo trés machos e trés fémeas. Nos dias 0, 3, 7, 10, 14 e 17, os animais foram avaliados
guanto ao peso e comportamento, e as feridas morfoldgica e morfometricamente. No 17° dia
foi feita biopsia para avaliacdo histopatoldgica. A morfometria das feridas foi avaliada
estatisticamente pelos métodos de Mauchly e contrastes pelo método Sidak e o Teste t-
pareado. Macroscopicamente foi evidente a cicatrizacdo precoce da ferida tratada com PRP
gel autélogo em relacdo a controle, o que também foi comprovado nas analises histoldgicas.
Concluiu-se que o PRP aut6logo gel é eficaz e acelera o processo de cicatrizagdo, quando
aplicado em intervalos curtos e de forma seriada, comprovando seu potencial terapéutico
sobre lesbes cuténeas, podendo ainda ser uma alternativa de tratamento de feridas.

Palavras-Chave: Coelho. Plasma rico em plaquetas autélogo. Cicatrizacdo. Feridas.

Titulo corrido: Feridas em coelhos tratadas com plasma rico em plaguetas autélogo gel

Abreviacoes: PRP, Plasma rico em plaquetas; FC, Fator de crescimento; mm, milimetros;
mm?, milimetro quadrado; cm, centimetro; cm?, centimetro quadrado; kg, quilogramas; g,
gramas; G, forca gravitacional; mg, miligramas; dL, decilitros; IM, intramuscular; SC,

subcutanea; NaCl, cloreto de sddio; P, variavel estatistica; CEUA, Comissido de Etica no Uso

! Artigo elaborado seguindo as normas da revista Comparative Medicine.

? Universidade do Oeste Paulista - Mestrado em Ciéncia Animal, Presidente Prudente, Sao Paulo, Brasil.

* Universidade do Oeste Paulista - Faculdade de Ciéncias Agrarias, Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil
* Autor para correspondéncia: claposy@unoeste.br



32

de Animais; PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas; TGF-p, fator transformador
beta; EGF, fator de crescimento epidermal; VEGF, fator de crescimento endotelial vascular;

PPP, plasma pobre em plaquetas; MO, microscopia Gtica.

Introducéo

A pele é um érgdo externo, formada por trés camadas (epiderme, derme e hipoderme),
que reveste 0 organismo e protege as estruturas internas, sendo considerado o maior e mais
pesado 6rgdo, correspondendo a 15% do peso corporal total. Dentre suas fungdes, destacam-
se a defesa organica, termorregulagéo, renovagéo dos tecidos de revestimento, controle do
fluxo sanguineo, percepcao e recepcao sensoriais™.

O processo cicatricial compreende uma sequéncia de eventos moleculares e celulares
que interagem para que ocorra a restauracdo do tecido lesado, desde o extravasamento do
plasma, com a coagulacdo e agregacdo plaquetaria até a reepitelizacdo e remodelagem do
tecido lesado, com o objetivo de restaurar a funcionalidade tecidual*®.

As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos anucleares e discoides presentes no
sangue, produzidas a partir dos megacariocitos, que auxiliam os processos de hemostasia,
cicatrizago e epitelizacdo®®. Ao sofrerem degranulagdo nos sitios de lesdo, liberam diversos
fatores de crescimento (FC) e citocinas que estimulam a ac&o de outras células®, promovendo
aumento da angiogénese, crescimento e permeabilidade vascular, proliferacdo de fibroblastos,
aumento na sintese de coladgeno e producdo de tecido de granulagdo, facilitando assim o
processo de reparo tecidual®.

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma fonte de fatores de crescimento obtidos pelo
sequestro e concentracdo de plaquetas por um gradiente de densidade por meio da
centrifugacdo. Na criacdo do gel de plaquetas, o sangue venoso é centrifugado para produzir
uma alta concentracdo deste hemocomponente em pequeno volume de plasma, alcangando até
seis vezes sua concentracdo inicial. A adicdo de trombina e célcio resulta na ativagdo das
plaquetas e inicio do processo de coagulacdo, formando um gel rico em fatores de
crescimento como o derivado de plaquetas (PDGF), o transformador beta (TGF-B), o
epidermal (EGF) e o endotelial vascular (VEGF)*". Atualmente é utilizado no tratamento de
tendinopatias cronicas'®, queimaduras®, feridas de extremidade de pacientes diabéticos®*,
dermatites provocadas por radioterapia'’, cirurgias plasticas e implantes dentarios®.

Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar o padrdo de reparacdo das feridas

cirurgicas em coelhos saudaveis, tratadas ou ndo com PRP autdélogo na forma gel.
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Material e métodos
Animais

O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o
protocolo numero 1183 da instituicdo de origem. Foram utilizados 6 coelhos adultos,
clinicamente saudaveis, da raca Nova Zelandia, (n=3 machos, n=3 fémeas), peso medio
3,0£1,0kg. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, com temperatura ambiente de
22° + 2°C e fotoperiodo (12 horas claro/escuro) controlados. Durante todo o experimento

foram tratados com racgéo peletizada comercial e agua ad libitum.

Obtencao e processamento do PRP autélogo gel

ApoOs procedimento anestesico, colheu-se 4mL de sangue venoso proveniente da
orelha utilizando scalp 25G. O material foi transferido para um frasco contendo o
anticoagulante citrato de sodio, de onde foi retirada uma aliquota para a contagem automatica
de plaquetas (contador automéatico Sysmex Poch Diff 100iV-Roche) e depois centrifugado,
inicialmente a 200G (centrifuga Excelsa Baby 206R) durante 10 minutos para formagéo de
dois niveis: toda a fracdo correspondente ao plasma mais 200ul. da fracdo vermelha foi
transferida para outro tubo para nova centrifugacdo (400G por 10 minutos).

Nesta etapa formaram-se dois niveis distintos: um superior com coloragdo levemente
amarelada denominada plasma pobre em plaquetas (PPP) e um inferior, avermelhado.
Retirou-se o PPP e do restante foi realizada uma nova contagem de plaquetas, com o objetivo

de verificar se houve uma concentracdo superior a seis vezes do inicial®

. As plaquetas foram
contadas em sistemas automatizado e manual (hemocitémetro).

Constatada a concentragdo plaquetéria adequada, o PRP liquido foi transformado em
gel, com adicéo de gluconato de célcio a 10%, na proporcéo de 4:1?°. O volume final de PRP

em gel foi de aproximadamente 0,5mL.

Inducédo e tratamento das feridas

Os coelhos foram contidos manualmente para realizacao de tricotomia da regido dorsal
direita e esquerda com maquina de tosa (Andis, AGC2 - USA), utilizando lamina n°. 40. Em
seguida, os animais foram anestesiados com uma associacdo de cloridrato de Tiletemina e
Zolazepam (Zoletil® 50, 15mg/kg-1M)*2.

Inicialmente, foi realizada antissepsia da pele com alcool 70% para posterior
demarcacao do local da lesdo com auxilio de caneta, e aplicado 1,0 mL (SC) de anestésico

local (cloridrato de lidocaina a 2% com vasoconstritor). Um punch de 8 mm foi usado para
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realizacdo da ferida cirurgica, tanto na regido dorsal do lado esquerdo (controle) como direito
(ferida tratada com PRP autdélogo gel), a pele foi retirada com auxilio de uma pinga
anatdmica, preservando a musculatura. A lesdo considerada controle (A-lado esquerdo) foi
tratada com solucdo de cloreto de sédio a 0,9% e a do lado direito (B) tratada com PRP
autélogo gel. Em seguida foi colocado um curativo de rayon estéril (1 cm?) e curativo adesivo
sobre ambas feridas. Apds o procedimento cirurgico, os animais receberam cloridrato de
Tramadol, na dose de 0,5mg/kg, IM, 12/12 horas durante 3 dias consecutivos, a fim de se
evitar possiveis desconfortos.

O gel de PRP autélogo foi trocado a cada 3 dias no total de 5 momentos seguindo o
protocolo pré-estabelecido, com modificacdes®. No 17° dia, foi feita a bidpsia da ferida

(utilizando um punch de 8mm e ping¢a anatémica) para avaliacdo histopatologica das lesdes.

Avaliacdo morfoldgica e morfométrica

Nos dias 0, 3, 7, 10, 14 e 17, os animais foram avaliados clinicamente quanto ao peso
em gramas (g) utilizando balanca digital marca ELC-10® observacéo das caracteristicas da
ferida em relacdo a cor considerando-se os escores: (1) résea; (2) amarelada; (3) palida; (4)
ciandtica; bordas da ferida: (1) sem granulacdo; (2) pouca granulacéo; (3) muita granulaco;
exsudato: (1) sem exsudato; (2) pouco exsudato; (3) muito exsudato; caracteristica do
exsudato: (0) ausente; (1) seroso; (2) sanguinolento; (3) purulento; sensibilidade ao toque: (1)
ausente; (2) presente.

A mensuracéo das bordas das feridas (largura e altura) em milimetros foi feita com o
auxilio de um paquimetro digital (DC-60 Western®). As medidas obtidas na mensuracéo
foram usadas para calcular a area da ferida através da formula: A =7 x R x r, onde A ¢ igual a
area, R é igual ao raio maior e r é igual ao raio menor®.

