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RESUMO

Introducgao e Objetivos:

A cirurgia com a utilizacdo dos microimplantes capilares (MICs) tem sido adotada
amplamente no tratamento da calvicie masculina e feminina. A integragao destes microenxertos
pode variar entre 70% a 85% e, embora todos os cuidados sejam tomados desde sua
obtengdo na area doadora até sua preparagcao e implantagdo na area calva, € necessario
levar em conta a apoptose e a necrose como fatores que interferem neste processo.
Considerando esta perda como relevante na cirurgia da calvicie, estabeleceu-se um trabalho
experimental utilizando o plasma rico em plaquetas (PRP) e seus fatores de crescimento,
obtido do proprio sangue do paciente, no intuito de estimular a integragdo e o crescimento
dos MICs. A exemplo de outros trabalhos publicados com PRP e seus fatores plaquetarios,
sobretudo nas areas da traumatologia, odontologia, maxilofacial e na cirurgia plastica,
acreditou-se neste protocolo cirdrgico como uma nova contribuicdo para a cirurgia da
calvicie com a utilizagdo dos MICs.

Material e Métodos

Foram selecionados 23 pacientes masculinos portadores de calvicie do tipo padrao,
na faixa etaria de 22 a 55 anos, para um trabalho experimental de controle interno,
emparelhado, em que cada paciente serviu como seu proprio controle. Delinearam-se duas
areas calvas de 2,5 cm x 2,5 cm em que, a direita do paciente, se implantaram os MICs
embebidos em PRP com seus fatores de crescimento e, a esquerda, os MICS considerados
controles. Ao final de 7 meses de pds-operatério realizou-se a contagem definitiva dos
microimplantes desenvolvidos. Os dados quantitativos foram descritos com média e desvio
padrdo. A comparacao do lado controle com o lado experimental foi realizada por teste t de
Student para amostras emparelhadas. Foi também estimado o efeito do método experimental

sobre o controle através da diferenga média entre o numero de MICs dos dois lados seguido



de seu intervalo de confianca de 95%. Os dados foram processados e analisados com o
auxilio do programa SPSS versao 12.0.

Resultados

Na comparagéo da contagem de MICs entre o lado experimental tratado com PRP e
seus FCs e o lado controle, foi observada uma diferenga estatisticamente significativa
(P < 0,001). O lado esquerdo, considerado controle, teve um crescimento médio de
16,7 MICs/cm? enquanto o lado direito, onde se utilizou o PRP, teve um crescimento de
18,9 MICs/cm?. Isto representou uma diferenga de 13,6% a maior na densidade capilar. Alguns
pacientes tiveram diferencas menores do que 5% e outros foram considerados casos
excepcionais, com 31% e 52% de aumento na densidade capilar. Esta variabilidade deve ser
considerada com cautela e novos estudos deverdo ser estabelecidos observando-se
também idade, fumo, exercicios fisicos e dieta alimentar.

Conclusao

De acordo com os resultados obtidos, houve um rendimento consideravel superior de
13,6% no lado direito onde se utilizaram os MICs embebidos no PRP e seus FCPs. Houve
eficacia e integracdo melhores, resultando num maior numero de foliculos e numa maior
densidade capilar, o que trouxe um resultado positivo na cirurgia da calvicie masculina do

tipo padrdao com o uso do PRP e seus FCPs.

Palavras-Chave: Alopécia, calvicie padrao masculino, calvicie/cirurgia, controle interno-
externo, epidemiologia experimental, estudos de casos e controles com
emparelhamento, estudos de casos e controles, fator de crescimento
derivado de plaquetas, fator de crescimento vasculo-endotelial, fator
transformador do crescimento beta, fatores de crescimento plaquetarios,
microimplantes capilares, PDGF, plaquetas, plasma, plasma rico em

plaguetas, Substancias de crescimento, TGF-beta, VEGF.






ABSTRACT

Introduction and Objectives

Follicular Units are commonly used in baldness surgery, and they have became a
global procedure for both male and female patients. The micrografts yield varies between 70
to 85% and even we handle carefully to harvest and prepare it from the donor area and doing
the implantation procedure under strict protocol, we need to consider to apoptosis and
necrosis the main subjects that can interfere in this procedure. In order to improve hair density
and stimulate follicular unit growth, an experimental study has been designed using platelet
rich plasma with their growth factors obtained from the patient’s autologous blood. According
to scientific papers published in this area, mainly in the areas as traumatology, odontology,
maxilo-facial and plastic surgery we intended to bring a new contribution to the follicular units

baldness surgery.
Material and Methods

The amount of twenty three patients was selected with male pattern baldness in
between 22 to 55 years old and delineated a paired scientific protocol within subjects design.
Experimental and control baldness areas of 2.5 cm x 2.5 cm have been compared and
defined that at the right side of the patient they should be implanted follicular units imbibed
with platelet rich plasma and its growth factors and at the left side the follicular units
considered controls. By the end of seven months when all the follicular units were grown it

was done the counting of it.

The data was summarized using mean and standard deviation. To compare the two

procedures involved we used the paired Student t-test, since data showed a Gaussian



distribution. Analyses were performed using SPSS version 12.0. Significance level was set to

alpha 0.05.

Results

There was a statistically significant difference observed in the yield of follicular units
when comparing the two groups (P < 0.001). The experimental group with the platelet rich
plasma with the growth factors showed a density of 18.9 FU/ per cm? while the control group
showed 16.7 FU/ per cm? represented a 13.6% increase in the capillary density. Some
patients have experienced less then 5% while others, considered exceptionals, showed 31%
and 52% increase of follicular units yields. These varyabilities should be observed with
caution and new researches should be established regarding age, smoking, exercises and

food diet.

Conclusion

According the obtained results a considerable effect of 13.6% was observed in the
right side where has been used follicular units embibed with platelet rich plasma with growth
factors. It has been an efficiency and a better yield resulting in more follicles and in more hair
density that brought a positive result for the male pattern baldness surgery with platelet rich

plasma and their growth factors.

Key Words: Alopecia, male pattern baldness, alopecia/surgery, blood platelets, case-control
studies, epidemiology, experimental, follicular units, growth substances, hair
micrografts, internal-external control, PDGF, plasma, platelet derived growth
factor, platelet rich plasma, TGF-beta, transforming growth factor beta, vascular
endothelial growth, factor, VEGF.
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1 INTRODUGAO

A cirurgia com a utilizagdo de microimplantes capilares (MIC) tem sido adotada
amplamente no tratamento da calvicie masculina e feminina. Os primeiros trabalhos surgiram na
década de 1980 com as publicagbes de Nordstrom (1) e Marrit (2), que empregaram os
MICs para corregao de cicatrizes e seqlelas de queimaduras do couro cabeludo. Esses
autores, a partir dos tufos de Orentreich (3), largamente empregados até entdo para corregoes
de alopecias e que continham ao redor de 8 a 12 foliculos capilares, os fracionaram em
pequenos enxertos contendo de 2 a 4 foliculos e os implantaram naquelas regides afetadas,
para melhorar o aspecto estético e evitar a aparéncia indesejavel dos tufos. Posteriormente,
Uebel apresentou pela primeira vez em 1989 e publicou em 1991 (4, 5) um trabalho sobre a
utilizagcdo dos MICs no tratamento cirurgico da calvicie. Era mostrada a literatura médica
mundial uma nova técnica que possibilitava captar e separar grandes quantidades de
foliculos capilares da regiao posterior da nuca e transplanta-las para a regiao calva através
de microincisdes puntiformes. Essas megassessdes permitiram conferir ao paciente maior
densidade capilar e resultado estético muito mais natural. A partir de entdo, a cirurgia da
calvicie adquiriu um novo impulso e foi adotada em varios centros mundiais como técnica de
referéncia tanto para a calvicie masculina como para a feminina (6 - 9).

O MIC leva consigo toda a qualidade genética da area doadora, transferindo a area
calva implantada a mesma qualidade de crescimento e durabilidade, fator ja estudado por
Orentreich em 1959 (3) e Stenn em 1996 (10). Entretanto, alguns dos MICs ndo chegam a
germinar, ocorrendo uma perda de 15% a 30% devido a necrose, a apoptose e a sua
absorgao pelo proprio couro cabeludo (11-13). Considerando esta perda de grande importancia

na cirurgia da calvicie, procurou-se desenvolver um trabalho experimental com a utilizagao
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do PRP e seus fatores de crescimento plaquetarios (FCP) obtidos do proprio sangue do

paciente, no intuito de estimular a integragéo e o crescimento dos MICs.






