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RESUMO

COMPARACAO DE FERIDAS INDUZIDAS EXPERIMENTALMENTE EM COELHOS
TRATADAS COM DIFERENTES FONTES DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Ao longo dos anos, o plasma rico em plaquetas (PRP) autélogo tem sido utilizado
com grandes vantagens na cicatrizacdo de feridas agudas e crénicas. No entanto,
algumas situagdes inviabilizam o uso desta fonte, devendo ser consideradas outras
alternativas de PRPs como homodloga ou heteréloga. Com o objetivo de avaliar o
efeito do plasma rico em plaquetas (PRP) na forma gel autdlogo, heterélogo e
homélogo sobre a cicatrizacdo de feridas cutaneas in vivo, foram utilizados 24
coelhos (9 machos e 9 fémeas) divididos em 3 grupos para 0 experimento e 6
animais (3 machos e 3 fémeas) foram doadores de PRP. Para o grupo heterdlogo,
utilizou-se um céo, adulto, sem raga definida para obtencdo do PRP. As lesbes
foram feitas com auxilio de um punch de 8 mm, sendo que o lado direito foi tratado
com NaCl 0,9%® (A) e o lado esquerdo (B) aplicado gel de PRP (GA=autdlogo;
GHE=heterdlogo e GHO=homologo). As lesbes foram avaliadas por um periodo de
17 dias. Nos dias 0, 3, 7, 10, 14 e 17 os animais foram avaliados clinicamente por
meio de peso e dor, e no 17° dia foi feita bidpsia para avaliacdo histopatologica das
feridas. O percentual de contragéo foi evidente no lado B (tratado), o que também foi
comprovado nas analises microscopicas dos cortes histologicos. Com isso, concluiu-
se que o PRP, independente da fonte, melhora e acelera o processo de cicatrizacéo,
comprovando seu potencial terapéutico sobre as lesdes cutaneas, podendo ser
utilizado em pacientes com dificuldades de cicatrizacao.

Palavras-chave: Plasma rico em plaquetas, curativo bioldgico, feridas, coelhos



ABSTRACT

COMPARISON OF WOUND INDUCED EXPERIMENTALLY IN RABBITS TREATED WITH
DIFFERENT SOURCES OF PLATELET-RICH PLASMA

Over the years, the platelet-rich plasma (PRP) autologous has been used to great
advantage in the healing of acute and chronic wounds. However, some situations
make it impossible to use this source, should be considered as alternatives to PRP
homologous or heterologous. Aiming to evaluate the effect of platelet-rich plasma
(PRP) in autologous, heterologous and homologous form gel on cutaneous wound
healing in vivo, 24 rabbits (9 males and 9 females) divided into three groups were
used for the experiment and 6 animals (3 males and 3 females) were donors PRP.
For the heterologous group, used a dog, adult mongrel to obtain PRP. The lesions
were performed using a punch of 8 mm, and the right side was treated with 0.9%
NaCl ® (A) and left side (B) applied PRP gel (GA = autologous, GHE=heterologous,
and GHO = homologous). Lesions were evaluated for a period of 17 days. On days
0, 3, 7, 10, 14 and 17 animals were clinically evaluated by weight and pain, and on
day 17 biopsies were taken for histopathological assessment of wounds. The
percentage of contraction was evident in side B (treated) in all groups, which was
also confirmed in the microscopic analysis of histological sections. Thus, it was
concluded that the PRP, regardless of source, improves and accelerates the healing
process, demonstrating their therapeutic potential on skin lesions and can be used in
patients with impaired wound healing.

Keywords: Platelet-rich plasma, biological dressing, wound, rabbits



PRP- Plasma Rico em Plaquetas
PPP- Plasma Pobre em Plagquetas
PC- Percentual de contracdo

Ai- Area inicial

Af- Area final
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1 ARTIGO CIENTIFICO"

Comparacdo de feridas induzidas experimentalmente em coelhos tratadas com diferentes
fontes de plasma rico em plaguetas

DV Barrionuevo, CB Laposy, KGB Abegdo, RMB Nogueira, GA Nai, BN Bracale, IG
Delfim

Universidade do Oeste Paulista, Mestrado em Ciéncia Animal, Rodovia Raposo Tavares, Km
572, 190075-175, Presidente Prudente, Brazil.

