PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
CENTRO DE CIENCIAS, AGRARIAS E AMBIENTAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU
NIVEL DE MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

ALINE FABRINI BONFA

EFEITO DO GEL DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS NA CICATRIZACAO
DE ENXERTOS CUTANEOS EM EQUINOS

(Effect of Platelet-Rich Plasma on the Repair of Skin Grafting in Horses)

SAO JOSE DOS PINHAIS
2011



ALINE FABRINI BONFA

EFEITO DO GEL DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS NA CICATRIZACAO
DE ENXERTOS CUTANEOS EM EQUINOS

(Effect of Platelet-Rich Plasma on the Repair of Skin Grafting in Horses)

Dissertacdo apresentada ao Programa
de PoOs-Graduacdo em Ciéncia Animal.
Area de concentracdo: Patologia Animal
e Comparada, Cirurgia e Clinica, do
setor de Ciéncias Agrarias e Ambientais
da Pontificia Universidade Catélica do
Parana, para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncia Animal.

Prof. Dra. Antonia Maria Binder do Prado

SAO JOSE DOS PINHAIS
2011



Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Programa de Pés-Graduagao em Ciéncia Animal
Campus Sao José dos Pinhais

ATA n° 0019 E PARECER FINAL DA DEFESA DE DISSERTACAO DE
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL DA ALUNA ALINE FABRINI BONFA

Aos treze dias do més de maio do ano de dois mil e onze, as 14:00 horas, realizou-se

SN

no anfiteatro do Mestrado em Ciéncia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias e
Ambientais da Pontificia Universidade Catélica do Parana, localizada na Rodovia 376
— Km 14 — S&o José dos Pinhais - PR, a sess&o publica de defesa da Dissertagéo da
Mestranda Aline Fabrini Bonfd, intitulada: “EFEITO DO GEL DE PLASMA RICO EM
PLAQUETAS NA CICATRIZAGAO DE ENXERTOS CUTANEOS EM EQUINOS”. A
Mestranda concluiu os créditos exigidos para obtengao do titulo de Mestre em Ciéncia
Animal, segundo os registros constantes na secretaria do Programa. Os trabalhos
foram conduzidos pela Professora Presidente da banca, Dra. Cristina Santos
Sotomaior (PUCPR), auxiliada pelos Professores Doutores, Juliany Gomes Quitzan
(PUCPR) e Peterson Triches Dornbusch (UFPR). Procedeu-se a exposicdo da
Dissertagdo, seguida de sua argiigao publica e defesa. Encerrada a fase, os
examinadores expediram o parecer final sobre a Dissertagdo, que nos termos do
Artigo 53 do Regulamemf deste 7rograma de Pés-Graduagdo, foi considerada
APROVADA. /

Profa. Dra. Cn}tina Santos Soton1a|of (Presndente)

Assinatura__ . \b O X LD,

Profa. Dra. Juliany Gomes Quitzan (PUCPR)

Assinatura fhrtren oy oo} o

Prof. Dr. Petéson}tche}g/mbuspleembro Externo)

Assinatura £ Oy AL 2

Proclamado o resultado a Presudente da Banca Examinadora encerrou os trabalhos, e
para que tudo conste, eu Caroline Nocera, conflro € assino a presente ata juntamente

com 0s membros da Banca Exammad}ra (

Sao Jo§é dos Pinhais, 13 maio de 2011.

/ 4 N’

~Profa. Dra. Cristina Santos Sotomaior
Coordenadora do Programa de Pés Graduagdo em Ciéncia Animal

Ql.‘tﬁ&lv\( ﬂ&u»—k e

Caroline Nocera
Secretaria do PPGCA

BR 376 (Rodovia Curitiba - Joinville), Km 14 CEP 83010 500 S&o José dos Pinhais Parani Brasil
Caixa Postal 17315 CEP 80242 980 Tel.: (41) 3299 4300 Fax: (41) 3299 4363 www.pucpr.br



Dedico este trabalho as minhas
amigas Mari, Cassy, Carol e Paty e
ao meu namorado, que me ajudaram

de verdade.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos que compartilharam esses dias tdo dificeis de
experimento comigo e que de alguma forma, fizeram com que este trabalho

desse certo.

Agradeco a Prof. Dra. Antonia Maria Binder do Prado que me orientou
neste estudo e ao meu co-orientador Prof. Dr. Peterson Triches Dornbush, que

esteve comigo me auxiliando desde o inicio desse projeto.

Agradeco também a Prof. Dra. Andressa Silveira que trouxe a este
projeto novas idéias e auxiliou toda a parte préatica deste experimento.

Meu agradecimento especial a minha amiga e Prof. Cassiana Garces
Ramos, por toda a ajuda no projeto e por ter cedido as instalacées da Clinica
Santa Fé para a realizagdo do meu projeto.

Agradeco as minhas amigas para toda hora Paty, Carol e principalmente

a Mari, pois sem elas nada disso teria sido realizado.

Ao meu namorado, Adson, pelo amor e paciéncia durante esses dois

anos do projeto.

Aos animais desse experimento, pela paciéncia e cooperacdo, mesmo

nas horas mais dificeis.

A todas as pessoas da minha familia pelo carinho, paciéncia e por toda a

forca, mesmo a distancia, pra que tudo se concretizasse.
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RESUMO

O gel de plasma rico em plaquetas (PRP) € uma concentracdo autéloga
de plaquetas em um pequeno volume de plasma com potencial de melhorar a
integracdo dos enxertos. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do uso
do gel de plasma rico em plaguetas sobre o tempo de cicatrizacdo de enxertos
cutaneos simples da regiéo lateral do pescoco de equinos quando comparados
a cicatrizacdo do mesmo tipo de enxerto sem o uso do gel. Foram utilizados 8
equinos adultos, realizando-se enxertos de 2,5x2,5 cm em cada lado do
pescoco, sendo um lado o tratamento, com o uso do gel de PRP e do outro
lado o controle, sem uso do gel. Os animais foram avaliados nos dias 0, 7, 14,
21 e 28 apos a cirurgia atraves da avaliacao clinica, histologica, morfométrica e
cultura dos enxertos. As avalia¢gBes clinicas, morfométricas e bacteriologicas
dos tecidos enxertados ndo revelaram diferencas significativas entre o grupo
controle e o grupo tratamento com PRP. A avaliacdo histologica revelou um
aumento da inflamagédo aguda no momento 7 e de concentracdo de colageno
no momento 14 no grupo tratamento, decorrente da liberacdo de fatores de
crescimento pelas plaquetas presentes no gel, que foi normalizado nos demais
momentos, ndo resultando em diferengcas significativas no processo de
cicatrizacdo do enxerto. De acordo com as condi¢fes experimentais utilizadas
neste estudo, pode-se concluir que nédo houve diferencas significativas entre o

lado tratado com PRP e o lado controle em enxertos cutaneos em equinos.

Palavras-chave: enxerto, PRP, equinos.



ABSTRACT

The gel of platelet-rich plasma (PRP) is an autologous concentration of
platelets in a small volume of plasma with the potential to improve the
integration of the grafts. The aim of this study was to evaluate the effects of
using gel platelet-rich plasma on the healing time of simple skin grafts from the
lateral region of the neck in horses when compared to the healing of the same
type of graft without the use of the gel. We used eight adult horses, performing
grafts 2,5 x2, 5 cm on each side of the neck, the treatment side with use of PRP
gel and a control side, without using gel. The animals were assessed on days O,
7, 14, 21 and 28 after surgery by clinical, histological, morphometric and culture
of the grafts. The clinical, morphological and biological tissue grafts shower no
significant differences between the control group and treatment with PRP.
Histologic evaluation revealed an increase in acute inflammation at the time 7
and collagen concentration at the time 14 in the treatment group, resulting from
the release of growth factors by platelets present in the gel, which was
normalized in the remaining moments, resulting in no significant differences in
graft healing. Under the experimental conditions used in this study, we can
conclude that no significant differences between the side treated with PRP and

the control side in skin grafts in horses.