2 Objetivo
24

2 OBJETIVO

Verificar a eficacia do plasma rico em plaquetas e seus fatores de crescimento,
obtido do sangue do préprio paciente, no aumento da integracido e crescimento dos

microimplantes capilares na cirurgia da calvicie masculina do tipo padrao.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Embriogénese e Anatomia da Unidade Capilar

O ciclo do crescimento da unidade capilar (UC) ocorre ja a partir da 6 semana
embrionaria (14). Um grupo de células epiteliais se invaginam e, em contato com células
mesenquimais, se diferenciam dando origem ao broto capilar. Vasos capilares e terminagoes
nervosas se diferenciam e fornecem o suporte necessario para sua vitalidade. Sua expansao
com células matriciais e melanoblastos forma o bulbo capilar que vai dar origem ao fio do
cabelo, também denominado de foliculo capilar (FC) como produto final da queratinizagao
de suas células. Forma-se um canal delineado por duas bainhas — a externa e interna — que
vao fornecer a estrutura necessaria para a passagem do foliculo e a implantagao das
glandulas sebaceas e do musculo-pélo-eretor que, como o nome indica, faz a eregcdo do

pélo (Figura 1).
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(llustragdo: Jair Tambeiro)

Embriogénese da UC pela interagdo de células mesenquimais e
epidérmicas com a formagéo do broto capilar e individualizagao
de todas suas estruturas histoldgicas.
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Os melanoblastos se transformam em melandcitos, que sao responsaveis pela cor

do cabelo, sendo as glandulas sebaceas responsaveis pela lubrificagao do pélo. A bainha

externa abriga uma série de células de origem epitelial em um nicho denominado de bulge,

descrito por Cotsarelis em 1990 (11), que se localiza abaixo das glandulas sebaceas

préximo a insercdo do musculo-pélo-eretor. E um reservatério rico em células-tronco, também

denominadas de queratindcitos, de origem ectodérmica e responsaveis pela interagdo genética

do ciclo capilar. Ai também ha uma grande expressao de fatores de crescimento, também

denominados de citocinas pelos imunologistas e hematologistas (15), e de células epiteliais

que dao suporte a regeneragao epidérmica da pele e das glandulas sebaceas (Figura 2).
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Figura 2 - Anatomia da UC adulta, em sua fase andgena, mostrando
0 musculo-pélo-eretor, as glandulas sebaceas e o FC
com seu bulbo e papila dérmica. Entre a insergdo do
musculo-pélo-eretor e do istmo das glandulas sebaceas
encontra-se o bulge onde residem as células-tronco
capilares.

Ao conjunto de todas estas estruturas da-se o nome de UC, de unidade pilossebacea
ou simplesmente de unidade folicular (UF) (Figura 3). Descrita por Headginton em 1984
(16), através de cortes histolégicos transversais de couro cabeludo, € uma unidade
anatdbmica de origem ectodérmica e mesodérmica que contém de um a trés foliculos
capilares, o vellus (forma jovem do foliculo), a glandula sebacea (que pode ser mais de
uma), o musculo-pélo-eretor e o perifoliculum —uma bainha de tecido conjuntivo — que Ihe da

protecéo e estrutura (Figura 4 a, b, ¢, d). Sdo estas unidades que serao colhidas da regiao

cervical posterior e utilizadas como MICs.
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(llustragéo: Jair Tambeiro)

Figura 3 - UC com dois foliculos em fase adulta (anagena), um vellus capilar (anagena jovem),
apéndices atroficos de apoptose capilar (catagena), 2 glandulas sebaceas, musculo-pelo-
eretor e o perifoliculum envolvendo toda a unidade.

Figura 4 - Vérios cortes histolégicos transversais realizados em couro cabeludo mostrando as UCs em
suas varias formas. a) multiplas UCs contendo FCs, glandulas sebaceas e envoltas pelo
perifoliculum e com pouco tecido conjuntivo, o que demonstra boa densidade capilar
(He x 50). b) UC bem estruturada mostrando FCs na fase anagena, vellus capilares e
glandulas sebaceas (HE x 200). ¢) UC onde se evidencia o musculo-pélo-eretor envolvendo
um FC (HE x 200). d) corte mostrando o espessamento da regido do bulge onde se
encontram as células-tronco e o istmo da glandula sebacea penetrando no FC (HE x 300).
(cortes histoldgicos realizados pelo autor).
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Ao nascer, temos aproximadamente 5 milhdes destas estruturas distribuidas por
quase toda a superficie do corpo. Este niumero ndo aumenta mais, entretanto pode se
diferenciar ao longo da vida por estimulos hormonais, como os pélos pubianos, os da barba
e os do couro cabeludo.

O pélo tem uma fungédo sensorial, termorreguladora e imunolégica em nosso
organismo (17). O simples estimulo mecanico em sua superficie ativa o sistema neuro
receptor transmitindo as informagdes aos sistema nervoso central, podendo-se com isto
perceber a aproximagao de objetos e vibragbes. Os pélos exercem uma fungéo protetora
aos estimulos térmicos do frio e do calor. As ondas ultravioletas tém mais dificuldade em
atingir a pele provida com pelos. O cabelo protege e previne o aparecimento de lesdes
actinicas e cancerigenas em nossa superficie corporal.

Os receptores de fatores de crescimento, as células de Langerhans (18) e as células
de Merkel (19), encontrados todos na bainha externa do foliculo, sédo responsaveis pela
defesa e ativagdo imunoldgica quando de uma lesédo na pele quer de ordem traumatica ou
degenerativa. Sdo estas células de origem ectodérmica, junto com os melanoblastos, que
vao reepitelizar uma superficie cruenta e atuar como agentes protetores do complexo
sistema imunoldgico da pele (17). E é no bulge também onde se encontra a fonte vital e
germinativa de a toda UC capaz de perpetuar o crescimento do cabelo ao longo da vida. E
ai que se identificam as células-tronco que sao a fonte de todas as células responsaveis

pela formacao da estrutura capilar (20).

3.2 Células-Tronco Capilares

Toda a estrutura celular que periodicamente renova a si propria depende de células-
tronco, células que detém a habilidade de se dividir ao longo da vida e regenerar sua estrutura.

Sao caracteristicas destas células, seu lento ciclo de divisdo e sua habilidade em gerar
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células e tecidos em resposta a estimulos. Sdo consideradas primitivas tanto sob o ponto de
vista bioguimico como morfoldgico. Localizam-se em areas bem protegidas, bem vascularizadas
e bem definidas, com propriedades bem indiferenciadas (14).

No FC a idéia era de que as células-tronco sempre estivessem na regidao do bulbo
onde estariam ocorrendo as divisdes celulares. Entretanto, Chase, em seu trabalho de 1954
(21), ja postulava que células da regido da parte superior da bainha externa poderiam, na
presenca de células da papila dérmica, desenvolver o broto capilar e glandulas sebaceas.
Estas células foram entdo localizadas entre a regido do istmo da glandula sebacea e a
inser¢ao do musculo-pélo-eretor, formando um nicho que passou a ser chamado de bulge
(11), uma area bem protegida e bem nutrida. Constatou-se que estas células sao ricas em
queratinas e fatores de crescimento, também denominados de citocinas pelos imunologistas
e de polipeptidios pelos biologistas (20). Muito importante foi o achado dos receptores destes
polipetidios também no tecido conjuntivo que envolve esta estrutura — no perifoliculum com
evidéncias maiores para o PDGF (platelet-derived growth factor), o VEGF (vascular endotelial
growth factor) e o TGF-beta (fransforming growth factor-beta) (22).

A regiao do bulge capilar foi por alguns anos negligenciada até que Cotsarelis et al.
(11), em 1990, publicaram a existéncia de células-tronco nesta formagao histoldgica. Estas
células tém a capacidade de se autodividir durante a vida e permitir a continua regeneracao
da UC e, 0 que é muito importante, — permanecem intactas em todas as fases do crescimento

capilar (Figura 5).
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(Hustragéo: Jair Tambeiro)

Figura 5 - A regido do bulge, com suas células-tronco, permanece intacta durante
as trés fases do ciclo capilar, permitindo com isso a continua regeneragao
do FC.

Em algumas alopecias cicatriciais e no liquen plano ocorre a destruicdo do bulge
junto com suas células-tronco, acarretando com isso uma alopecia definitiva. Além disso,
estas células-tronco sdo responsaveis pela reepitelizacdo em feridas e traumas cutaneos
através de suas intensas mitoses e reprodugao celular. Esta fungdo multipotente foi descrita
por Lavker et al. (20) na regeneracao da epiderme, das glandulas sebaceas e do préprio FC.
Varios trabalhos sustentaram esta hipdtese da interacdo das células-tronco e fatores de
crescimento com as células matriciais da papila dérmica permitindo o continuo ciclo capilar
(23 - 25).

Commo et al. (22) publicaram em 2000 um trabalho sobre a identificagao das células-
tronco na regido do bulge utilizando marcadores e exames imunoistoquimicos e, mais
recentemente, foram detectadas por Ohyama et al. (26) através de microdissecgbes a laser
em cortes transversais do couro cabeludo. Esses autores identificaram 21 genes responsaveis
pela proliferagéo capilar e apresentaram um estudo mais completo desta regido mostrando a

importancia dos seus marcadores genéticos nos processos degenerativos do cancer de pele
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e do fator de crescimento plaquetario PDGF como um dos fatores mais importantes no

crescimento do cabelo e que poderia ter eficacia no tratamento da calvicie.