Autor para correspondéncia: C B Laposy. Email: claposy@unoeste.br

Resumo

Ao longo dos anos, o plasma rico em plaquetas (PRP) autélogo tem sido utilizado com
grandes vantagens na cicatrizagdo de feridas agudas e cronicas. No entanto, algumas situacoes
podem inviabilizar o uso desta fonte, devendo ser consideradas outras alternativas de PRP
como homoéloga ou heteréloga. Com o0 objetivo de avaliar o efeito do plasma rico em
plaquetas (PRP) na forma gel autdlogo, heter6logo e homologo sobre a cicatrizacdo de feridas
cutaneas in vivo, foram utilizados 24 coelhos (9 machos e 9 fémeas) divididos em 3 grupos
para o experimento e 6 animais (3 machos e 3 fémeas) foram doadores de PRP. Para o grupo
heterdlogo, utilizou-se um cdo, adulto, sem raca definida para obtencdo do PRP. As lesdes
foram feitas com auxilio de um punch de 8 mm, sendo que o lado direito foi tratado com
NaCl 0,9%® (A) e o lado esquerdo (B) aplicado gel de PRP (GA=aut6logo; GHE=heter6logo
e GHO=homdlogo). As lesdes foram avaliadas por um periodo de 17 dias. Nos dias 0, 3, 7,
10, 14 e 17 os animais foram avaliados por meio de peso e dor, e no 17° dia foi feita bidpsia
para avaliagdo histopatoldgica das feridas. O percentual de contracdo foi evidente no lado B
(tratado), o que também foi comprovado nas analises microscopicas dos cortes histoldgicos.

Com isso, concluiu-se que o PRP, independente da fonte, melhora e acelera o processo de

" Artigo elaborado segundo as normas da revista Laboratory Animals.
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cicatrizacdo, comprovando seu potencial terapéutico sobre as lesdes cutaneas, podendo ser

utilizado em pacientes com lesdes cutaneas.
Palavras-chave: Plasma rico em plaquetas, curativo bioldgico, feridas, coelhos
Titulo corrido: Feridas tratadas com diferentes PRPs.

A cicatrizacao de feridas € um processo biologico complexo que envolve respostas celulares e
moleculares com intuito de reorganizar inicialmente os componentes da matriz extracelular
visando um fechamento rapido da ferida, bem como obter uma cicatriz funcional e
esteticamente satisfatéria™?. Embora n3o haja dados que quantifiquem os portadores de
feridas no Brasil, as alteragdes na integridade da pele interferem na qualidade de vida da
populacdo e constituem um sério problema de saude publica, pois causam impactos fisicos,
psicolégicos e sociais, somado a um elevado custo econdmico®,

Estudos sobre plasma rico em plaquetas (PRP) estdo voltados a avaliacdo de seus fatores de
crescimentos, 0s quais sdo importantes no reparo das feridas em cicatrizacdo e que sdo
liberados a partir da degranulacdo plaquetaria. A secrecdo ativa destes fatores tem inicio 10
minutos apos a coagulacao plaquetaria, onde mais de 95% destes fatores sdo secretados dentro
de 1 hora*; e estes quando em contato com seus receptores nucleares respectivos estimulam a
angiogénese, replicacdo dos tecidos, cicatrizagdo e crescimento de novas estruturas
organicas®®.

O plasma rico em plaquetas é um concentrado de plaquetas, por meio do qual se adquire altas
concentracdes de fatores de crescimento’. Para apresentar propriedades regenerativas e efeito
terapéutico desejado, sua concentracdo deve ser superior a 300.000 plaquetas/uL, porém
outros autores relatam que para obter uma melhor eficacia esta concentracdo ideal deve ser
em torno de 1.000.000 plaquetas/pL, ou seja, cerca de 5 vezes acima sobre a concentragéo