Key-words: graft, PRP, equine.
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CAPITULO 1

ENXERTOS CUTANEOS EM EQUINOS

1 INTRODUCAO

O enxerto cutaneo é uma técnica terapéutica indicada para o tratamento
de feridas lacerantes, geralmente muito extensas e com grande perda de
tecido. Essas feridas resultam em les6es com quantidade insuficiente de tecido
cutdneo para a cicatrizacdo da mesma, ndo sendo possivel o tratamento por
primeira intengéo. Feridas onde o tecido de granulacédo exuberante impede sua
contracdo e em ferimentos onde a cicatrizacdo da ferida pode resultar em uma
contratura indesejada para o local também podem ser tratadas por enxerto
cutaneo (BRISTOL, 2005).

O plasma rico em plaquetas (PRP) € uma concentracdo autéloga de
plaguetas em um pequeno volume de plasma e seus fatores de crescimento
(FC) liberados, além de proteinas osteocondutoras, também servem de matriz
para migracdo epitelial, formacdo Ossea e de tecido conectivo. Estas
propriedades das plaquetas tornam o PRP um produto com grande potencial
de melhorar a integracdo de enxertos, sejam eles 0sseos, cutaneos,
cartilaginosos ou de gordura, bem como estimular a cicatrizacdo de feridas
(VENDRAMIN et al., 2006).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do uso do gel de plasma rico em plagquetas na

cicatrizacdo de enxertos cutaneos simples da regido lateral do pescoco de
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equinos quando comparados a cicatrizacdo do mesmo tipo de enxerto sem o

uso do gel, avaliados em diferentes periodos.

1.1.2 Objetivos Especificos

Avaliar se o gel de plasma rico em plaquetas melhora a incorporagéao do
enxerto de pele.

Comparar a cicatrizagcdo de enxertos cutaneos em equinos sem o uso do
gel de plaguetas com a dos enxertos com o0 uso do gel, clinicamente e

histologicamente.

1.2 JUSTIFICATIVA

O uso do gel de plasma rico em plaquetas associado ao procedimento
cirirgico de enxerto cutaneo em equinos representa a possibilidade de uma
nova técnica terapéutica para o tratamento de feridas lacerantes, onde nédo &
possivel realizar o tratamento do ferimento por primeira intencao.

O uso do gel de plasma rico em plaguetas associado a técnica de
enxertos cutaneos visa uma melhor e mais rapida cicatrizacdo da ferida,
melhorando a integracdo do enxerto e levando a um resultado mais estético e

funcional.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A FERIDA

s

Uma ferida é representada pela interrupcdo da continuidade de um
tecido corporeo, em maior ou em menor extensao, causada por qualquer tipo

de trauma fisico, quimico, mecanico ou desencadeada por uma afeccao clinica,
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gue aciona as frentes de defesa organica para o contra ataque (CESARETTI,
1998).

Sua classificacdo constitui importante forma de sistematizacao,
necessaria para o processo de avaliacdo e registro. Assim, as feridas podem
ser classificadas, de acordo com o tempo de cicatrizacdo, em agudas e
cronicas. As feridas agudas sdo originadas de cirurgias ou traumas e a
reparacao ocorre em tempo adequado, sem complicacdes. As feridas crénicas
sdo aquelas que ndo sdo reparadas em tempo esperado e apresentam
complicacBes (SANTOS, 2000).

As feridas também podem ser classificadas de acordo com as estruturas
comprometidas, baseada na descricdo anatdbmica da profundidade da ferida. O
sistema de classificacdo por extensdo do dano tissular completa o anterior,
podendo ser divididas em feridas superficiais limitada a epiderme; feridas com
perda parcial, abrangendo a epiderme e porcao superior da derme; e perda
total com destruicdo da epiderme, derme, tecido subcutaneo, podendo invadir
musculos, tenddes e 0ssos (BRYANT, 1992; SANTOS, 2000).

Durante séculos, o tratamento de feridas variou com o objetivo de
melhores resultados cicatriciais em menor tempo possivel (BLANES, 2004). As
aplicagbes mais comuns dos enxertos cutaneos em equinos sdo em ferimentos
muito extensos em que ndo Se consegue a cicatrizacdo por outros meios,
porém a presenca de qualquer ferida aberta que ndo pode ser suturada é um
convite ao uso de enxertos (SCHUMACHER, 2006).

2.2 INDICACOES PARA O USO DE ENXERTOS

O enxerto cutaneo € uma técnica terapéutica indicada para o tratamento
de feridas lacerantes, geralmente muito extensas e com grande perda de
tecido, resultando em lesdes com quantidade insuficiente de tecido cutaneo
para a cicatrizacdo da mesma, ndo sendo possivel o tratamento por primeira
intencdo, bem como em feridas onde o tecido de granulagdo exuberante
impede sua contragcédo e em ferimentos onde a contracdo da ferida no processo
de cicatrizacdo pode resultar em uma contratura indesejada para o local
(BRISTOL, 2005).
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A répida cicatrizacdo de uma ferida que recebeu um enxerto faz desta
técnica a escolha mais econémica para o manejo de feridas que ndo podem
ser suturadas. Um enxerto cutaneo cicatrizado contém por¢des da epiderme,
da derme e alguns anexos, incluindo foliculos pilosos, sendo preferida por
apresentar melhores resultados (SCHUMACHER, 2006). Bristol (2005) afirma
gue o uso de enxertos cutaneos pode modificar completamente o resultado
final da cicatrizac@o destes ferimentos, levando a um resultado mais cosmético

e funcional.

2.3 CLASSIFICACAO DOS ENXERTOS

Existem dois tipos basicos de enxertos, sendo eles o enxerto com
pediculo e o enxerto livre (ROSS, 1968; BOYD; HANSELKA, 1971). O enxerto
com pediculo permanece conectado ao doador por um pediculo vascular que
sustenta o enxerto, mantendo a sua viabilidade. O enxerto livre € uma parte de
tecido que foi completamente separado de seu suplemento sanguineo local e
serd transferido para uma ferida em outro local, necessitando estabelecer
novas conexdes vasculares para se manter viavel (SCHUMACHER, 2006).

Os enxertos livres podem ser classificados em autélogos, onde os
enxertos sao transferidos de um local a outro em um mesmo paciente;
homélogos ou enxertos entre pacientes da mesma espécie; e heterélogos que
sdo o0s enxertos entre diferentes espécies. Os enxertos homodlogos e
heter6logos podem gerar uma resposta imune contra o enxerto, levando a uma
eventual rejeicdo (MAY, 1991). Os enxertos autélogos sdo 0s mais comuns e
mais aplicados em equinos por serem mais praticos e ndo gerar uma resposta
imune (BRISTOL, 2005; SHUMACHER, 2006).

Os enxertos ainda podem ser classificados em enxertos de espessura
completa, ou seja, compostos pela epiderme e toda a derme ou enxertos de
espessura parcial, compostos pela epiderme e somente uma por¢ao da derme.
A porcentagem de derme contida no enxerto pode influenciar em sua
aceitacdo, durabilidade e na estética do local receptor (SHUMACHER, 2006).