O percentual de contragéo da leséo foi calculado utilizando modelo matematico onde a
percentagem de contracdo (Pc) é igual a area final (Af) menos a area inicial (Ai) vezes 100
(x100), dividido pela area inicial (Ai), ou seja: Pc= (Af — Ai) x 100/Ai **??. Em todos os

momentos a ferida foi fotografada com camera digital (Nikon®).

Avaliacdo histopatoldgica

Previamente a retirada do fragmento (17° dia), foi realizado o mesmo protocolo
anestésico utilizado no momento da inducdo das feridas. Na epiderme foi avaliada
degeneracdo, necrose e regeneracdo, e na derme: edema, hemorragia, grau de

neovascularizacdo, fibrose e tipo de infiltrado inflamatorio. Para todos os pardmetros
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analisados, foi aplicado o sistema de escore, onde: (0) representa auséncia, (1) alteracdo leve,
(2) alteracdo moderada e (3) alteracdo acentuada. As amostras de pele foram fixadas em
solucdo de formalina a 10% tamponada com pH 7,0 por 24 a 48 horas, e depois lavadas em
agua corrente por 1 hora. Apos isso, os fragmentos foram transferidos para uma solucéo de
alcool 70%. Em seguida foram processadas conforme a técnica de rotina histoldgica para
microscopia 6ptica e inclusdo em parafina. Os cortes foram corados pelos métodos da
hematoxilina e eosina. Todas as avaliacdes foram feitas por um nico observador e de forma

cega.

Andlise estatistica

O teste t-pareado foi utilizado para comparar as mesmas variaveis entre as feridas
tratadas e controle (A x B). Para as areas das feridas, utilizou-se a analise de variancia de
amostras repetidas com validagédo da esfericidade de dados pelo teste de Mauchly e contrastes
pelo método Sidak. Nas avaliacdes histopatoldgicas entre controle e tratado (A x B) foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon. Para todas as analises utilizou-se o programa

computacional SPSS, adotando-se o nivel de significancia de 5%.

Resultados

Os animais foram avaliados em todos 0s momentos em relacdo ao peso, sem variagdes
significantes (peso medio 3,0+1,0kg), e clinicamente apresentaram-se saudaveis e sem
alteracdes de comportamento.

O aspecto das feridas (A e B) permaneceu com coloragdo rosea durante todo o
experimento, sem caracteristicas macroscopicas de contaminagdo, excesso de granulacao, dor
ou presenca de exsudato.

As medidas das les6es foram decrescendo gradualmente inversamente proporcional ao
seu percentual de contracdo (P=0,0106). Em relacdo a porcentagem de contracdo da ferida
(Figura 1), verificou-se que a média de contracdo da ferida tratada com PRP, foi de 95,87%
(Tabela 1). Ja a ferida controle ficou com 88,48%, observando-se diferenca significativa
(P<0,05). Apenas um animal tratado com o gel autélogo teve 100% de cicatrizacdo (Figuras 2
e 3).
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Tabela 1. Valores médios e desvios-padréo das areas das feridas (em mm?) A (controle) e B

(tratadas com PRP autélogo de coelhos).

Momentos/Feridas A B P
MO 82,89+13,21"° 84,97+12,94"° 0,348
M10 66,78+20,39"° 43,53+20,46°" 0,045
M17 8,03+5,16"° 3,63+2,63%° 0,020

AB|_etras mailsculas diferentes na mesma linha P<0,05
) etras mindsculas na mesma coluna P<0,05

Com relacdo a avaliacdo histopatologica, verificou-se que, dos animais tratados com
PRP autdlogo, 50% (3 coelhos) apresentaram reepitelizacdo parcial e os outros 50% total; nas
feridas controle, verificou-se que 66,7% (4 animais) apresentaram reepitelizacdo total, os
outros 2 apresentaram reepitelizacéo parcial.

Quanto a presenca de crosta fibrino-leucocitaria e a neovasculariza¢do, observou-se
que, tanto nas feridas tratadas como nas feridas controle, estavam presentes em 66,7% e
ausentes nos outros 33,3% (2 coelhos). Estatisticamente os resultados foram iguais (P=
0,3173) (Figuras 4 e 5).

Em relacéo ao infiltrado inflamatorio, observou-se leve infiltrado inflamatorio do tipo
linfocitico e discreta presenca de macrdfagos, tanto nas feridas A como B maior ou igual a
50%.

Na observacdo tanto dos fibroblastos como das fibras colagenas, houve presenca em
quantidade moderada maior ou igual a 65% nas feridas A e B, e grande quantidade nas demais
(Figuras 4 e 5).

Discussao

A auséncia de alteracdes clinicas e comportamentais durante o decorrer do
experimento sinaliza que os animais ndo apresentaram dor***?*, O uso do cloridrato de
Tramadol nos primeiros dias ap6s a inducdo da ferida contribuiu para 0 bem estar dos
coelhos, proporcionando alivio adequado a qualquer tipo de desconforto’.