basal®®.
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As fontes de PRP podem ser autologa, homologa ou heteréloga, onde a primeira possui a
vantagem de diminuir a transmissdo de doencas infecto contagiosas e rea¢es imunoldgicas
por rejeicdo®®. Dentre os fatores limitantes para o uso de PRP autlogo estdo os portadores de
feridas associadas a doencgas crdnicas como cardiopatias, diabetes mellitus e hipertensédo
arterial sistémica, pois estes pacientes possuem salde debilitada, que a longo prazo
desenvolvem um quadro de trombocitopenia, inviabilizando sucessivas coletas de sangue™.
Hé& também as situacdes de lesdes de grande extensdo causadas por queimaduras™. Nestes
casos torna-se interessante a possibilidade de utilizacdo de outras fontes de PRP. No entanto,
uma possivel desvantagem do uso de fontes heterdloga ou homologa seria a impossibilidade
das plaquetas secretarem de forma adequada todos os fatores de crescimento, além de conter
fatores de antigenicidade®®. Estudos recentes revelaram resultados satisfatérios no tratamento
de feridas de membros inferiores de pacientes diabéticos tratados com gel de PRP obtido a
partir de plaguetas homdélogas compativeis e cicatrizacdo de Ulcera corneana em coelhos com
associagdo de PRP e soro sanguineo heterélogo’®*?.

A obtencdo do PRP ¢ simples e o procedimento pode ser adaptado facilmente para a maioria
das situagdes clinicas com infraestrutura minima, mantendo boa rela¢do custo/beneficio, pois
sua aplicagdo pode resultar em uma melhor qualidade de vida ao paciente por acelerar o
processo de cicatrizagdo e reduzir os custos do tratamento >*°.

Sendo assim, o trabalho objetivou comparar a viabilidade do uso do PRP aut6logo, heter6logo
e homologo em feridas induzidas experimentalmente em coelhos, por meio de avaliacdo
clinica, morfolégica e morfométrica. A hipbtese do ensaio é que o uso dos diferentes

protocolos de PRP melhore e acelere o processo de cicatrizagdo em escala decrescente de

eficiéncia, respectivamente das fontes autdloga, homéloga e heteréloga.
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Material e Métodos

Animais

O trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo
namero 1639 da Universidade do Oeste Paulista, Unoeste, Presidente Prudente, S.P., Brasil.
Foram utilizados 24 coelhos (n=12machos, n=12 fémeas) da raca Nova Zelandia Branco,
saudaveis, provenientes do Biotério Central da Instituicdo, sem lesdes dermatologicas
visiveis, adultos, com peso médio de 3.0+1.0 Kg. Os coelhos foram mantidos em gaiolas
individuais, com temperatura ambiente de 22+2°C, fotoperiodo (12 horas claro/escuro),
iniciando o claro as 7:00 horas, humidade de 55%:z5 controlados e com aclimatacao de 7 dias.
Durante todo o periodo experimental receberam racdo peletizada e agua ad libitum e foram
mantidos no Biotério de Experimentacdo Animal da Unoeste. Do total de 24 animais, seis (3
machos e 3 fémeas) foram utilizados somente como doadores para confeccdo do PRP
homologo. Um cdo adulto, sem raca definida, clinicamente saudavel, peso médio de 25Kg foi
utilizado como Unico doador para o preparo do PRP gel do grupo heterélogo, mantido em baia
individual no Hospital Veterinario da mesma instituicdo com agua e ragéo ad libitum.
Inducédo e tratamento das feridas

Os coelhos foram distribuidos em grupos: autélogo GA (n=6), heterélogo GHE (n=6) e
homdlogo GHO (n=6 tratamento e n=6 doadores). Os animais foram contidos manualmente e
realizada a tricotomia da regido dorsal direita e esquerda com maquina de tosa (Andis, AGC2
- USA), utilizando l1&mina n°. 40. Em seguida, foram anestesiados com uma associagdo de
cloridrato de Tiletamina e Zolazepam (Zoletil® 50, 15mg/kg) intramuscular (IM)™.
Inicialmente, foi realizada antissepsia da pele com &lcool 70%" , demarcacdo do local da
lesdo (caneta Pilot®), e aplicado 1,0 mL subcutaneo (SC) de anestésico local (cloridrato de
lidocaina a 2% com vasoconstritor). Utilizou-se um punch de 8mm para realizacdo da ferida