3.3 Ciclo do Crescimento Capilar

O FC ¢é uma das poucas estruturas que pode ser regenerada ao longo da vida dentro
de um ciclo unico e préprio porque tem em sua estrutura suas proprias células-tronco e uma
expressao genética e dindmica bem definida. Este ciclo foi descrito em 1926 por Dry (27) e
posteriormente, em 1954, detalhado por Chase (21) e, em 1959, por Kligman (28), ficando

conhecido como as FASES DO CICLO CAPILAR (Figura 6).
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(llustragéo: Jair Tambeiro)

Figura 6 - Ciclo do crescimento capilar. Anagena - que é a fase adulta mais encontrada em pacientes
nao calvos, com duracdo de 2 a 8 anos. Catagena — onde ocorre a abrupta apoptose com
interrupcado das mitoses num periodo de 2 a 3 semanas, com involugdo e queda do FC.
Telégena — fase latente onde ocorre o acoplamento das células matriciais com as células-
tronco do bulge; duracéo de 3 a 4 meses. Anagena Jovem — surge o novo FC.
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. Fase anagena

E a forma mais comum encontrada no couro cabeludo de pacientes n&o calvos.
Aproximadamente 90% do cabelo desses individuos se encontra nesta fase. Em pacientes
calvos esta fase esta restrita & regido occipital e temporoparietal. E destas areas que
colhemos as UCs a serem utilizadas como MICs (29). Esta fase adulta pode durar de 2 a 8
anos, com crescimento continuo do FC, até que, por razbes ainda nao totalmente conhecidas,
sabendo-se apenas sofrer forte influéncia hormonal e genética, entra abruptamente em
exaustdo, suspendendo suas mitoses e seus estimulos moleculares, quando ocorre a
segunda fase, que € a catagena.

. Fase catagena

Esta fase dura ao redor de 2 a 3 semanas e é quando acontece a involugao
programada da UC — a apoptose (30 - 32). Diferentemente da necrose, onde ocorre a
eliminagdo ou absorgao completa da UC, ai se da a regressao do tergo inferior, a involugéo
do FC e a permanéncia do bulge com suas células-tronco. A papila dérmica com suas
células matriciais se retrai e se aproxima do bulge onde ira permanecer entre 3 a 4 meses
em uma forma latente denominada fase telégena. Se ndo houver este acoplamento, como
acontece em uma nave com sua estagido espacial, o cabelo deixa de existir, sobrevindo a
CALVICIE, que se define como a diminuigdo progressiva e sucessiva das fases anagena e
catdgena com a miniaturizagdo dos FCs devido a sua predisposicdo genética e hormonal
(33). O mecanismo da calvicie mais aceito ainda € o hormonal, descrito por Hamilton (34)
que a denominou de “calvicie masculina do tipo padrdo (male pattern baldness) ou
simplesmente calvicie padrao”, com a transformacgao da testosterona em diidrotestosterona
pela acao da enzima 5-alfa-redutase e das caspazes, enzimas oriundas de células mortas
(35), inibindo as células matriciais da papila dérmica e com isto fazendo a involugdo gradativa
do FC até sua queda — o effluvium telégeno (36), ao contrario da queda do cabelo quando
se utilizam drogas antineoplasicas que inibem as células matriciais da papila na fase anagena —

denominado de effluvium anageno. Esta ultima queda é temporaria e o cabelo retorna quando
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da interrupgéo da quimioterapia (17). Nas calvicies de origem cicatricial, como as originadas
por lupus eritematoso e liquen plano, ocorre a destruigcdo da parte superior do foliculo onde
esta o bulge com as células-tronco, sendo com isso irreversiveis. Nas calvicies de origem
inflamatodria ou idiopatica, como a alopecia areata, a inflamagéo se da na regidao da papila

dérmica, podendo ser reversiveis.

. Fase telogena

Esta é a fase do repouso ou da laténcia e dura em torno de 3 a 4 meses. O FC ja
caiu ou esta bastante fino e ténue. A papila dérmica, bastante diminuta, com suas células
matriciais, encontra-se logo abaixo da regido do bulge, preparando-se para reiniciar um
lento e progressivo processo de interagdo com as células-tronco, receptores dos fatores de
crescimento e citocinas para o crescimento de um jovem e incipiente foliculo, entrando
novamente na fase anagena. Por outro lado, os que nao tiveram o acoplamento da papila
dérmica com o bulge nao irao se desenvolver, permanecendo atroficos e inertes e seréao
absorvidos mais tarde pelo proprio organismo, contribuindo assim para a natureza progressiva

da calvicie (37).

3.4 Plasma Rico em Plaquetas e seus Fatores de Crescimento

Os primeiros trabalhos sobre o PRP e os FCPs datam das décadas de 1970 e 1980 e foram
largamente aplicados nos processos de cicatrizagdo de Ulceras de compressdo e de
grandes areas descoladas (38 - 40). Além de serem usados na reparagao e hemostasia de
tecidos, os FCPs s&o também elementos importantes nas osteossinteses e na
recomposicao de enxertos 6sseos utilizados em Traumatologia e Odontologia (41 - 44). Na
Cirurgia Plastica Estética, Man et al. (45) em 2001, Rumalla e Borah (46) em 2001, Bhanot e
Alex (47) em 2002, Chaijchir et al. em 2005 (48) entre outros (49 - 52), descreveram novas

aplicagdes do PRP e de seus fatores em areas descoladas da face e cruentas do contorno
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corporal. No Brasil, os trabalhos de Rossi € Souza Filho (53) e de Leme et al. (54)
contribuiram grandemente para a preparagao do PRP, principalmente na area da Cirurgia
Maxilofacial e Traumatologia.

Os fatores de crescimento, também denominados por alguns autores de citocinas
(14) sdo membros de um grande grupo de polipeptidios secretados por varias moléculas
reguladoras do nosso organismo. Atuam como mediadores na maturagdo celular e como
responsaveis pelos processos de reparacado de danos teciduais. Tém uma agao importante
de angiogénese, aumentando o processo microcirculatorio local e ativando varios grupos
celulares na integracao e vitalidade dos tecidos (55, 56).

Sao inumeros os FCPs contidos no plasma sangiineo, mas trés sdo os que atuam
basicamente no ciclo germinativo capilar: o PDGF, o TGF beta-1 e o VEGF. Sao moléculas
protéicas que, em contato com seus respectivos receptores nucleares (Figura 7 a, b), estimulam
a angiogénese e a replicacéo dos tecidos e, como antiinflamatérios, induzem a cicatrizagéo

e o crescimento de novas estruturas organicas (10, 57). Estes trés fatores serdo comentados a

seqguir.
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Figura 7 - Os FCPs atuam nas células-tronco situadas na regido do bulge, através
do seus receptores, que vao interagir num processo biomolecular
dentro do nucleo, iniciando com isto o processo de replicacao celular.
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« Platelet-Derived Growth Factor

Este fator foi descrito em 1979 por Castor et al. (58) como um peptidio plaquetario
tendo uma agdo mitogénica sobre as células do tecido conjuntivo e dos fibroblastos. E um
importante regulador na proliferagdo e quimiotaxia de células mesenquimais (59). Proteina
composta por dois genes distintos em duas correntes 28 e 31 KDA e liberado apds a agregacao
plaquetaria (60), estimula de imediato a migracao de fibroblastos para a reparagdo de
feridas e perdas de substancia tecidual. Também é secretado por macréfagos e estimula a
sintese de colageno. No FC é um dos fatores de crescimento mais ativos — seus receptores
estédo localizados na regido do bulge e é responsavel pelas continuas mitoses que fazem
crescer o foliculo piloso. Interage também durante o acoplamento das células matriciais da
papila dérmica com o bulge e estimula a reepitelizacdo da pele quando na presenga de

lesdes e perdas de substancia tecidual (61, 62).

« Vascular Endotelial Growth Factor
Como o nome indica, este fator esta vinculado ao sistema vascular-endotelial. Foi
identificado em 1970 por Harold Dvorak (63) com o nome de VPF — Vascular Permeability
Factor. Tem acdo na permeabilidade vascular aumentando a angiogénese e, com isto,
incrementando o aporte sanglineo necessario para o processo de reparagao tecidual. Atrai
os fibroblastos para o sistema de producédo de tecido conjuntivo e participa também na
cascata da produgéao de fibrinogénio em fibrina cuja malha suporta o crescimento de células

endoteliais e fibroblastos e na formagao de um novo sistema microcirculatério local (64, 65).