17

2.4 FISIOLOGIA DO ENXERTO

Bristol (2005) afirma que o primeiro processo critico para o sucesso da
pega do enxerto é a aderéncia ao leito da ferida. De acordo com Schumacher
(2006), o leito receptor para o enxerto deve ser vascular e livre de infeccbes e
tecido desvitalizado. Alguns pré-requisitos para o sucesso de enxertos de pele
sdo leito receptor com vascularizagdo adequada, aproximacao acurada e
imobilizagdo adequada (McGLENNON; WHITE, 1989).

Segundo Swain (1980), imediatamente apds a enxertia, o0 retalho
aparece palido, devido a deficiéncia de elementos hematicos. Durante os trés
dias subsequlentes, aparece azulado e s6 no sétimo dia retorna a coloragao
rosada, decorrente do restabelecimento circulatério. Para o autor, a formacéao
das anastomoses vasculares pode acontecer ja nas primeiras 24 horas apos a
cirurgia, porém, € mais comum que ocorra 48 horas apés a enxertia.

A sobrevivéncia do enxerto ocorre através de trés processos. O
processo precoce € nao vascular, o qual garante nutricdo através da absorcao
de exsudato do leito receptor. Nessa fase, chamada de fase de aderéncia,
forma-se uma camada de fibrina e ndo existe circulagdo. O enxerto torna-se
edemaciado, com aparéncia azulada (McGLENNON; WHITE, 1989). Durante
esta fase, torna-se facil a ruptura desta camada de fibrina responséavel pela
aderéncia do tecido através da mobilidade excessiva ou pela destruicdo
enzimatica bacteriana, levando a uma perda do enxerto (BRISTOL, 2005). Os
dois outros processos sado a conexao direta dos vasos do leito com os do
enxerto (inosculagcéo) e a penetracédo de vasos do leito diretamente na derme
do enxerto (BRAUER; CONVERSE, 1964).

A fase de revascularizacdo ocorre ap6s aproximadamente 48 horas da
realizacdo do procedimento cirargico. Nesta fase, novos capilares gerados no
leito receptor atravessam a camada de fibrina formada na fase de aderéncia,
fazendo uma anastomose com 0 enxerto e, simultaneamente, novos canais
vascular sao criados dentro da derme, num processo de neovascularizagéo
(SCHUMACHER, 2006).

Ap6s a enxertia, a elastna e o colageno do enxerto s&o
progressivamente substituidos por outros elementos. O enxerto é gradualmente

reinervado através da penetracdo de nervos regionais pela base e pelas
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margens do enxerto, constituindo a fase de organizacao do enxerto (BRISTOL,
2005).

2.5 CAUSAS DE FALHA NA ENXERTIA

Os equinos sao certamente uma das espécies domésticas mais
propensas a desenvolver feridas cutaneas de origem traumatica,
principalmente devido a condi¢cdes inadequadas de manejo e instalagdes.
Grande numero dessas feridas se apresenta, ao cirurgiao, jA contaminadas por
bactérias (SOUZA, 1989).

Reacdes que levam a uma falha no processo de enxertia incluem o
acumulo de fluido sob o enxerto, movimentacédo excessiva e infeccao. Enxertos
aplicados em cavalos falham, mais freqientemente, por causas infecciosas
(BOOTH, 1991; BRISTOL, 2005).

Um preparo deficiente do local receptor € um convite para uma falha na
enxertia. Um local receptor com uma pobre perfusdo, como exemplos, 0SS0
exposto, tecido de granulacdo maduro ou gordura, nao ira fornecer suporte
para um enxerto (BRISTOL, 2005).

O enxerto deve estar em contato com a ferida para prevenir a formacao
de fluido que se acumulara entre o enxerto e a ferida. Um hematoma, seroma
ou exsudato entre o abaixo do enxerto ndo permite a adeséo da fibrina entre o
enxerto e a ferida, formando assim uma barreira a formacdo de novos vasos
(ROTHSTEIN, 1983).

A causa mais comum de falha é a infeccédo bacteriana que pode resultar
em uma destruicdo do tecido enxertado, através deslocamento do tecido
enxertado do local receptor pelo acumulo excessivo de exsudato e pela
destruicdo enzimatica da fibrina que inicialmente mantém o enxerto no local
adequado (BRISTOL, 2005). O tecido de granulacdo sempre contém uma
camada de bactérias em sua superficie, porém contém também abundantes
vasos sanguineos e células fagocitarias que atuam como uma barreira para a
invasao bacteriana (ROTHSTEIN, 1983). A ferida torna-se infectada quando a
concentracéo de bactérias no tecido excede a habilidade das defesas humorais

e celulares de destruir essas bactérias. Para a maior parte das bactérias essa
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concentracdo é em torno de 10° organismos por grama de tecidos. A
sobrevivéncia do tecido enxertado estd melhor correlacionada com a
concentracdo de bactérias no local receptor do que com qualquer outro fator
(ROBSON; KRIZEK, 1967;1973). Pseudomonas spp e Streptococcus spp -
hemoliticos séo particularmente proeminentes em feridas infectadas de equinos
(BRISTOL, 2005). Streptococcus B-hemolitico produz enzimas proteoliticas,
gue destroem o leito receptor e o tecido enxertado, desestabilizando a rede de
fibrinas entre o enxerto e o leito e digerindo esta fibrina. Pseudomonas atua
atacando a fibrina através da producéo de elastase, que degrada a elastina da
derme do tecido enxertado (TEH, 1979).

Outra falha comum no processo de enxertia € a mobilidade excessiva. O
enxerto deve ser mantido imobilizado para que possa se tornar vascularizado.
A presenca de forcas entre o enxerto e o leito receptor pode resultar no
deslocamento do tecido enxertado, desalojando a fibrina, prejudicando a
embebicdo plasmatica, a inosculacdo e o crescimento capilar. Essas forcas
aparecem quando o leito receptor é localizado em uma area de grande
mobilidade, como uma articulacdo, ou quando a area enxertada €
inadequadamente imobilizada (SCHUMACHER, 2006).

2.6 TECNICAS DE ENXERTIA

A preparacado do leito receptor € a contribuicdo mais importante para a
sobrevivéncia de um enxerto cutaneo livre (WILSON, 1990). De acordo com
Schumacher (2006), pode ocorrer a perda do enxerto se a ferida apresentar um
suporte vascular inadequado para suportar um enxerto livre, se parecer
infectada ou apresentar uma elevada vulnerabilidade para o desenvolvimento
de uma infeccao.

O local doador de pele ird depender da técnica de enxertia escolhida e
do modo em que o enxerto sera coletado, com o cavalo anestesiado ou em
estacdo, sendo realizada a assepsia cirurgica do local (SCHUMACHER, 2006).
Os enxertos de espessura completa geralmente séo retirados da regido peitoral
cranial, onde a pele é relativamente mével (STASHAK, 1984). O enxerto &

removido e o local doador é suturado, com o cavalo anestesiado ou em
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estacdo, com sedacdo e anestesia local (SCHUMACHER, 2006). O tecido
subcutaneo deve ser removido para a exposicdo da derme e de sua
vascularizacdo, uma vez que este funciona como uma barreira para a
embebicdo plasmatica, impedindo o crescimento de novos vasos. A fascia e a
gordura também devem ser retiradas através de uma dissecacdo cuidadosa
para nao provocar injuria aos vasos da derme (BOYD; HANSELKA, 1971;
ROSS, 1968). Os enxertos de espessura parcial geralmente sdo de tamanhos
menores, podendo ser obtidos da porcdo ventral do abdémen ou da por¢ao
ventral do térax (BRISTOL, 2005).