cirGrgica, tanto na regido dorsal do lado esquerdo (A) como direito (B)™.
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A pele foi retirada com auxilio de uma pingca anatémica, preservando a musculatura.
Antecedendo a terapia topica, as feridas foram limpas utilizando gaze estéril e solucdo de
cloreto de sédio a 0,9%. A ferida considerada controle (lado A) foi tratada com solucdo de
cloreto de sédio a 0,9%® e a ferida do lado direito foi tratada com PRP na forma gel (B). Em
seguida foi colocado um curativo sobre as duas feridas (A e B) com ryon esteéril e curativo
adesivo (Band Aid®) pelo tempo médio de (4horas + 1). Apés o procedimento cir(rgico, os
animais receberam cloridrato Tramadol (0,5mg/Kg), IM, 12/12h*®* durante 3 dias
consecutivos, a fim de minimizar o desconforto inicial.

A primeira troca dos curativos foi feita trés dias apos a inducdo das feridas, seguindo o
mesmo protocolo anestésico, procedimento de limpeza e tratamento utilizado no dia da
inducdo da ferida. A partir disso, as trocas ocorreram a cada quatro dias, segundo protocolo

estabelecido por Vendramin et al.*

, com modificacbes, até completarem 16 dias de
experimento. No 17° dia, foi feita a bidpsia da ferida (utilizando um punch de 8 mm e pinca
anatdbmica) para avaliacdo histopatoldgica das lesdes e observar o inicio da fase de
remodelacéo da cicatriz.

Obtencdo e processamento do plasma rico em plaquetas autélogo, heterdlogo e
homologo.

Para o PRP autdlogo utilizou-se sangue do préprio coelho e para o PRP homdlogo foi
utilizado um coelho saudavel para cada coelho com ferida.

Para o PRP heterdlogo, apos a contengdo manual do cédo, colheu-se 4 mL de sangue da veia
jugular externa, utilizando tubos a vacuo contendo anticoagulante EDTA e agulhas 25x8mm.
Nos grupos autélogo e homologo, a colheita de sangue dos coelhos foi realizada na veia
auricular apos procedimento anestésico adotando o mesmo protocolo utilizado para a inducéo

da ferida. Colheu-se 4mL de sangue venoso utilizando scalp 25G. O material foi transferido

para um frasco contendo o anticoagulante citrato de sodio, onde foi retirada uma aliquota para
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a contagem automatica de plaquetas (contador automatico Sysmex Poch Diff 100iV-Roche) e
depois centrifugado, inicialmente a 200G (centrifuga Excelsa Baby 206R) durante 10 minutos
para formacdo de dois niveis: toda a fragao correspondente ao plasma mais 200uL da fragdo
vermelha foi transferida para outro tubo para nova centrifugacdo (400G por 10 minutos).
Nesta etapa formaram-se dois niveis distintos: um superior com coloracdo 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 (hemocitometro)™® .

Constatada a concentracdo plaquetaria adequada, o PRP liquido foi transformado em gel, com
adicdo de gluconato de célcio a 10%, na proporcéo de 4:1*°. O volume final de PRP em gel
foi de aproximadamente 0,5mL.

Avaliacoes clinica e morfométrica

Nos dias 0, 3, 7,10,14 e 17, os animais foram avaliados com relagdo ao peso em gramas (g)
utilizando balanca digital marca ELC-10® observacdo das caracteristicas da ferida em
relagdo a cor considerando-se 0s escores: 1-r0sea; 2-amarelada; 3-pélida; 4-ciandtica;
caracteristica do exsudato: 1-seroso; 2-sanguinolento; 3-purulento; tecido de granulagdo,
crosta, hiperemia, edema e exsudato: O-ausente, 1l-presente; sensibilidade: 0-ausente, 1-
presente, considerando mudangas no comportamento como: agitacdo, vocalizacdo e
movimentos de virar a cabeca com intencéo de morder ap6s a palpacéo do local da ferida™.

A mensuracgdo 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 mensuracdo foram
usadas para calcular a &rea da ferida atraves 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'®%.
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O percentual de contracdo da lesdo foi calculado utilizando modelo matematico onde a
percentagem de contracdo (Pc) € igual a area final (Af) menos a area inicial (Ai) vezes 100
(x100), dividido pela &rea inicial (Ai), ou seja: Pc= (Af — Ai) x 100/Ai**. Em todos os
momentos a ferida foi fotografada com camera digital (Nikon®).