« Transforming Growth Factor Beta
Este fator é liberado por macréfagos e fibroblastos, mas é nas plaquetas
plasmaticas que se encontra sua maior concentragdo. O amplo estudo realizado por Assoian
et al. (66) comprova essa teoria e suporta a hipotese de que o TGF-beta, existente nas
plaquetas, exerce agao reparadora e antiinflamatéria de lesdes e tecidos. Pertence a uma

grande familia, existindo nas trés formas de isbmeros: beta 1, beta 2 e beta 3. O TGF-beta 1
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€ 0 mais importante, sendo responsavel pela maturagao celular, migragéo fibroblastica e
sintese de matriz extra-celular. Todos os trés isébmeros induzem a formacao de tecido colageno
e estdo presentes em grande quantidade em cicatrizes hipertréficas e queloideanas (14). Ao
contrario, em ferimentos de fetos intra-Utero onde se pode executar uma reparagdo sem
cicatriz visivel, ndo se identificam niveis de TGF-beta. Em doencgas fibrocisticas, como
escleroderma e doenca pulmonar fibrocistica, encontra-se o TGF-beta 1 em niveis mais
elevados (14). No FC, o TGF-beta atua diferentemente — estimula o crescimento de células
mesenquimais encontradas na papila dérmica, mas inibe a proliferacao de células epiteliais e
endoteliais quando em niveis elevados (67). Os achados de Soma et al. (68) mostram os
antagonismos entre o TGF-beta e o PDGF: em certas concentragdes, a acao inibitéria de
TGF-beta € maior do que a acgao proliferativa do PDGF. Esta acao foi observada e comprovada
pelo autor do presente trabalho ao estudar um grupo de 7 pacientes submetidos a MICs

embebidos em altas concentragbes de PRP obtidos da centrifugagédo de plasma com
anticoagulante EDTA-K3® (etilenodiaminotetracético — tripotassico — Vacuette, USA) (69)

(Tabela 1 e Figura 8).

Tabela 1 - Analise e quantificacdo dos FCPs utilizando teste de ELISA com limite de

detecgéao de 7,8 pg/ml. PRP obtido com anticoagulante EDTA-K3

Plaquetas n° PDGF g/ml VEGF pg/ml TGF pg/ml
. Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma Plasma
N®  Normal PRP Normal PRP Normal PRP Normal PRP

1 233.000 1.109.000 5.770,3 8.040,5 223,7 516,1 1.803 1.967
2 198.000 1.393.000 6.905,4 14.603,4 596,8 1.777,8 1.180 2.574
3 246.000 1.174.000 6.4324 15.448,3 516,1 2642 1.623 2.754
4 178.000 1.340.000 8.040,5 16.775,9 564,5 2.765/4 1.409 2.295
5 216.000 1.246.000 13.275,9 21.844,8 3.209,9 5679 1.443 2.885

182.000 1.154.000 6.148,6 11.344,8 1.137,3 2.888,9 1.606 2.115
7 260.000 1.231.000 7.662,1 16.413,8 811,3 3.308,6 1.525 2.311

FCP — Fatores de crescimento plaquetarios; PDGF — platelet-derived growth factor; VEGF — vascular
endotelial growth factor; TGF — transforming growth factor; PRP — plasma rico em plaquetas; EDTA-
K3 - etilenodiaminotetracético — tripotassico; pg/ml — picograma/mililitro.
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Figura 8 - O grafico mostra altas concentragcdes de TGF-beta,
acima de 2.000 pg/ml, obtidos a partir de PRP com
anticoagulante EDTA. Nestes picos de concentragédo o
TGF-beta passa a ter acdo inibitéria no crescimento
capilar.

Foram atingidas concentragdes de plaquetas 5 a 6 vezes maiores do que as obtidas
com o anticoagulante citrato de sédio a 3,2%, objeto desse trabalho maior realizado com 23
pacientes. Os picos de TGF-beta acima de 2.000 pg/ml mostraram claramente a agao

inibitéria sobre o crescimento capilar (Figura 9).

Figura 9 - Paciente de 44 anos, portador de calvicie do tipo padrdo, onde se observa o efeito
inibitério do TGF-beta sobre o crescimento capilar. A direita do paciente, onde se
implantaram MICs com PRP em alta concentracdo de 1.340.000 plaquetas e TGF-
beta — 2.295 pg/ml, houve rendimento de apenas 41% do total de implantados
(paciente n° 4 da Tabela 1).
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A natureza antagonista e inibitéria do TGF-beta deve ser considerada quando
aplicado como agente terapéutico em feridas operatérias, neoplasicas e talvez, no futuro,
como importante elemento coadjuvante na eliminagdo de pélos indesejaveis, como os das
axilas, buco e regido inguinal.

A acado dos fatores de crescimento no ciclo germinativo capilar ja foi bastante
estudada tanto na fase embrioldgica como na fase adulta (10, 57, 70). Tanto o PDGF como
o TGF-beta e o VEGF atuam na embriogénese do foliculo participando na formacao do broto
capilar pela associagdo das células epiteliais com as de origem mesenquimais, sendo que
os dois ultimos atuam mais na formagao da papila dérmica, enquanto o primeiro age na
formacgao das células do bulge (62). Na fase adulta estes fatores continuam atuando no
crescimento do FC e na continua maturacao de toda a UC: o PDGF, na estimulagdo de mitoses
que envolvem as células-tronco, o VEGF, na ativagdo da microcirculagcdo e no aporte
nutricional a UC, e o TGF-beta, na ativacdo celular da papila dérmica e como inibidor na

abrupta apoptose do ciclo capilar.

3.5 Ciclo de Crescimento no Microimplante Capilar

Na cirurgia da calvicie com a utilizacdo dos MICs ocorre um fendmeno semelhante.
Os MICs séo colhidos na regido occipital, onde se verifica a melhor histologia e genética do
cabelo e onde se encontra a maior densidade de UCs em fase anagena. Eles sao
transplantados para a regido calva e sofrem o mesmo processo de involugdo, laténcia e
germinagdo. Nos primeiros 7 dias do pos-operatdrio ocorre um processo inflamatério com
aporte de neutrdfilos, eosindfilos e macréfagos, e a formacgao de eritema e de edema no
couro cabeludo. Ha um crescimento aparente de mais ou menos meio centimetro nas
primeiras trés semanas, continuando a ocorrer a queratinizagdo e o alongamento do FC.
Apods esse periodo, se verifica a abrupta involugao dos MICs com a queda de praticamente

todos os foliculos e a eliminacdo das glandulas sebaceas. E a fase catdgena com sua
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apoptose, que dura alguns dias, para entrar na fase telégena de repouso que se estende por

3 a4 meses (Figura10 a, b, ¢, d).

Figura 10 - Seqliiéncia do ciclo de crescimento dos MICs.
a) pos-operatdrio de 5 dias com formagao de crostas
e crescimento capilar de 1/2 cm. b) 21 dias apds ocorre
a apoptose com queda dos MICs, permanecendo
alguns na fase anagena. c) 90 dias apds inicia-se a
nova fase anagena com crescimento lento e gradual
dos MICs. d) 7 meses apéds, quando todos os MICs,
considerados viaveis, ja devam ter germinado.

O paciente deve ser muito bem orientado no pré-operatério e tomar conhecimento

desta inevitavel ocorréncia. Findo este periodo inicia-se o ciclo de crescimento definitivo,
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que é a fase anagena, quando a maioria dos MICs comega a germinar. Este processo
normalmente se estende até o 7° més, quando se acredita que todos ja devam ter
germinado. Este é o periodo em que se julga o resultado final (71).

Muitos desses MICs, todavia, ndo germinam. Cerca de 15% a 30% nao crescem, ficam
atroficos e sao absorvidos ou expelidos pelo organismo. A densidade fica prejudicada,
havendo necessidade de um segundo microimplante ou de se criar um mecanismo de
estimulo no processo germinativo dos MICs. Com base na experiéncia de longos anos e
considerando a importancia de encontrar novas perspectivas na recuperagao cirurgica da
calvicie, foi realizado este trabalho experimental com a utilizagao do PRP e de seus FCPs,
obtidos do préprio paciente, para verificar sua eficiéncia no crescimento e na densidade
capilares. A idéia foi a de implantar MICs embebidos em PRP para estimular sua integragéo
€ seu crescimento, através de seus fatores de crescimento, diminuindo a abrupta apoptose
e permitindo, através da angiogénese, estimular novas e eficientes mitoses para o reinicio

da nova fase anagena (Figura 11).
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(llustragdo: Jair Tambeiro)

Figura 11 - MICs embebidos em PRP sendo implantados na regido calva. Os FCPs atuam nas
células-tronco da regido do bulge interagindo com seus receptores nucleares e
também no aporte de novos fibroblastos e eosindfilos. Uma angiogénese com formagao
de um rico sistema microcirculatorio permite o aporte de nutrientes e condigdes
adequadas para a integragéo e crescimento da nova UC.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Delineamento

Trata-se de um trabalho experimental de controle interno, estudo emparelhado ou
within subjects design em que cada paciente serviu como seu proprio controle. Delinearam-
se duas areas calvas de 2,5 cm x 2,5 cm e estabeleceu-se que no lado direito do paciente
seriam implantados os MICs embebidos com o PRP e no lado esquerdo os MICs considerados

padrao (Figura 12 a, b). Ambas as areas foram implantadas com igual niumero de MICs.