Segundo Bristol (2005), o enxerto pode ser colocado diretamente sobre
o leito receptor e suturado no local. De acordo com Schumacher (2006), a
sutura do tecido enxertado deve ser realizada juntamente a margem da ferida,
podendo ser realizada com o cavalo em estagdo, com uma prévia
dessensibilizacdo do local através de uma anestesia infiltrativa local. A
aplicacdo de enxerto com o animal em estagdo reduz o tempo de anestesia
geral e elimina a possibilidade de danos ao enxerto que podem ocorrer no
periodo poOs-anestésico. A sutura pode ser removida apds seis a sete dias,
quando a aceitacdo do enxerto é assegurada.

Em equinos, os locais receptores sao fregiientemente maiores do que
0s enxertos obtidos, sendo utilizadas algumas técnicas expansoras para
aumentar o tamanho dos enxertos. Equipamentos expansores Sao
provavelmente o melhor método para cobrir grandes defeitos (BRISTOL, 2005).
O enxerto é fenestrado manualmente ou mecanicamente, atraves de
expansores, para a obtencdo de um enxerto em malha. Booth (1991) afirma
gue essas fenestracdes sdo importantes para reduzir o edema local e prevenir

0 acumulo de exsudato seroso ou sanguinolento.

2.7 CUIDADOS POS-OPERATORIOS

A ferida enxertada deve ser recoberta com uma bandagem estéril e ndo
aderente, como uma bandagem nao aderente de algoddo ou bandagem de
rayon. A bandagem deve ser realizada de modo a impedir o maximo possivel a

mobilidade no local para facilitar a pega do enxerto. A bandagem néo deve ser
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trocada nos primeiros 4 a 5 dias apds o procedimento cirargico, a menos que
exista sinais de infeccdo (SCHUMACHER, 2006). A perda completa do enxerto
cutaneo, por infeccdo ou movimentagdo, ap0s o quinto dia do procedimento
inicial € incomum (BOOTH, 1991).

Infecgbes por Streptococcus ou Pseudomonas podem destruir
rapidamente um enxerto aplicado recentemente; portanto, o reconhecimento
precoce de uma infeccdo e a aplicacdo apropriada de uma droga
antimicrobiana se torna necessaria para a sobrevivéncia do enxerto
(SCHUMACHER, 2006).

A ferida enxertada, principalmente nos membros, deve ser protegida por
uma bandagem até que a epitelizacdo esteja completa. Medicacdes
analgésicas devem ser administradas antes da coleta do tecido cutaneo do
local doador e deve ser mantida por alguns dias no periodo pds-operatorio
(SCHUMACHER, 2006).

2.8 ARMAZENAMENTO DE ENXERTOS

Enxertos autdlogos ou homoélogos podem ser aplicados com sucesso em
feridas ap0s armazenagem por varias semanas em temperatura de
refrigeracdo, envoltos em gazes embebidas com solucéo salina fisiolégica ou
solucéo de Ringer (ROTHSTEIN, 1983).

Resultados excelentes foram descritos em equinos que receberam
tecidos de enxertos cutdneos armazenados a 4° C por mais de trés meses em
meio de McCoy 52 com soro eqiino a 10% e sulfato de gentamicina (80 mg/ L)
(SCHUMACHER, et al., 1987). Ferimentos de alguns cavalos também foram
enxertados com sucesso usando tecido cutaneo armazenado por mais de doze
meses (SCHUMACHER, 2006).

Um enxerto armazenado pode ser Gtil para recobrir um defeito criado em
todo ou uma parte do enxerto inicial e, por essa razéo, coletar mais tecido do
gue o necessario para recobrir a ferida € sempre prudente, especialmente
guando o enxerto tem uma chance maior do que a usual de falhar. Um enxerto

armazenado que nao sera usado para a enxertia autéloga pode ser utilizado
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como um curativo biolégico para uma ferida em outro cavalo, quando as
circunstancias permitirem (SCHUMACHER, 2006).

2.9 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O plasma rico em plaquetas (PRP) € uma concentracdo autdloga de
plaguetas em um pequeno volume de plasma, com a consequente presenca de
fatores de crescimento (FC) liberados por estas plaquetas, além de proteinas
osteocondutoras, que também servem de matriz para migracdo epitelial e
formacao Ossea e de tecido conectivo (VENDRAMIN et al., 2006).

O PRP é um hemocomponente autégeno usado para liberar fatores de
crescimento em altas concentragdes no local onde se pretende reparar um
defeito ou uma leséo tecidual, levando a aceleracao do processo cicatricial. Os
fatores de crescimento estimulam principalmente a reepitelizacdo, a
angiogénese, a mitose celular, a sintese de colageno, a quimiotaxia dos
neutréfilos, macréfagos e fibroblastos e a producdo de linfécitos com a
producdo de interleucina (ALMEIDA et al., 2008). O coagulo sanguineo normal
contém cerca de 95% de hemacias, 5% de plaquetas e menos de 1% de
células brancas. No PRP, o quociente entre heméacias e plaguetas se inverte,
estas Ultimas ocupando 95% do volume total (WILSON; BARBIERI; MAZZER,
2006).

Estas propriedades das plaquetas tornam o PRP um produto com
grande potencial de melhorar a integracdo de enxertos, sejam eles 6sseos,
cutaneos, cartilaginosos ou de gordura, bem como estimular a cicatrizacédo de
feridas (VENDRAMIN et al., 2006).

2.10 USO DO GEL DE PRP EM ENXERTOS

O PRP representa uma nova biotecnologia, devido ao crescimento
tecidual interessar a engenharia de tecidos e a terapia celular, atuando na
cicatrizacdo e capacitando as células as mitoses e angiogénese (MARX, 2001;
VILLELA, 2007).
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A utilizacdo das técnicas de enxertos cutaneos pode ser considerada
uma parte importante no tratamento veterinario de feridas complicadas em
equinos, principalmente as localizadas nos membros destes animais
(BRISTOL, 2005). O uso das técnicas de enxertos cutaneos requer uma
pequena experiéncia e somente um material cirargico basico (SCHUMACHER,
2006). Percebendo a importancia da enxertia para aquelas feridas nas quais a
cicatrizagdo por primeira intencdo esteja prejudicada e ainda a dificuldade para
gue se obtenha um percentual de pega neste procedimento, é importante que
se pesquisem novos métodos de modo a melhorar os indices de sucesso nas
enxertias (PAIM, et al., 2002).
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CAPITULO 2

EFEITO DO GEL DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS NA CICATRIZACAO
DE ENXERTOS CUTANEOS EM EQUINOS

3 MATERIAIS E METODO

3.1 AMOSTRA

O experimento envolveu a populacdo de eqlinos pertencentes a
Unidade Hospitalar para Animais de Fazenda (UHAF) da PUCPR.

Foram utilizados neste projeto oito equinos saudaveis, do sexo feminino,
com idades entre 3 e 15 anos, com peso médio de 350 kg. Estes animais foram
previamente desverminados com Ivermectina (200 mcg/kg), examinados
clinicamente e submetidos a exames laboratoriais para constatar sua higidez
organica, uma semana antes da realizacdo do procedimento cirurgico.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da PUCPR, n° 514/2010 em reuni&o realizada no dia
27 de Maio de 2010. O experimento foi realizado de acordo com o0s principios
éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
utilizando medidas para minimizar o desconforto dos animais.