Avaliacao Histopatoldgica

Previamente a retirada do fragmento (17°dia), foi realizado o mesmo protocolo anestésico
utilizado no momento da inducgéo das feridas. Na epiderme foi avaliada degeneracao, necrose
e regeneracdo, e na derme: edema, hemorragia, grau de neovascularizagdo, fibrose e tipo de
infiltrado inflamatorio. Para todos os parametros analisados, foi aplicado o sistema de escore,
onde: (0) auséncia, (1) alteracéo leve, (2) moderada e (3) 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 solucdo de alcool 70%. Em seguida foram processadas conforme a técnica de rotina
histolégica para microscopia Optica e inclusdo em parafina. Com auxilio de micrétomo
rotativo, seccdes de 5 um de espessura de todas amostras foram obtidas e coradas pelos
métodos de hematoxilina-eosina (H/E) e de tricomio de Masson para identificacdo de fibras
colagenas®?®, Todas as avaliagdes foram feitas por um Unico observador e de forma cega.
Anélise Estatistica

Para validacdo dos pressupostos de normalidade dos dados e homogeneidade de variancias
foram realizados respectivamente o0s testes de Shapiro-Wilk e Levene. O teste néo
paramétrico de Friedman foi utilizado para comparar os escores de cor da ferida entre
momentos dentro de cada grupo. Para determinar se os escores histopatologicos diferiram
entre grupos no lado A e no lado B, recorreu-se ao teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis

com contrastes pelo método de Student-Newman-Keuls. Para determinar se 0s mesmos
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escores diferiram entre os lados A e B, dentro de cada grupo recorreu-se ao teste de
Wilcoxon.

Para verificar se as médias do percentual de contracdo da ferida do lado A em relacdo ao lado
B diferiram entre grupos dentro de cada momento, utilizou-se a analise de variancia em uma
via (ANOVA one-way).

Para verificar se o percentual final (M17-MO0) de contracdo da ferida diferiu entre lados,
dentro de cada grupo, utilizou-se o teste t-pareado.

Foi utilizada regresséo linear simples para modelar os percentuais de contracdo da ferida
(variavel dependente) em relacdo ao tempo em dias (variavel independente) para cada um dos
grupos e para os lados A e B. Para determinar os coeficientes de regressao e interceptos
diferiram entre as retas ajustadas para cada grupo, empregou-se o teste t ndo pareado. Todas
as analises foram conduzidas com auxilio do programa Biostat 5.0 e com nivel de
significancia de 5%.

Resultados e Discusséo

Os animais foram avaliados em todos os momentos em relacdo ao peso, sem variagoes
significantes (peso médio 3,0+1,0kg) e sem alteracdes de comportamento. O uso do cloridrato
de tramadol no pés-cirtrgico pode ter contribuido para o bem estar dos animais®*. Além disso,
alguns autores que trabalharam com PRP na cicatrizacdo de feridas relataram um possivel
efeito analgésico com o uso do concentrado de plaquetas por conter endocanabidides, que sob
condicdes inflamatérias, aumentam significativamente sua producéo para conferir analgesia®.
O aspecto das feridas (A e B) nos trés tipos de tratamento permaneceu com colorag¢do résea
durante todo o experimento, sem caracteristicas macroscépicas de contaminacao, excesso de
granulacdo ou presenca de exsudato como mostra a Figura 1.

Com relacdo a avaliacdo histopatologica, verificou-se que, todos os animais tratados com 0s

trés tipos de PRP apresentaram reepitelizacdo total. A presenca de crosta fibrino-leucocitaria e
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angiogénese foram verificadas nas feridas A e B dos trés grupos (P>0,05). Estas observacdes
estdo condizentes com a fase inflamatdria da cicatrizagdo e oferecem protecdo para uma
reparagdo tecidual eficiente®®.