Figura 12 - Delineamento de duas areas calvas de 2,5 cm X 2,5 cm. a) No lado direito do paciente,
serdao implantados os MICs com PRP. b) No lado esquerdo, os MICs denominados de
controle.
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4.2 Critérios de Selegao

Foram selecionados na clinica privada do autor 23 pacientes, adotando-se os

critérios abaixo.

. Critérios de inclusdo: pacientes do sexo masculino, na faixa etaria 22 a 55 anos,
oriundos da grande Porto Alegre, considerados clinicamente saudaveis e sem manifestacdes
dermatoldgicas no couro cabeludo, portadores de calvicie definida do tipo padrédo androgenética
das regides frontal, parietal ou occipital.

« Critérios de exclusao: foram excluidos o sexo feminino por dificiimente apresentar
areas de calvicie total, pacientes fora da faixa etaria estabelecida e nao residentes da

grande area de Porto Alegre.

4.3 Aspectos Eticos e Termo de Consentimento Informado

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (Anexo 1). Os pacientes receberam
ampla e devida informagao sobre o estudo experimental e sobre as implicagdes éticas,

assinando o Termo de Consentimento Informado (Anexo 2).

4.4 Protocolo Cirurgico

Os procedimentos cirurgicos foram realizados pelo autor em sua clinica privada,
respeitando todos os parametros do protocolo de pesquisa, dentro de um periodo de duracéo
de 24 meses. As cirurgias foram de carater ambulatorial, sob anestesia local assistida e com
tempo de duracdo aproximado de 3 horas. No pré-operatério todos os pacientes foram

submetidos a avaliagao clinica e exames laboratoriais de rotina. Os exames de pesquisa e
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quantificacdo do PRP foram realizados sempre no mesmo Laboratério de Andlises Clinicas
e a quantificacdo dos FCPs foi efetuada no Laboratério do Instituto de Pesquisas Bioldgicas
da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, sob a supervisdo da Prof. Dra.
Denise Cantarelli. Todos os pacientes compareceram regularmente a inspegao e controle de
pos-operatdrio, para tomadas de fotos e contagem de MICs (Anexo 3).

O trabalho foi aceito para publicagdo no Plastic and Reconstructive Surgery Journal
em sua edicdo de novembro de 2006 (Anexo 4) e mereceu a qualificagdo do melhor trabalho
cientifico e de pesquisa apresentado no Congresso Anual da Sociedade Americana de
Cirurgia Plastica Estética (ASAPS) realizado em New Orleans, USA em maio de 2005

(Anexo 5).

4.4.1 Obtengéo do Plasma Rico em Plaquetas

No centro cirurgico, com o paciente em decubito dorsal, antes de iniciar a cirurgia
para evitar alteracbes na concentracdo e contagem de plaquetas devido a agressao
cirurgica, colheu-se ao redor de 60 ml de sangue total. A vendclise foi realizada no antebrago

direito com cateter tipo BD-Vucatainer® 21G e o sangue distribuido em 8 frascos com vacuo

de 10 ml, contendo 1 ml de citrato de sédio a 3,2% (Vacuonet — USA) como anticoagulante
(72). A seguir, centrifugaram-se os 8 frascos a 1.000 rpm durante 10 minutos. A baixa
rotacao € fundamental para que as plaquetas nao sejam rompidas ou langadas para o fundo
dos frascos (Figura 13 a, b, c, d). O preparo do PRP foi realizado no préprio centro cirdrgico

da clinica do autor.
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Figura 13 - Coleta de sangue total no pré-operatério em 8 frascos de 10 ml
contendo citrato de sodio a 3,2% como anticoagulante.
Centrifugagéo a 1.000 rpm durante 10 minutos e obteng¢ao de PN.

Removeu-se entdo o plasma obtido, que foi redistribuido em outros 4 frascos para

uma nova centrifugagao a 5.000 rpm durante 10 minutos (Figura 14 a, b, c, d).

e

Figura 14 - Transferéncia do PN para 4 frascos e centrifugagédo a 5.000 rpm durante 10 minutos. O
sobrenadante, que é o plasma pobre em plaquetas, é eliminado, e 1 ml da parte profunda,
considerado o PRP, é transferido, de cada frasco, para uma cuba esterilizada onde serdo
adicionados os MICs ja individualizados. Observam-se algumas hemacias e uma porg¢ao
esbranquicada que sao os leucdcitos.
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Removeu-se o plasma sobrenadante, deixando apenas 1 ml do concentrado na
profundidade que vem a ser o produto a ser estudado neste trabalho — o PRP com seus
fatores de crescimento. Neste total de 4 ml obtidos de PRP foram adicionados os MICs que
permaneceram embebidos durante 15 minutos para sofrerem a adesdo e absor¢cao dos
FCPs as suas células-tronco.

As moléculas dos FCPs encontram seus respectivos receptores no nucleo das
células-tronco existentes no bulge, iniciando um processo lento e gradual de replicagcao
celular (15). Ao término desse tempo, adicionaram-se 10 gotas de cloreto de calcio a 10%
para ativar o fibrinogénio em fibrina e, com isso, produzir o gel necessario para envolver e
selar os MICs a serem implantados na area calva previamente delineada a direita (Figura 15

a, b, c, d).

(llustragéo: Jair Tambeiro)

Figura 15 - Apos 15 minutos em contato com o PRP e seus fatores de
crescimento, adicionam-se 10 gotas de cloreto de célcio a 10%
para a formagédo da fibrina em forma de gel. Os MICs estéo
selados e prontos para serem implantados.
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Em todos os pacientes foram efetuadas provas laboratoriais (contagem eletrénica —
ADVIA 120) para quantificar o plasma normal (PN) e o PRP (Tabela 2 e Figura 16). Em
outra amostragem de 5 pacientes, realizada pelo Instituto de Pesquisas Bioldgicas da
PUCRS, quantificamos os FCPs — PDGF, VEGF e TGF-beta — utilizando o método Elisa
(R&D Systems, Inc — USA) cujos resultados comprovaram a relagéo direta com o aumento

do numero de plaquetas (Tabela 3, Figuras 17 a, b, c e 18).

Tabela 2 - Analise laboratorial da contagem de plaquetas do PN e PRP dos 23 pacientes

em estudo

NS Idade ©l2duetasiml o @ Uetas/mIPRP| N° Idade ' l2auetasiml o uetas PRP/mI
Plasma normal Plasma normal

1 35 224.000 460.000 13 48 195.000 600.000
2 45 185.000 417.000 14 54 150.000 420.000
3 49 234.000 614.000 15 23 311.000 343.000
4 39 268.000 658.000 16 22 270.000 1.202.000
5 31 227.000 640.000 17 42 165.000 656.000
6 50 187.000 390.000 18 29 248.000 1.076.000
7 29 183.000 380.000 19 38 140.000 321.000
8 36 180.000 420.000 20 39 200.000 302.000
9 32 217.000 390.000 21 48 143.000 442.000
10 48 144.000 536.000 22 37 278.000 306.000
11 36 224.000 460.000 23 34 148.000 329.000
12 32 184.000 391.000

Numero e idade dos pacientes; numero de plaquetas por mililitro; PN — plasma normal; PRP — plasma
rico em plaquetas
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Figura 16 - O grafico mostra a compilagdo dos dados com a curva das plaquetas do PN e das
plaquetas do PRP obtidas a partir do sangue total de 23 pacientes utilizando-se
anticoagulante citrato de sodio a 3,2%.

Tabela 3 - Quantificacdo dos fatores de crescimento PDGF, VEGF e TGF-beta a partir do
PN e rico em plaquetas em 5 pacientes do presente estudo (teste de Elisa com

limite de deteccao 7,8 pg/ml)

Plaquetas n® PDGF pg/ml VEGF pg/ml TGF-beta pg/ml
Plasma PpPlasma Plasma  pPlasma Plasma  Pplasma Plasma Plasma
Normal PRP Normal PRP Normal PRP Normal PRP

1 200.000 302.000 2.978,7 5.959,9 31,2 223,7 1.278 1.377
2 143.000 442.000 1.909,1 7.378,4 125 467,7 661 1.647
3 278.000 306.000 3.872,3 6.243,2 435,5 924,5 1.229 1.557
4 148.000 329.000 6.810,8 7.945,9 886,8 1.113,2 1.262 1.485
5 249.000 615.000 8.040,5 15.810,3 629 2.6914 1.508 1.655

PRP - plasma rico em plaquetas; PN — plasma normal; pg/ml — picograma por mililitro; PDGF —
platelet-derived growth factor; VEGF — vascular endotelial growth factor; TGF-beta — transforming
growth factor beta.
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Figura 17 - Os gréaficos mostram as concentragdes dos trés mais importantes FCPs que atuam no
crescimento capilar. Observa-se que o PDGF tem uma grande expressao para o estimulo
das mitoses e que o TGF-beta nio atingiu seu pico inibitério de 2.000 pg/ml.