Durante o experimento os animais foram mantidos em baias individuais
localizadas na Clinica Santa Fé, no Jockey Clube do Parana, com agua, feno e
racao proprias para cavalos. Ao término do experimento 0s animais retornaram
a Unidade Hospitalar para Animais de Fazenda (UHAF) da PUCPR.
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3.2 TECNICAS DE PESQUISA PARA COLETA E ANALISE DOS DADOS

3.2.1 Preparo do gel de plasma rico em plaquetas

O gel de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) foi obtido pelo protocolo de
dupla centrifugacdo em tubos descrito por Arguéles et al. (2006).

Antes de submeter o animal ao procedimento cirurgico foi realizada a
coleta de 80 mL de sangue total, por meio de pungéo venosa jugular.

Coletou-se sangue em 16 tubos vacutainer com anticoagulante citrato de
sédio 3,2%, cada um com 5 mL, sendo encaminhado ao laboratorio para o
preparo de gel de PRP em capela de fluxo laminar e com material estéril,
visando reduzir as chances de contaminacdo. Os frascos foram submetidos a
primeira centrifugacéo a 120g durante 5 minutos, promovendo a separacéo das
células vermelhas que, por terem um peso especifico maior, depositam-se na
parte inferior do tubo. Na parte superior fica 0o plasma com as plaguetas e,
entre estas duas camadas, existe uma outra fina e esbranquicada, denominada
de zona de névoa, que contém as células brancas, principalmente leucdcitos, e
as plaguetas maiores.

Com o auxilio de um cateter espinhal 18 G acoplado a uma seringa de
20 mL foram coletadas a porcao superior do plasma de cada um dos tubos,
totalizando 20 mL, que foram colocados em outros dois tubos vacutainer de 10
mL, sem anti-coagulante. Esses tubos foram submetidos a nova centrifugacao
a 240g durante 5 minutos. Retirou-se 25 % da porc¢ao inferior do plasma, ou
seja, 2,5 mL da porcao inferior de cada tubo, levando-as a um novo tubo
vacutainer sem anti-coagulante, totalizando 5 mL e obtendo-se assim o PRP.

O gel de PRP é obtido por meio da adicdo de 250 puL de uma solucao de
cloreto de calcio a 10% aos 5 mL de PRP, ativando assim o sistema de
coagulacdo que resultara na gelacdo do PRP. Esse tubo devera ser deixado
em temperatura ambiente durante duas horas para estimular a degranulacéo

das plaquetas antes do uso.
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Figura 1. A: Sangue total apdés a primeira centrifugacdo, sendo PCV a
porcdo que contém as células vermelhas, PC-A a porcao de plasma rico em
plaquetas e PC-B o plasma pobre em plaguetas. B: Segunda centrifugacao
para concentracdo plaquetaria, sendo PC-C a porcdo de plasma rico em
plaquetas utilizada para obtencdo do gel de PRP e PC-D o plasma pobre em

plaguetas.

3.2.2 Procedimento Cirargico

Os animais foram sedados com Acepromazina 1% 0,05 mg/kg/IM e apos
15 minutos utilizou-se a Xilazina a 10% na dose de 1 mg/kg/lV e Butorfanol na
dose de 0,02 mg/kg/IV para serem entdo submetidos a técnica de enxerto de
pele com o paciente em estacéao.

Para a producdo de feridas experimentais foram realizadas as
tricotomias de quadrados de aproximadamente 20 cm?, bilateral, na regido
lateral do pescoco, logo abaixo da crina. Realizou-se a antissepsia da pele com
uma solugdo de alcool iodado e solucdo de PVPI degermante. Foram
demarcados dois quadrilateros de cada lado do animal, sendo um mais cranial
e proximal de 2,5 cm?, sendo este o local receptor de pele e um mais caudal e
distal, na regido média do pescoco, com 3,5 cm?, sendo o local doador de pele.
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Realizou-se a dessensibilizacdo dos locais demarcados com anestesia
infiltrativa local com 10 mL de Lidocaina 2%, sem vasoconstritor, ao redor das
areas com os quadrilateros demarcados, sem infiltrar o local dos enxertos.
Utilizando-se uma lamina de bisturi n°® 24 estéril, a pele dos locais demarcados
com os quadrilateros craniais foi excisada, obtendo-se as feridas cutaneas
experimentais.

Logo apas, realizou-se a excisdo da pele dos locais demarcados como
doadores de pele. Os tecidos cutaneos retirados desses quadrilateros caudais

foram dissecados para a retirada das fascias e tecido subcutaneo.

Figura 2. Preparo do enxerto durante o procedimento cirdrgico para a

retirada das fascias e tecido subcutaneo

Ap6s o preparo, os tecidos doadores foram fixados nas feridas
experimentais, bilateralmente, através de uma sutura com fio de Nylon n° O das
bordas do tecido doador com o tecido receptor utilizando-se pontos isolados
simples.

O gel de plaquetas foi utilizado entre o leito receptor e o tecido enxertado
antes da sutura da por¢cao superior do mesmo, somente de um dos lados do
animal, utilizando-se o volume de 5 mL, onde o excesso era retirado com uma
leve compressédo do enxerto. No outro lado o gel de PRP nao foi utilizado,

sendo este o lado controle.
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Figura 3. Aplicagdo do gel de plasma rico em plaquetas entre o leito

receptor e o tecido enxertado no lado tratamento.

Figura 4. Aspecto final do local da cirurgia apdés o procedimento de

enxertia.

Nos primeiros quinze dias foi realizada a limpeza dos locais de cirurgia
duas vezes ao dia e utilizou-se Nebacetin ® (sulfato de Neomicina e
Bacitracina) topico sobre os tecidos enxertados em ambos os lados, para evitar
contaminacdo pOs-operatéria dos enxertos. As feridas doadoras de pele
também foram tratadas até sua completa cicatrizagéo por segunda intencéo.

Para o pOs-operatorio destes animais foi realizada a analgesia com o uso
de Flunixin Meglumine (1,1 mg/ kg/ IV/ SID), por um periodo de cinco dias e
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antibioticoterapia com uso de Sulfadiazina e Trimetoprim em pasta
(30g/VO/SID), durante de cinco dias.

3.3 ANALISE DOS RESULTADOS

Para o preparo do gel de plasma rico em plaquetas foram realizadas
analises laboratoriais da amostra sanguinea inicial e do gel de PRP preparado,
realizando-se a contagem das plaguetas, para garantir uma concentracao
plaquetaria com uma média de quatro a seis vezes superior ao da amostra
sanguinea inicial, garantindo a qualidade do gel de PRP utilizado nas regifes
enxertadas.

Foram realizadas avaliacdes clinicas dos enxertos, utilizando-se uma
matriz de analise (Tabela 1), bem como avaliacdes histologicas e
bacteriologicas no dia da cirurgia (dia 0), sendo repetidos nos momentos 7, 14,

21 e 28 dias de pés-operatdrio, para serem comparados entre si.

3.4 METODOS DE AVALIACAO

3.4.1 Avaliagdo Clinica do Enxerto

A avaliacdo clinica do enxerto foi realizada pelo mesmo observador, que
nao sabia a diferenca entre os tratamentos, nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 conforme
Hermeto (2010) com tabela adaptada de Paim et al; (2002), na qual foram
avaliados aspectos como exsudacao, coloracdo, edema e aspecto cosmético

do enxerto.