O infiltrado inflamatorio verificado nos grupos A e HO foi do tipo linfocitico, com discreta
presenca de macrofagos, tanto nas feridas A como B maior ou igual a 50%. J& no GHE,
verificou-se a presenca discreta de neutrdfilos. Apesar deste achado, o uso do PRP heterdlogo
ndo implicou na presenca de infeccdo ou reacdo alérgica, corroborando outras pesquisas que
utilizaram fontes heterélogas de PRP 2",

As fibras colagenas estiveram presentes em todos os grupos (Figura 2), com maior quantidade
nos coelhos tratados dos grupos GA e GHO (P>0,05). O mesmo foi verificado em lesdes em
tenddo de coelhos que foram tratadas com PRP e colageno suino. Os pesquisadores
observaram gue além do aumento, houve orientacdo longitudinal das fibras colagenas, o que
favoreceu 0 processo cicatricial?®>. No GHE foi possivel observar moderada quantidade de
fibras colagenas nas lesbes A e B. Resultado semelhante foi observado ao utilizar o PRP
bovino em leses corneanas de coelhos, onde estas fibras eram delgadas e organizadas®.

O uso das diferentes fontes de PRPs proporcionou um percentual de contragdo das feridas
bem semelhante (Tabela 1). Observou-se que, apesar de n&o apresentarem diferencas
estatisticas, as fontes heter6loga e homdloga mostraram-se tdo eficientes quanto a fonte
autologa, entretanto houve predominio de infiltrado inflamatorio neutrofilico nas lesGes
tratadas com PRP heter6logo, o que poderia indicar um inicio de reacdo inflamatdria, e
retardar o processo cicatricial. Os achados do presente estudo sugerem que a migracgao celular
e diferenciagdo dos miofibroblastos ocorreu de forma similar em todos os protocolos. A partir
do 14° dia pés-lesdo, ocorreu uma maior contracdo das feridas em todos os grupos, mas
especialmente nos lados tratados com as diferentes fontes de PRP e no 17° dia alcangou nos

grupos A (95,9%), HE (96,8%) e HO (99,7%), como mostram as Figuras 3e 4 .
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Concluséo
Concluiu-se que o PRP, independente da fonte, melhora e acelera o processo de cicatrizagéo,
comprovando seu potencial terapéutico sobre as lesdes cutaneas. O PRP homologo e

heter6logo podem ser utilizados onde a obten¢do do sangue autélogo néo é viavel.
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Figura 1 Fotografia mostrando a evolucéo cicatricial ao final do 17° dia, evidenciando o
aspecto macroscopico das lesdes. As letras a, b, ¢ correspondem ao lado controle dos grupos

AHE,HO. As letras d, e, f evidenciam o lado tratado dos respectivos grupos de PRPs.
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Figura 2 Fotomicroscopia do 17° dia mostrando: (a) (c)Pequena quantidade de fibras
colagenas (b) (e) Moderada quantidade de fibras colagenas. (d) (f) Grande quantidade de
fibras colagenas. As letras a, b, ¢ correspondem ao lado A dos grupos A, HE e HO. As letras
d, e, f evidenciam o lado B dos respectivos grupos de PRPs (Tricrdmio de Masson, aumento

de 100x).
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Figura 3 Porcentagem de contracdo das feridas A dos grupos autologo, heterélogo e

homologo.
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Figura 4 Porcentagem de contracdo das feridas B tratadas com PRP aut6logo, heterdlogo e

homologo.
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Tabela 1 Médias e desvios-padrdo dos percentuais de contracdo (%) das feridas A e B

induzidas experimentalmente em coelhos com as trés fontes de plasma rico em plaquetas

(PRP).
Fontes de PRP
Autdlogo Heterdlogo Homologo

Dias A B A B A B

3 9,3+x17,4 13,5455,8 18,2+14,0 23,9+13,1 15,2+25,38 26,9+4,7
7 5,9%+26,9 25,3+104 27,1+19,2 38,6+14,0 30,7+26,7 39,7+11,1
10 17,1+33,4 47,6£25,8 415+29,0 51,1+10,9 50,2+9,1 60,0+15,8
14 57,7+43,6  71,5+23,5 80,6+28,6 84,4+12,2 86,6+11,1 91,7+12/4

17

90,3+6,7 95,9+3,0 96,5+7,8 96,8+4,7 97,8+2,2 99,7+0,5
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