Macroscopicamente, as feridas tratadas com PRP apresentaram melhor cicatrizacéo,
observando-se maior porcentagem de contracdo em rela¢do as controles. O mesmo relato foi
observado em trabalhos com enxertos cutaneos em feridas cronicas®’ e enxertos de pele em
coelhos®®. 1sso comprova a agdo das citocinas e FC contidos nas plaguetas que envolvem o

processo de aceleracdo cicatricial .



37

Bauer et al.’, ao utilizarem PRP em feridas dérmicas padronizadas em ratos, ndo
verificaram a aceleracdo da cicatrizagdo, nem retracdo da &rea das feridas. Uma das possiveis
justificativas foi a aplicacdo Unica do gel, ja que estudos sugerem aplicacdes repetidas de PRP
para a promogdo de resultados satisfatorios.

O fato do PRP ser homoélogo também poderia ser outra justificativa, uma vez que seu
uso ndo interferiu no processo de cicatrizagdo, no entanto, ndo foram observados efeitos
téxicos ou prejudiciais®. No presente estudo, o gel foi aplicado com intervalo de 3 a 4 dias.
Pacientes com Uulceras cronicas tratadas com aplicacdo semanal de PRP também mostraram
maior &rea de reparagdo®, reforcando a importancia de aplicaces seriadas do gel com intuito
de acelerar o processo cicatricial.

Na avaliacdo histopatoldgica, houve presenca de moderada a grande quantidade de
fibroblastos e de fibras colagenas na terceira semana do inicio do processo cicatricial. As
feridas A e B comparadas microscopicamente mostraram que o PRP teve um papel importante
na remodelacdo da ferida, promovendo uma maior proliferacdo de fibroblastos, fibras
colagenas e neovascularizacdo. Os dados deste estudo corroboram Vendramin et al.?®, que
demonstraram que o PRP apresenta eficacia no processo de remodelacdo e cicatrizacdo de
enxertos de pele em coelhos quando comparados aos ndo tratados. Outros autores também
verificaram o aumento da taxa de producéo de fibras colédgenas e proliferacdo de fibroblastos,
acelerando a cicatrizac&o de um modo geral em humanos?.

Mais estudos devem ser estimulados sobre a eficacia do PRP autélogo na cicatrizacao,
por ser um metodo barato e de facil preparo, o que permite seu uso em varias linhas de
tratamento. Conclui-se que a aplicacdo do PRP gel autélogo em intervalos curtos e de forma
seriada em feridas cutaneas, acelera o processo cicatricial, sendo uma alternativa no

tratamento de feridas.
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Figura 1. Avaliacdo morfométrica das feridas controle (A) e tratada (B) com PRP aut6logo

gel. Observar o decréscimo de forma linear das lesdes tratadas com gel de PRP aut6logo.
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Figura 2. Coelho 3: Fotografia mostrando a evolugdo cicatricial nos momentos 10, 14 e 17

evidenciando o aspecto macroscopico das lesGes. As letras A e B correspondem aos lados
controle e tratado, respectivamente. Observar a presenca de crosta e reducdo da ferida, mais

intensas nas feridas tratadas com gel de PRP aut6logo.
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Figura 3. Coelho 6: Fotografia mostrando a evolugdo cicatricial nos momentos 7, 14 e 17
evidenciando o aspecto macroscépico das lesGes. As letras A e B correspondem aos lados
controle e tratado respectivamente. Observar o processo cicatricial mais evidente no lado
tratado com gel de PRP autdélogo nos diferentes momentos, sendo que no momento 17B, a

ferida tratada, encontra-se totalmente cicatrizada.
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Figura 4. Fotomicroscopia das feridas controles (A e B) e tratadas (C e D): A - reepitelizacdo
parcial e crosta fibrino-leucocitaria (Hematoxilina-eosina, aumento de 100x). B -
neovascularizacdo discreta e grande nimero de fibroblastos (Hematoxilina-eosina, aumento
de 400x). C — reepitelizacdo total e crosta fibrino-leucocitaria (Hematoxilina-eosina, aumento
de 100x). D — neovascularizacéo discreta, grande numero de fibroblastos e discreto infiltrado

inflamatorio (Hematoxilina-eosina, aumento de 400x).



44

Figura 5. Fotomicroscopia das feridas controles (A e B) e tratadas (C e D): A — Pequena
quantidade de fibras colagenas (Tricromio de Masson, aumento de 100x). B — Detalhe das
fibras colagenas (Tricrémio de Masson, aumento de 400x). C — Grande quantidade de fibras
colagenas (Tricromio de Masson, aumento de 100x). D — Detalhe das fibras coladgenas

(delgadas e espessas) (Tricromio de Masson, aumento de 400x).
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