Figura 18 - Varias fases da identificacdo e quantificagdo dos fatores de crescimento
PDGF, VEGF e TGF-beta, utilizando-se o teste de Elisa com limite de
detecgédo de 7,8 pg/ml.
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4.4.2 Obtengao dos Microimplantes Capilares

Os MICs foram obtidos da regido occipital posterior, onde ha melhor qualidade
histolégica e genética dos foliculos e maior densidade anagena de cabelo. Via de regra,
essa area situa-se de 6 a 8 cm da raiz da nuca e se estende horizontalmente as regides
retroauriculares. Foi delineada uma elipse de couro cabeludo, variando suas dimensdes de

acordo com a quantidade de MICs a serem preparados e implantados (Figura 19 a, b).

Figura 19 - Elipse de couro cabeludo sendo removida da regido da nuca onde se situam as
melhores unidades histolégicas e genéticas de MICs. A quantidade de MICs a
serem extraidos dependera da extensao da area de calvicie a ser tratada.

No couro cabeludo da regiao occipital em cada centimetro quadrado pode haver uma
variabilidade de 30 a 60 UCs, dependendo de cada paciente. Alguns tém o cabelo muito fino,
ralo, com grandes espacamentos entre uma e outra UC; outros apresentam uma densidade

maior e sao considerados com boa area doadora. Apos a sedagao do paciente com 10 mg
de maleato de midazolam (Dormonid®- Roche) e 2 ml de citrato de fentanila (Fentanest®-

Cristalia) por via intravenosa, realizou-se o bloqueio anestésico dos ramos supraorbitarios e

occipitais posteriores com cloridrato de levobupivacaina a 0,5% com epinefrina a 1:200.000
(Novabupi®- Cristalia). Removeu-se a elipse de couro cabeludo com o cuidado de n&o lesionar

as UCs, deixando uma fina camada de tecido adiposo ao seu redor e procurando nao lesar
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ramos sensitivos, vasos arteriais e venosos que se encontram junto a galea aponeurética. A
area doadora foi descolada, aproximada e suturada com fio inabsorvivel 4-0. Procurou-se
nao deixar tensdo na sutura para se obter uma boa cicatrizacdo e a possibilidade de uma
nova excisdo em um segundo tempo. Como padronizagao do protocolo cirurgico, tomou-se
a porcao central da elipse como fonte doadora dos MICs. A elipse foi colocada sobre uma
superficie de madeira e subdividida em varias porgdes com lamina de bisturi n® 22, e os

MICs foram individualizados, contendo de 1 a 3 FCs (Figura 20 a, b, c, d).

Figura 20 - A elipse de couro cabeludo é colocada sobre uma superficie de madeira ou acrilica e
separada em tiras de 5 milimetros de espessura. De acordo com o protocolo cirurgico,
tomou-se a porcdo central da elipse de onde se prepararam os MICs sob visdo
estereoscoépica em dois grupos iguais — os que irdo ser embebidos no PRP e os que irdo
ser mantidos umidos com soro fisiolégico, considerados controle.

Esta preparagéo foi realizada com auxilio de lente estereoscopica de 3 a 6 x de
aumento (Mantis Instrumental — USA). A medida em que estes MICs eram preparados, sempre
pela mesma assistente, uma porgéo ja era implantada na area a esquerda, considerada
controle, e a outra era entdo embebida e submetida ao protocolo do PRP e seus fatores de

crescimento.
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4.4.3 Implantacdo dos Microimplantes Capilares e Pés-Operatorio

Toda a area do couro cabeludo foi infiltrada macicamente com soro fisiolégico e
epinefrina a 1:200.000. Essa tumescéncia, denominada scalp balooning (4), e a vasoconstrigao
obtida evitam o sangramento e permitem a implantagdo dos MICs com maior facilidade. Na
area delimitada a direita do paciente, foram implantados os MICs embebidos com o PRP e,
no lado esquerdo, os MICs considerados do tipo padrdo, preparados e umedecidos com
soro fisiolégico. Em ambos os lados foi implantado o mesmo numero de MICs, o que

permitiu um delineamento do tipo emparelhado do teste t de Student (74).
Para o procedimento foram utilizadas microlaminas (BD Beaver® — ref. 376500 —

USA) e micropingas (Ellis Surgical Instruments - USA), e a técnica adotada foi a puntiforme,
publicada pelo autor do presente trabalho, com tempo de duragéo aproximado de 3 horas (5,

37, 73) (Figura 21 a, b, c, d).

Figura 21 - Implantagéo dos MICs , selados pelo PRP, na area delineada a direita do paciente e dos
MICs, considerados controle, no lado esquerdo. Ambas as areas foram implantadas
sempre com 0 mesmo numero de MICs.
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Concluida essa etapa, implantou-se toda a area calva restante utilizando os MICs do
tipo padrdo. Foram aplicadas gases umedecidas em solugdo salina, e uma bandagem

elastica foi mantida por 24 horas (Figura 22 a, b).

Figura 22 - Curativo cirdrgico — gases umedecidas em soro fisiolégico sdo aplicadas, e uma
bandagem elastica permanece por 24 horas.

Por ser uma cirurgia ambulatorial e realizada sob anestesia local assistida, os

pacientes receberam alta no mesmo dia. Foi prescrito analgésico do tipo paracetamol com
codeina (Terx® 30 mg) até 4 vezes ao dia caso houvesse dor. Nao foram prescritos

antibidticos, antiinflamatérios ou corticdides a qualquer dos pacientes. Os pacientes foram
orientados a retirar o curativo no dia seguinte e lavar todo o couro cabeludo com sabéo liquido
antisséptico. Os pontos da regido doadora foram retirados apos o 7° dia pds-operatério. No se
observaram complicagdes pods-operatérias do tipo hematoma, infecgdo ou deiscéncias de
sutura. Por serem enxertos capilares autélogos e também por ser plasma autélogo, nao se

observaram reacdes alérgicas ou imunolégicas aparentes.
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4.5 Tamanho da Amostra

Considerando um nivel de significAncia a = 0,05 e poder estatistico de 90%, foi
estimado que, para detectar uma diferenca no numero de MICs entre as técnicas que
atingisse uma magnitude (tamanho de efeito padronizado) > 0,7 unidades de desvio padréo,

seria necessario um tamanho de amostra de pelo menos 22 pacientes.

4.6 Analise Estatistica

Os dados quantitativos foram descritos com média e desvio padrdo. A comparagao
do lado controle com o lado experimental foi realizada por teste t de Student para amostras
emparelhadas (74). Foi também estimado o efeito do método experimental sobre o controle
através da diferenca média entre o numero de MICs dos dois lados seguido de seu intervalo
de confianga de 95%. Os dados foram processados e analisados com o auxilio do programa

SPSS versao 12.0 (75).
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5 RESULTADOS

Todos os pacientes foram avaliados 7 dias apds a cirurgia e acompanhados
mensalmente durante 7 meses, quando se considerou o periodo final da germinagao de
todo o cabelo implantado (37). Para o estudo foi considerado o numero de MICs realmente
exteriorizados e crescidos. Para a contagem dos MICs utilizou-se 0 método manual com
lente de aumento de 3 vezes, contando todos os implantes existentes dentro da area de
2,5 cm x 2,5 cm, previamente delimitada com pontos tatuados com tinta nanquim (Figura 23

a, b, ¢).

Figura 23 - Método de afericdo do niumero de MICs exteriorizados apds 7 meses de pds-operatorio,
identificando-se a area de 2,5 cm x 2,5 cm demarcada com pontos de nanquim. Sao
separados em fileiras e contados com auxilio de lente de aumento 3x.

A afericdo da contagem dos MICs foi feita pelo cirurgido e reconfirmada por duas
assistentes. Os dados coletados foram inseridos em uma tabela e analisados estatisticamente

(Tabela 4).
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Tabela 4 - Idade, numero de microimplantes implantados no total e crescidos nas areas
controle e experimental com plasma rico em plaquetas (PRP), expressos por

cm?, e respectivas porcentagens de rendimento

Microimplantes/cm? Plaquetas
N° Idade Total Controle %cl/t PRP %plt  A%plc Elci;lrsr:lnaal PRP
1 35 221 18,7 84,6 21,6 97,7 15,5 224.000 460.000
2 45 27,2 20,6 75,7 21,4 78,7 3,9 185.000 417.000
3 49 24,8 14,7 59,3 17,1 69,0 16,3 234.000 614.000
4 39 26,2 14,7 56,1 19,0 72,5 29,3 268.000 658.000
5 31 20,5 11,5 56,1 15,0 73,2 30,4 227.000 640.000
6 50 27,2 19,4 71,3 22,2 81,6 14,4 187.000 390.000
7 29 25,6 16,3 63,7 18,7 73,0 14,7 183.000  380.000
8 36 24,0 15,2 63,3 18,2 75,8 19,7 180.000  420.000
9 32 23,2 15,8 68,1 17,3 74,6 9,5 217.000  390.000