Tabela 1. Matriz de analise para classificacao clinica dos enxertos.
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ANALISE CLINICA DO ENXERTO CUTANEO

Nome / n°® do animal
Data:

Data do enxerto:

Data da biopsia:

Anélises
Exsudato
Sem exsudato (0)
Com exsudato (1)
Pouco exsudato (2)

Muito exsudato (3)

Direito

Esquerdo

Coloracao
Branca (0)
Rosada (1)
Roxa (2)
Preta (3)

Edema

Sem edema (0)

Leve edema (1)

Muito edema (2)

Aspecto Cosmético
Excelente (1)

Bom (2)

Regular (3)

Ruim (4)

3.4.2 Analise Histologica

A coleta do tecido enxertado e do leito receptor foi realizada através de

um punch de bidpsia de 5 mm de diametro, realizada nos dias 0, 7, 14, 21 e 28

apos o procedimento cirdrgico, com uso de anestesia local, somente ao redor

dos enxertos.
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Apos a bidpsia, o tecido foi fixado em formol tamponado por pelo menos
24 horas e encaminhado para o Laboratério de Patologia da Universidade
Federal do Parand (UFPR) para andlise. Apods esse tempo, o fragmento foi
embebido em parafina e preparado em cortes transversais de 4 x 6 ym, e as
laminas foram coradas pelas técnicas de Hematoxilina-eosina (HE) e
Tricromico de Mallory.

As laminas obtidas apds as colora¢c6es foram avaliadas por um mesmo
observador, sem que soubesse qual era o lado do controle e o lado do
tratamento.

Para a avaliagdo histologica foi utilizados os critérios descritos na tabela
2, em que foram avaliados: autolise, fibroblasto, coldgeno, inflamacédo aguda,
integracdo-aderéncia microscopica e tecido de granulacdo, conforme Hermeto
(2010).

Tabela 2. Classificacao e atribuicdo de indices aos achados histologicos

nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 nos enxertos cutaneos em equinos.

Achados HE Ausente Discreto Moderado Acentuado
Fibroblasto 0 1 2 3
Colageno 0 1 2 3
Inflamacéo aguda 0 1 2 3
Integracdo-aderéncia ausente presente - -

microscopica

Tecido de granulacao ausente presente -- -

HE: hematoxilina-eosina e Tricromio de Mallory.

A atribuicédo de indices aos achados histolégicos foi realizada de acordo
com Hermeto (2010), baseada em critérios apresentados por Chandra et al.
(2007) e DeRossi et al. (2009).

Fibroblastos: ausentes, discreta proliferacdo, moderada proliferacdo ou

acentuada proliferagao.
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Colageno: ausente, discreto (deposicao de fibras colagenas em pouca
quantidade), moderada ou acentuada (fibras colagenas espessas formando
feixes de fibrose).

Inflamacdo aguda: ausente (sem infiltrado inflamatério na lamina),
discreto (presenca de neutrofilos e/ou eosindéfilos esparsos, com areas sem
infiltrado inflamatorio), moderado (com neutrdfilo e/ou eosinéfilos e com poucas
areas sem infiltrado inflamatorio) e acentuado (células inflamatoérias em grande
guantidade formando agregados inflamataorios).

Integracdo-aderéncia microscopica: presenca ou auséncia de aderéncia
entre leito receptor e enxerto.

Tecido de granulacdo: auséncia ou presenca de tecido de granulacéo

com proliferacdo de capilares e fibroblastos jovens.

3.4.3 Analise Bacteriologica

Para a analise bacteriolégica foi empregada a técnica de remocao de uma
amostra de microrganismos existentes no enxerto através do uso de swab
estéril depois de realizada a anti-sepsia da pele e a biopsia do tecido
enxertado. O material foi enviado em frasco estérii ao Laboratério de
Microbiologia da PUCPR para posterior cultura em meios de Agar McConkey e
Aguar Sangue de Carneiro, nos dias 0, 7, 14, 21 e 28.

3.4.4 Analise Morfométrica

Para a andalise morfométrica, foram realizadas avaliacbes macroscépicas
através de fotografias do local com mensuracdo dos enxertos, de ambos 0s
lados. Calculou-se a area dos enxertos nos momentos 0, 7, 14, 21 e 28,
através do software Metron Epoonatech 3.0, para avaliagdo da contracdo do

enxerto durante o processo cicatricial.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram comparados estatisticamente, através do teste
Kruskal-wallis, entre os lados (tratamento e controle) e entre os momentos
dentro de cada tratamento, utilizando-se ANOVA One Way para dados néo
paramétricos, com pos teste de Dunns, para os diferentes momentos da coleta
de dados, com p < 0,05% de significancia, utilizando-se o software Graphpad

prism, verséo 5.0.

4 RESULTADOS

O gel de PRP obtido apresentou a concentracdo plaquetaria esperada,
sendo 4 a 6 vezes superior a concentracao inicial de plaquetas.

O procedimento cirdrgico ocorreu sem complicacdes em todos os
animais. Durante os 28 dias de pos-operatorio, todos os equinos
permaneceram em boa salde, sem nenhuma complicacdo de ordem geral,
porém alguns animais apresentaram perda de enxerto em ambos os lados em
diferentes momentos. No lado controle ocorreram trés perdas de enxertos,
sendo uma aos 14 dias, uma aos 21 dias e uma aos 28 dias. No lado dos
enxertos tratados com PRP ocorreram duas perdas, sendo uma aos 14 dias e
uma aos 28 dias.

Um dos enxertos do lado tratamento com PRP e um do lado controle
apresentaram descolamento da epiderme, com posterior nascimento de novos
pélos no local, indicando a presenca da derme do tecido enxertado no local,

nos momentos 21 e 28 respectivamente.

4.1 ANALISE DAS AVALIACOES CLINICAS

A analise das avaliacOes clinicas pelo teste de Kruskal-Wallis revelou

que néo houve diferencas significativas nos parametros exsudato, coloracgéo,
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edema e aspecto cosmético entre o lado controle e lado tratamento com PRP
em nenhum dos momentos avaliados neste estudo.

A andlise estatistica demonstrou diferencas significativas entre os
momentos dentro de cada tratamento nos parametros exsudato (tabela 3),
edema (tabela 4) e aspecto cosmético (tabela 5). Ndo houve diferenca
significativa no parametro coloragdo em nenhum dos momentos dentro de cada

tratamento.

Tabela 3. Mediana dos escores clinicos de exsudato, nos enxertos tratados
com PRP e nos enxertos controle, sendo que letras mailsculas representam a
diferenga entre os tratamentos e letras minusculas representam a diferenca

entre os momentos, p < 0,05%.

EXSUDATO
Tratamento/Dias 0 7 14 21 28
PRP OAa 0 Aa 2 Aa 2 Aa 1 Aa
Controle 0ha 0 Adb 2 AP 1,5%° 0,54

Tabela 4. Mediana dos escores clinicos de edema, nos enxertos tratados
com PRP e nos enxertos controle, sendo que letras mailsculas representam a
diferenca entre os tratamentos e letras minuUsculas representam a diferenca

entre os momentos, p < 0,05%.

EDEMA
Tratamento/Dias 0 7 14 21 28
PRP 0 Aa 1 Aab 2 Ab 1 Aab 1 Aab

Controle oA 1Ab 1 Ab 0,5 A% 1 Aab
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Tabela 5. Mediana dos escores clinicos de aspecto cosmético, nos

enxertos tratados com PRP e nos enxertos controle, sendo que letras

mailsculas representam a diferenca entre os tratamentos e letras minusculas

representam a diferenca entre os momentos, p < 0,05%.

ASPECTO COSMETICO

Tratamento/Dias 0 7 14 21
PRP 1,57 2ha 2ha 3ha
Controle 1ha 2 Aab 2 Aab 3Ap

Figura 5 — Enxerto lado direito (tratamento) e esquerdo (controle) nos dias 0, 7,

14, 21 e 28. Observam-se 0s sinais das bidpsias prévias nos enxertos.