10 48 245 150 612 229 935 527  144.000 536.000
11 36 176 13,8 784 158 89,8 145 224000  460.000
12 32 219 147 671 152 694 34  184.000  391.000
13 48 240 173 721 194 80,8 121 195000  600.000
14 54 219 197 900 216 986 96  150.000  420.000
15 23 194 155 799 162 835 45  311.000  343.000
16 22 200 162 810 186 930 14,8  270.000 1.202.000
17 42 216 165 764 171 792 36  165.000 656.000
18 29 219 173 790 203 927 17,3  248.000 1.076.000
19 38 208 17,3 832 190 91,3 98  140.000  321.000
20 39 200 168 840 176 880 48  200.000  302.000
21 48 208 15,0 721 158 76,0 53  143.000  442.000
22 37 229 198 865 21,1 921 6,6  278.000  306.000
23 34 240 227 946 227 946 00  148.000  329.000

m 381 227 167 736 189 834 136 204565 511.000

DP 88 25 25  #10,9 25 95 11,5  +48,080 +229.078

PRP: Plasma rico em plaguetas; A%plc: delta percentual entre PRP e controle expressando o aumento na
densidade capilar por cm® atingido pela técnica experimental em relagdo ao controle, sendo expresso por
((MIC[PRP] — MICJ[Controle]) / MIC[Controle]) x 100; %c/t: porcentagem do rendimento do controle em
relacdo ao total; %p/t: porcentagem do rendimento da técnica experimental (PRP) em relag&o ao total. Ao
final sdo apresentados a média(m) e o desvio padrao (+DP) das medidas.
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Na comparagéo da contagem de MICs entre o lado experimental tratado com PRP e
o lado controle, foi observada uma diferenca estatisticamente significativa (P < 0,001). A

Figura 24 representa de forma grafica os achados deste estudo.
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Grupo MICs/cm® Efeito/cm®  1C95% P (t de Student)

Experimental 18,925 2.1 1,4a29 < 0,001

Controle 16,7125 - - -

Figura 24 - Grafico de linhas mostrando o nimero total de MICs por cm? as
contagens obtidas nos grupos experimental com PRP e controle
na técnica convencional, seguido de tabela de resumo
apresentando o efeito global do tratamento, intervalo de
confianga (IC95%) e a significancia estatistica (P).

Pode-se ver que ambas as técnicas (PRP e controle) apresentam uma contagem de
MICs abaixo daquela originalmente implantada. No entanto, o lado experimental tratado com
PRP apresentou sistematicamente maiores contagens de MICs. Obtivemos no lado direito
83,4% de rendimento, ao passo que no lado esquerdo, dito controle, o rendimento foi de
73,4%. Esta diferenca, a favor do lado tratado com PRP, atingiu um aumento relativo de

13,6% na densidade capilar por cm?.
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E importante salientar que, de todos os pacientes tratados, 25% apresentaram um
aumento da densidade capilar menor do que 5%. Um grupo intermediario (também
composto de 25% dos pacientes) mostrou um aumento da densidade capilar entre 5% e
14%. Ja um outro grupo superior (constituido de 50% dos pacientes) mostrou um aumento
de densidade capilar acima de 14%. Neste grupo superior pode-se destacar dois casos
excepcionais que revelaram 31% e 52% de aumento na densidade capilar (Figuras 25, 26,

27 e 28).

Figura 25 - Paciente n® 10 da tabela 4, de 48 anos, portador de
calvicie do tipo padrdo, mostrando a sua direita uma
densidade de 52,7% a mais do que no lado esquerdo.
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Figura 26 - Paciente n® 6 da tabela 4, de 50 anos,
mostrando uma eficiéncia de 14,2% no
lado direito.

Figura 27 - Paciente n® 2 da tabela 4, de 45 anos, com eficiéncia
de apenas 3,9% no crescimento capilar.
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Figura 28 - Paciente n® 4 da tabela 4, de 39 anos, em que se observa,
ja a partir do 4° més, uma maior densidade capilar no seu
lado direito e, no sétimo més, uma densidade de 29,3% a
mais do que no lado esquerdo.

Em termos da quantidade absoluta de MICs, observou-se que a densidade capilar
média no lado controle atingiu 16,7 + 2,5 MICs/cm?, representando 73,6% de rendimento do
total de MICs implantados, e no lado tratado com PRP chegou a 18,9 + 2,5 MICs/cm?, com
um rendimento de 83,4%. Isso representou 2,1 MICs a mais por cm?, com um intervalo de
confianca de 95% para esta estimativa de 1,4 a 2,9 MICs/cm?.

A Figura 29 representa o estudo da relagdo entre a concentracdo do PRP e os
resultados obtidos no aumento da densidade capilar quando foram comparados aos lados
experimental (PRP) e controle. Aparentemente até niveis de 600.000 plaquetas ha uma
tendéncia para o aumento na densidade capilar. Depois deste nivel o beneficio se desfaz,

surgindo o que parece ser um efeito inibitorio.
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Figura 29 - Grafico de dispersdo de pontos entre a concentragdo
do PRP e o aumento na densidade capilar relativa
da comparacao dos lados tratado (PRP) e controle.
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6 DISCUSSAO

A técnica dos MICs trouxe uma grande contribuigdo para o tratamento cirurgico da
calvicie do tipo padrao. Sem duvida muitos pacientes se beneficiam com este procedimento
com resultados estéticos bastante satisfatérios, entretanto alguns casos deixam a desejar
quando ocorre uma integracéo abaixo de 65%, o0 que equivale a dizer que somente dois
tercos dos MICs implantados nasceram e se desenvolveram.

No presente trabalho com 23 pacientes, observou-se uma integragéo de 73,6% com
os enxertos considerados controle. Isto vem ao encontro dos resultados obtidos por outros
autores de experiéncia na cirurgia dos MICs que obtiveram resultados semelhantes.
Martinick (76) realizou um estudo bastante interessante com os MICs considerados intactos
e os traumatizados com pequenas falhas cometidas pela cirurgia. Concluiu que, apés o 7°
més, a integracao dos MICs intactos foi ao redor de 74% e que a obtida com os que estavam
traumatizados foi de apenas 62%. Mayer (77) efetuou um trabalho semelhante verificando
que, ao cabo de 8 meses, o indice de integragao foi de 72,5%. Outra pesquisa apresentada
por Reed (78) mostrou um indice de 73% de integracdo apds o 5° més da implantagao.
Esses trabalhos mostram praticamente resultados semelhantes.

Ainda ndo temos uma razao especifica para este baixo rendimento e o porqué da
necrose e da apoptose dos MICs acontecerem com maior ou menor intensidade, mas ja
sabemos pela nossa experiéncia que pacientes com area doadora de pouca densidade, com
cabelo muito fino e ténue sado candidatos que devem ser avaliados com cautela uma vez
que os resultados podem trazer insatisfagdo tanto para eles como para o cirurgido. Beehner
(79), no trabalho em que analisa estes resultados, recomenda alguns topicos importantes a

serem observados: manter o perifoliculum com seu tecido conjuntivo ao redor do FC;
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implantar o mais precocemente possivel os MICs retirados da area doadora; evitar os
minienxertos contendo de 4 a 6 foliculos que se integram melhor mas oferecem um resultado
menos estético. Em pacientes com mais idade, acima dos 65 anos, € comum haver area
doadora bastante comprometida com cabelo fino e ralo, tendo de ser indicado um segundo
microimplante para aumentar a densidade capilar. Também em pacientes jovens que tém a
natureza progressiva da calvicie, é frequente indicarmos um segundo ou terceiro implante
para atingir a densidade ideal — ao redor de 20 a 25 UC/cm? (37). Entretanto, ha casos em
que nao conseguimos justificar o baixo rendimento de integragdo do implante; mesmo utilizando
uma rotina cirurgica bastante elaborada e tomando o cuidado de seguir o rigido protocolo da
cirurgia, ndo alcangamos o resultado proposto. Por esta razido devemos ser suficientemente
honestos com o paciente, orientando-o quanto as suas expectativas, quanto as limitacdes
da técnica e esclarecendo sobre a eventual necessidade de um segundo tempo cirurgico.
Sao de pouca eficacia as drogas encontradas em nosso arsenal terapéutico que
tenham contribuido para a area da cirurgia da calvicie. Tanto o minoxidil (80) como a
finasterida (81) deram pouco estimulo ao crescimento dos MICs. Em nosso Servico,
deixamos de utilizar minoxidil ou finasterida no pds-operatério por ndo encontrar resultados
positivos no crescimento dos MICs . Temos indicado finasterida somente a pacientes jovens,
com menos de 30 anos, portadores de calvicie incipiente ,com effluvium telégeno e que nao
tenham se submetido ao microimplante. Realizando uma extensa revisdo na literatura
meédica nao localizamos trabalhos sobre a acdo do PRP e seus fatores de crescimento na
cirurgia da calvicie ou na cirurgia dos microimplantes, mas encontramos resultados bastante
promissores nas areas da traumatologia, maxilofacial, odontologia e cirurgia plastica. Isto
nos levou a estabelecer este protocolo reunindo 23 pacientes portadores de calvicie

masculina do tipo padrao para verificar a eficacia do PRP na cirurgia dos MICS.
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De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa (Tabela 4), houve maior
crescimento no lado direito onde foram implantados os MICs com PRP. Observou-se um
sucesso de 83,4% na integragao dos MICs embebidos em PRP e de 73,6% com os MICs
ditos controles, o que representa um aumento de 13,6% na densidade em relagdo a area
implantada com MICs dito controles. Isto significa que, se houver uma area calva de
100 cm? (10 cm x 10 cm) onde se pode ter uma integracdo em média de 16,7 MICs/cm?,
poder-se-4 obter uma quantidade de 2,2 MICs/cm? a mais com o uso do PRP, ou seja, 440
foliculos a mais, considerando-se uma média de 2 foliculos por MIC. Isto € um rendimento
consideravel para a cirurgia da calvicie com os MICs. Contudo, os resultados também devem
ser encarados com cautela uma vez que 25% dos pacientes tiveram rendimento abaixo de
5% e outros trés surpreenderam, atingindo 29,3%, 30,4% e 52,7% a mais de foliculos
capilares. Isto nos leva a acreditar que novos trabalhos nesta area deverao ser realizados.