4.2 ANALISE DAS AVALIACOES HISTOLOGICAS

A analise das avaliagdes histologicas revelou diferencas significativas

entre os lados controle e tratamento com PRP nos parametros colageno (tabela
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6) e inflamacdo aguda (tabela 7). Nao houve diferencas significativas nos
parametros fibroblastos, granulagdo e integracdo-aderéncia entre os lados em
todos os momentos avaliados neste estudo.

Entre os momentos dentro de cada tratamento observou-se diferencas
significativas nos parametros inflamacao aguda (tabela 7), fibroblasto (tabela 8)
e granulagdo (tabela 9). Nao houve diferenca significativa nos parametros
colageno e integracdo-aderéncia em nenhum dos momentos dentro de cada

tratamento.

Tabela 6. Mediana dos escores histologicos de colageno, nos enxertos
tratados com PRP e nos enxertos controle, sendo que letras mailsculas
representam a diferenca entre os tratamentos e letras mindsculas representam

a diferenca entre os momentos, p < 0,05%.

COLAGENO
Tratamento/Dias 7 14 21 28
PRP 2 Aa 21 1,542 1,542
Controle 1,572 1582 2he 1,542

Tabela 7. Mediana dos escores histologicos de inflamag¢do aguda, nos
enxertos tratados com PRP e nos enxertos controle, sendo que letras
maiusculas representam a diferenca entre os tratamentos e letras minusculas

representam a diferenca entre os momentos, p < 0,05%.

INFLAMACAO AGUDA

Tratamento/Dias 7 14 21 28
PRP 3 Aa 3 Aab 3 Aab 0 Ab

Controle 2 Ba 3Aa 2Aa 25ha




37

Tabela 8. Mediana dos escores histologicos de fibroblasto, nos enxertos
tratados com PRP e nos enxertos controle, sendo que letras maiusculas
representam a diferenca entre os tratamentos e letras mindsculas representam

a diferenca entre os momentos, p < 0,05%.

FIBROBLASTO

Tratamento/Dias 7 14 21 28
PRP 1 Aa 2 Aab 2 Aab 3 Ab
Controle 1A 2 Aab 2 Aab 3Ap

Tabela 9. Mediana dos escores histolégicos de granulagdo, nos enxertos
tratados com PRP e nos enxertos controle, sendo que letras mailsculas
representam a diferenca entre os tratamentos e letras mindsculas representam

a diferenca entre os momentos, p < 0,05%.

GRANULACAO
Tratamento/Dias 7 14 21 28
PRP 1 Aa 1’5Aa 2 Aa 3Aa
Controle 142 2 AP 2 Adb 34

4.3 ANALISE DAS AVALIACOES BACTERIOLOGICAS

Durante o experimento foram realizadas culturas dos enxertos de ambos
os tratamentos, ap6s o procedimento cirargico e nos momentos 7, 14, 21 e 28,
apos as bidpsias.

No momento O (pds cirurgico) ndo houve crescimento bacteriano em
nenhum dos lados. Um dos animais apresentou perda de enxertos, tanto no
lado controle quanto no lado tratamento com PRP, apds décimo quarto dia,

porém sem contaminacao bacteriana dos enxertos.



38

No lado tratamento com PRP um dos animais apresentou crescimento
de Escherichia coli no tecido enxertado nos momentos 14 e 21, porém néao
ocorreu perda do enxerto e ndo houve crescimento bacteriano no momento 28.
Outros trés animais apresentaram crescimento bacteriano de Escherichia coli
no mesmo lado, apenas no dia 28, porém sem perda dos enxertos.

No lado controle um dos animais apresentou crescimento de Escherichia
coli no tecido enxertado nos dias 14 e 21, com perda do enxerto ap0s esse
momento. Ainda no lado controle um animal apresentou crescimento
bacteriano de Escherichia coli apenas no dia 28, porém sem perda do enxerto.

Somente um dos equinos deste experimentou apresentou crescimento
de outros tipos de bactérias, sendo Bacilo sp no décimo quarto dia e
Staphylococcus intermédius nos dias 21 e 28, do lado do enxerto tratado com
PRP e crescimento de Candida sp no dia 21 e Staphylococcus intermédius no
dia 28 do lado controle, porém ndo houve perda de enxerto em nenhum dos
lados, como pode ser observado na tabela 10.

Tabela 10. NUmero de enxertos que apresentaram contaminacdo em cada
momento, nos diferentes tratamentos, sendo que numeros entre parénteses
representam perdas de enxertos em cada momento. * Perda de enxerto com
contaminagao bacteriana por Escherichia coli. ** Perda de enxertos sem

contaminacgao bacteriana.

CONTAMINACAO BACTERIANA DE ENXERTOS

Dias 0 7 14 21 28
PRP 0 1 3 (1) 2 4 (1*%)
Controle 0 1 2 (1*) 2 (1% 2 (1*)

4.4 ANALISE DAS AVALIACOES MORFOMETRICAS

Os valores obtidos da mensuracdo da area dos enxertos para avaliacado

morfométrica da contracdo dos enxertos durante o processo de cicatrizacao
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foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis, que n&o revelou diferencas
significativas entre os lados controle e tratamento com gel de plasma.

A andlise estatistica desses dados pelo teste ANOVA One Way também
ndo demonstrou diferencas significativas entre os momentos dentro de cada

tratamento durante o experimento, conforme tabela 11.

Tabela 11. Mediana das mensuracdes da area de contracdo das feridas
(em cm?), nos enxertos tratados com PRP e nos enxertos controle, sendo que
letras mailsculas representam a diferenca entre os tratamentos e letras

minusculas representam a diferenca entre os momentos, p < 0,05%.

CONTRACAO DAS FERIDAS

Tratamento/Dias 0 7 14 21 28
PRP 6,252 6,232 6,222 6,202 6,172
Controle 6,262 6,242 6,212 6,204 6,181

5 DISCUSSAO

Neste estudo utilizou-se uma técnica para a producédo de PRP simples e
de baixo custo, para viabilizar a sua utilizacdo na medicina veterinaria de rotina,
sendo a mesma técnica desenvolvida por Arguelles et al. (2006). De forma
semelhante ao descrito pelo autor, foram obtidas concentracdes plaquetéarias
médias de quatro a seis vezes superior a da amostra sanguinea inicial,

considerado o ideal para a producéo do gel de PRP terapéutico.

Estudos realizados em feridas cutdaneas agudas em seres humanos
tratadas com PRP demostraram um aumento estatisticamente significativo
quando comparados a cicatrizacdo de feridas sem o uso do gel, acelerando
clinica e histologicamente a cicatrizacdo dos tecidos tratados com PRP (HOM
et al., 2007). A utlizagio do PRP mostrou-se efetiva também em

procedimentos de ritidoplastias em seres humanos, em que a analise
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qualitativa de casos clinicos evidenciou uma melhor integracdo da enxertia
adiposa nos preenchimentos faciais com o uso do PRP (ALMEIDA et al., 2008).

Neste estudo, a adicdo do gel de PRP aos enxertos cutaneos para
acelerar sua incorporacao e cicatrizacdo nao pode ser demonstrada, pois néo
houve diferencas significativas entre o lado controle e o lado tratamento com
PRP. O mesmo resultado foi descrito por Monteiro et al. (2009), que avaliou o
tempo de cicatrizacdo de feridas cirargicas com o uso do gel de PRP em
equinos e por DeRossi et al. (2009), que avaliou cicatrizagéo de feridas distais
em membros de equinos com uso de PRP. Em ambos os casos, ndo houve
diferencas significativas no processo de cicatrizagdo com o uso do gel de
plasma rico em plaquetas. Segundo DeRossi et al. (2009), ndo foi comprovada
a hipotese de que a adicdo de PRP para o aumento da presenca de
mediadores inflamatérios no local melhora a qualidade da reparacao e acelera
a cicatrizacdo de feridas em membros de equinos. Resultado semelhante
também foi descrito por Hermeto (2010), que realizou um estudo comparativo
entre a cola de fibrina e o plasma rico em plaquetas em enxertos cutaneos em
cées, concluindo que o grupo cola de fibrina foi superior ao grupo plasma rico
em plaquetas e que o grupo plasma rico em plaquetas quando comparado com
0 grupo controle apresentou resultados inferiores na cicatrizagdo de enxertos
cutaneos de espessura completa em cées.

O indice de falhas na enxertia foi de 37,5% no lado controle e de 25% no
lado tratado com o gel, sendo esses indices semelhantes ao encontrados em
literatura, como no caso de enxertos de membros em equinos, que foi
aproximadamente 30% em estudo realizado em feridas distais, o que pode
ocorrer devido a mobilidade excessiva ou ainda por contaminac¢do bacteriana
(FRENCH; FRETZ; 1990), uma vez que as bactérias também inibem a
cicatrizacdo através do prolongamento da fase inflamatéria. indices
semelhantes também séo encontrados em cées, Pavletic (1996) e Hermeto
(2010) relatam que mesmo com todos os cuidados pds-operatdrios 0 sucesso
da enxertia foi de 50 a 60%.

A maioria dos casos de contaminacdo dos enxertos foi ocasionada por
Escherichia coli, indicando uma contaminagdo ambiental dos enxertos, assim
como o resultado encontrado por Monteiro et al. (2007) que avaliou a

contaminacdo de feridas em diversas espécies, relatando 25% de
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contaminacé@o por E. coli em feridas. A E. coli, por ser uma enterobactéria,
sugere gue 0s animais do experimento deitavam-se sobre as feridas cirirgicas,
nas baias em que permaneceram durante o experimento. Segundo Souza e
Scarcelli (2000), o isolamento bacteriano era esperado, uma vez que, a E. coli
faz parte de uma flora normal dos mamiferos, conhecida como microbiota, que
se refere aos microorganismos, sejam eles bactérias, fungos ou virus, que
vivem sobre ou no interior dos mesmos. Wilknison e Harvey (1990) relatam que
por se tratar de feridas, a colonizac&o por microorganismos se torna ainda mais
propicia, pois a lesdo na pele facilita a passagem de bactérias transitérias e
enterobactérias ao foco da ferida.

De acordo com Pope (1990), o uso de curativos com bandagens
compressivas sobre os locais enxertados reduz a mobilidade e o uso de
antibiotico tépico reduz a contaminacdo bacteriana no local. Neste
experimento, o local em que foi realizada a enxertia dificultou a colocagéo de
bandagens sobre as areas dos enxertos, porém eram realizados dois curativos
diarios para a assepsia do local com o uso de pomada de Bacitracina e
Neomicina. Amaral et al. (2004) e Hermeto (2010), efetuaram curativos com
trocas de bandagens a cada 48 horas com uso de pomada de Neomicina e
Bacitracina para reduzir a contaminagdo pés-operatoria de enxertos cutaneos
em malha em cées, nos primeiros 15 dias.

Observou-se a contaminacdo de alguns enxertos, porém nem sempre
relacionado a perda dos mesmos. No lado controle ocorreram trés
contaminacgdes de enxertos, com duas perdas. Ja no lado tratamento com PRP
ocorreram cinco casos de contaminacdo de enxertos, com apenas uma perda.
Segundo Livingston et al. (1990) a utilizagdo da associacdo de Neomicina com
Bacitracina reduziu significativamente o niumero de infec¢des levando a uma
menor perda de enxertos de pele em casos de queimaduras em humanos, pois
a associacdo de Bacitracina com Neomicina atinge os critérios de uma
antibioticoterapia tépica ideal, uma vez que apresenta atividade bactericida
com amplo espectro de acdo e essas substancias sdo raramente utilizadas por
outras vias de administracdo, reduzindo a probabilidade de resisténcia
bacteriana.

As bidpsias para analise histologica foram realizadas aos 7, 14, 21 e 28

dias, observando-se posterior necrose ao redor dos locais da biépsia, o que
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pode ter interferido nos indices de falhas na enxertia. Outros estudos devem
ser realizados, com numero reduzido de biopsias, para avaliar o grau de
interferéncia que esse procedimento pode provocar nos indices de sucesso no
processo de enxertia, como nos estudos realizados em coelhos por Chandra et
al. (2007) em feridas cirurgicas, em que as bidpsias foram realizadas apenas
nos momentos 7, 14 e 21, ou ainda como no experimento realizado em
enxertos cutaneos em cées por Hermeto (2010), em que foram realizadas
bidpsias aos 3 dias em metade dos animais e aos 7 e 14 dias nos animais
restantes. Nos estudos realizados em cicatrizacdo de feridas em equinos por
DeRossi (2009) as bidpsias também foram realizadas em menos momentos,
sendo realizadas em trés equinos nos dias 5 e 30 e nos outros trés animais nos
dias 15 e 45, reduzindo assim o numero de bidépsias em cada animal do
experimento, diminuindo a injdria ao local que esta sendo avaliado.

A inflamagdo aguda do lado tratamento com PRP apresentou-se
superior na avaliacdo histologica do sétimo dia, quando comparada ao grupo
controle, fato que pode ser explicado pela intensa liberacdo de fatores de
crescimento no local devido a degranulacdo das plaguetas presentes no gel.
Os mesmos resultados foram observados por Henderson et al. (2003) e
Chandra et al. (2007) que concluiram que o PRP induziu uma resposta
inflamatoria intensa e mais recente. Segundo Marx (2001), a liberacdo dos
fatores de crescimento pode chegar até dez dias apdés a degranulacdo das
plaguetas. O que explicaria porque n&o ocorreu diferenga significativa de
indices de inflamacdo aguda entre lado controle e tratamento nos demais
momentos do experimento.

O parametro colageno do lado PRP também se apresentou superior ao
controle apenas no momento 14, de acordo com DeRossi (2009), os fatores de
crescimento do PRP ativam os fibroblastos para a formacédo de pré-colageno,
induzindo e aumentando a deposicdo de coldgeno na ferida. O mesmo
resultado ndo pode ser observado por Hermeto (2010), pois ndo houve
diferenca significativa de presenca de colageno entre os grupos PRP e controle

Assim como Scartezini (2008) observou-se que os beneficios dos fatores
de crescimento presentes no PRP relatados em literatura pareciam trazer uma
grande evolucdo na melhora da cicatrizacdo de tecidos moles, o que néo foi

observado em estudos in vivo pelo autor. Hermeto (2010) relata que os
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resultados encontrados em enxertos de espessura completa em cédes com uso
de PRP né&o foram os esperados, resultando em uma cicatrizagdo mais lenta
quando comparado ao grupo controle. DeRossi (2009) relata resultados
semelhantes aos desse experimento onde a cicatrizacdo de feridas cutaneas

em equinos ndo demonstrou diferenca quando comparado ao grupo controle.

6 CONCLUSAO

De acordo com as condicOes experimentais utilizadas neste estudo,
pode-se concluir que ndo houve diferencas significativas entre o lado tratado
com gel de plasma rico em plaquetas e o lado controle, sob o ponto de vista
clinico e histolégico, nos enxertos cutaneos livres localizados na regido lateral

do pescoco de equinos.
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