A agao do PRP autdlogo e seus FCPs mostrou eficiéncia na integragéo dos enxertos.
O VEGF trouxe o estimulo necessario para a angiogénese e a criagcdo do novo sistema
microcirculatério; o PDGF, pela intensa atividade mitogénica junto a regido do bulge, agiu na
formacado do colageno; o TGF-beta, como antiinflamatério, atuou na maturacao celular e
migragéo das células matriciais na papila dérmica. Todos deram condi¢cdes para uma maior
adesdo e integracao dos MICS na area de implantagao e fizeram este sinergismo junto as
células-tronco da UC, diminuindo a necrose e a apoptose, criando novas mitoses e com isto
permitindo a continuidade do ciclo capilar (82, 83). Caso se fizesse uma comparagdo com a
natureza, seria como o uso de fertilizantes no transplante de mudas de plantas.

Observou-se que as melhores concentracbes de PRP foram entre 400.000 e
600.000 plaquetas, de 2 a 3 vezes as encontradas no PN (Figura 29). Por outro lado,
observou-se que em altas concentragdes de PRP, acima de 1.200.000 plaquetas, acusando
concentragdes de TGF-beta acima de 200.000 pg/ml, houve uma inibigdo no crescimento

dos foliculos capilares. Isto ocorreu devido a acao inibitéria do TGF-beta, quando em altos



6 Discussao

69

picos de concentracao plasmatica, impedindo o acoplamento das células matriciais da papila
dérmica com as células tronco da regido do bulge. Agoes inibitdérias semelhantes do TGF-
beta também ocorrem em areas da oncologia onde trabalhos publicados mostram agbes
antineoplasicas e de involugdo de metastases (84 - 88).

O uso do PRP e seus fatores de crescimento abre uma nova perspectiva para
aqueles pacientes com pouca densidade capilar na area doadora, para pacientes de mais
idade, com cabelo muito fino e ralo, e também para aqueles que deverdo se submeter a
uma segunda cirurgia apés um resultado de pouca densidade capilar. E o que é muito
importante, de baixo custo e baixa morbidade.

Embora a afericdo por contagem direta e com lupa seja extremamente facil e
simples, poder-se-a também usar, no futuro, a imagem digital como uma ferramenta
comparativa importante para a analise da densidade capilar. Em um paciente, utilizou-se
uma camera de 5,0 megapixels com 25 bits de cor e foram tomadas as imagens a mesma
distancia no pré e no pds-operatoério. Essas imagens foram transportadas para o software
Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Springs. Maryland, USA), onde foi feita a
analise morfométrica das cores obtidas das areas implantadas dos lados direito e esquerdo.
Um nivel padrao (threshold) foi selecionado interativamente e aplicado em ambas as
imagens de cada paciente. A escala usada foi de 40 pixels/cm (89). A area pilosa foi dividida
pela area total medida em toda a imagem.

Esse paciente (Figura 30) mostrou uma densidade de cor 29% maior no lado direito
do que no esquerdo. No método de contagem direta com lente de aumento, observou-se
uma diferenga a mais de 30,4% no lado direito, o que mostra que os métodos se aproximam.
Entretanto, o custo-beneficio do método digital comparado com a praticidade e a

simplicidade do método da contagem visual ndo permitiu introduzi-lo nesta pesquisa.
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Figura 30 - Paciente n°® 5, de 31 anos, num estudo comparativo com
imagem digital mostrando uma densidade de 29% maior
no lado direito. No método de contagem direta verificou-
se um aumento de 30,4% o que permite a semelhanca
entre ambos os métodos de aferigao.

Embora os resultados sejam significativos e promissores, considera-se que novos
delineamentos e estudos se fardo necessarios para pesquisar outros fatores, como fumo,
exercicios fisicos, dieta, horménios e idade, que certamente também terdo sua expressao
de influéncia no crescimento capilar. Novas pesquisas relacionadas com a preparagédo do
PRP e seus fatores de crescimento certamente trardo no futuro novas perspectivas e

recursos a serem introduzidos no protocolo da cirurgia dos MICs.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho cientifico, os microimplantes
capilares embebidos com plasma rico em plaquetas e seus fatores de crescimento
plaquetarios resultaram na integragdo de um numero maior de foliculos e, como
consequéncia, maior densidade capilar com rendimento médio de 13,6% superior, quando

comparados com os microimplantes do tipo padrao.
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Pesquisa: A¢do do Plasma Rico em Plaquetas e seus Fatores de Crescimento nos
Microimplantes Capilares
Pesquisador: Dr. Carlos Oscar Uebel

Ortientador: Prof. Dr. Jefferson Braga da Silva

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

A cirurgia da calvicie com a utilizagdo dos microimplantes capilares é hoje um
procedimento mundialmente utilizado que visa transplantar da regido cervical posterior
grandes quantidades de unidades capilares (raizes capilares) para as regides calvas
situadas nas areas frontais, parietais superiores e occipitais da cabeca.

O objetivo deste trabalho é verificar a eficacia do plasma rico em plaquetas e seus
fatores de crescimento, obtido do préprio plasma do paciente, no crescimento e aumento
da densidade dos microimplantes capilares. O plasma rico em plaquetas € obtido através
de 80 ml de sangue do proéprio paciente, que, depois de centrifugados e devidamente
preparados, serao utilizados, em parte, para embeber os microimplantes capilares, antes
de sua implantagao, e, em parte, para analise laboratorial.

Ressaltamos que os riscos deste procedimento sdo minimos e iguais aos da cirurgia
tradicional da calvicie, com a Unica diferenga que, na tradicional, os microimplantes sdo
embebidos em solugao fisiolégica e, na area experimental de 2,5 cm x 2,5 cm, serdo
embebidos em plasma rico em plaquetas.

Cabe ressaltar que a concordancia em participar deste estudo & espontanea e o
paciente é livre para tomar sua decisdo apds ouvir todas as informagbes claras e
detalhadas do trabalho. A qualquer momento podera obter novas informacdes, se assim
o desejar.

O paciente terd direito a todo tratamento e acompanhamento relativo a este
procedimento sem nenhum gasto adicional. Caso o paciente sinta-se prejudicado com o
resultado estético nas areas demarcadas para a pesquisa, podera receber uma
complementacgao cirurgica de microimplantes sem custo adicional.

Se tiver duvidas ou desejar formular novas perguntas sobre o estudo, o paciente pode
fazer contato com o pesquisador, Dr. Carlos Oscar Uebel, fone (51) 3330 1177, ou com
o Professor-Orientador, Dr. Jefferson Braga da Silva, fone (51) 3315 6277.



AUTORIZACAO

De modo a colaborar com a evolugao e tratamento médico deste estudo experimental
sobre microimplante capilar com a utilizagdo de plasma rico em plaquetas e seus
fatores de crescimento, conforme acima detalhado, por meio deste, autorizo o Dr.
CARLOS OSCAR UEBEL, médico cirurgido, CREMERS n°® 5379, de quem tenho
informagdes como cirurgido plastico devidamente qualificado, a realizar a cirurgia
proposta, a retirar sangue para produgdo do plasma rico em plaquetas e outras
condutas médicas que venham ao encontro das necessidades clinico-cirirgicas do
estudo, e a examinar periodicamente os seus resultados, documentando-os com
estudo fotografico para avaliagdo e publicagdo cientifica na area médica. Da mesma
forma, dou ciéncia de informagdes sobre a capacidade técnica, profissional e moral do
meédico assistente, comprometendo-me a respeitar as instru¢des que me forem
fornecidas por esse profissional, inclusive quanto aos imprevistos oriundos da
eventualidade ou da observancia das orientagcdes médicas recomendadas.

Assim, além de concordar em participar do estudo, declaro estar ciente de que meu

nome nao sera revelado nem usado de qualquer forma com ele relacionado.

Nome do Paciente:

Assinatura:
Data: _/ /

Nome do Pesquisador: Carlos Oscar Uebel
Assinatura do Pesquisador:
Data: _/ /

Nome da Testemunha:

Assinatura da Testemunha:
Data: / /
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