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Resumo

O gel de plasma rico em plaquetas (PRP) é uma concentracdo autdloga de plaquetas em um
pequeno volume de plasma com potencial de melhorar a integracdo dos enxertos. Foram utilizados
oito equinos adultos, realizando-se enxertos de pele com largura de 2,5 x 2,5 centimetros em cada
lado do pescocgo, sendo um lado o tratamento, com o uso do gel de PRP e do outro lado o controle.
Os animais foram avaliados nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 apds a cirurgia por meio de avaliacdo clinica,
histoldgica, morfométrica e cultura bacteriana dos enxertos. As avalia¢fes clinicas, morfométricas e
bacteriologicas dos tecidos enxertados ndo revelaram diferengas significativas entre o grupo
controle e o grupo tratamento com PRP. A avaliac&o histoldgica revelou um aumento da inflamagéo
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 néo diferiu
nos demais momentos. De acordo com as condi¢des experimentais utilizadas neste estudo, pode-se
concluir que ndo houve diferencas significativas entre o lado tratado com PRP e o lado controle em
enxertos cutaneos em equinos.

Palavras-chave: autdlogo; fatores de crescimento; integracdo do enxerto; tempo de cicatrizacao.

Abstract

The platelet-rich plasma (PRP) gel is an autologous platelet concentration in a small plasma volume
with the potential to improve the integration of the grafts. Eight adult equines were used,
performing skin grafts, with 2.5x2.5 centimeters, on both sides of the neck, in which one was the
treatment side, using the PRP gel, and the other side was the control. The animals were assessed
after the surgery on days 0, 7, 14, 21, and 28, by clinical, histological, morphometric, and culture
analysis of the grafts. The clinical, morphological, and biological analysis of tissue grafts revealed
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no significant differences between the control group and the treatment group with PRP. Histologic
evaluation revealed an increase in acute inflammation on day 7 and collagen concentration on day
14, resulting from the release of growth factors by the platelets present in the gel, which did not
differ in further moments. According to the experimental conditions used in this study, we
concluded there were no significant differences between the side treated with PRP and the control
side in skin grafts in horses.

Keywords: autologous; growth factors; integration of graft; time of healing.
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Introducéo

O plasma rico em plaquetas (PRP) é uma concentracdo de plaquetas em um pequeno volume de
plasma, com a presenca de fatores de crescimento (FC), além de proteinas osteocondutoras, que
também servem de matriz para migracdo epitelial, formagdo Ossea, assim como de tecido
conectivo®,

O PRP é um hemocomponente autogeno utilizado para liberar fatores de crescimento em altas
concentracdes no local onde se pretende reparar um defeito ou uma lesdo tecidual, levando a
aceleracdo do processo cicatricial. Os fatores de crescimento estimulam principalmente a
reepitelizacdo, a angiogénese, a mitose celular, a sintese de coldgeno e a quimiotaxia dos
neutrofilos, macrofagos, fibroblastos e linfocitos com a producdo de interleucina®. No PRP, o
quociente entre hemacias e plaquetas é de 5% e 95%, respectivamente®.

As propriedades das plaquetas tornam o PRP um produto com grande potencial de melhorar a
integracdo de enxertos, sejam eles Osseos, cutaneos, cartilaginosos ou de gordura, bem como
estimular a cicatrizagdo de feridas®.

Ha alguns anos, o PRP tem sido estudado, pois o crescimento tecidual interessa a engenharia de
tecidos e a terapia celular, atuando na cicatrizagdo e capacitando as células as mitoses e
angiogénese“®,

O enxerto cutdneo é uma técnica terapéutica indicada para o tratamento de feridas lacerantes,
geralmente muito extensas e com grande perda de tecido, resultando em les6es com quantidade
insuficiente de tecido cutdneo para a cicatrizagdo por primeira intencdo, em feridas nas quais o
tecido de granulagdo exuberante impede sua contragéo e ainda em ferimentos em que a contragdo da
ferida no processo de cicatrizagdo pode resultar em uma contratura indesejada para o local®.
Devido a rapida cicatrizacdo de uma ferida que recebeu um enxerto, faz deste a escolha mais
econémica para 0 manejo de feridas que ndo podem ser suturadas. Um enxerto cutaneo cicatrizado
contém porc¢des da epiderme, da derme e alguns anexos, incluindo foliculos pilosos, sendo preferida
por apresentar melhores resultados(.

As aplicagdes mais comuns dos enxertos cutaneos em equinos sdo em ferimentos muito extensos
em que ndo se consegue a cicatrizagdo por outros meios, porém a presenca de qualquer ferida aberta
que ndo pode ser suturada tem indicacdo para o uso de enxertos”. O equino é uma das espécies
domésticas mais propensas a desenvolver feridas cutadneas de origem traumatica, principalmente
devido a condig@es inadequadas de manejo e instalacoes®.
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O objetivo deste estudo foi verificar, em equinos, se a utilizacdo do PRP na enxertia de pele pode
melhorar o resultado final e se afeta a inflamacé&o tecidual.

Material e Métodos

O experimento foi realizado em oito equinos, fémeas, com idades entre 3 e 15 anos, com peso
médio de 350 kg, pertencentes a Unidade Hospitalar para Animais de Fazenda (UHAF) da PUCPR.
Uma semana antes do procedimento cirargico, os animais receberam uma dose de lvermectina (200
mcg/kg) e foram submetidos a exame clinico e laboratorial, para constatar sua higidez organica.
Durante o experimento, os animais ficaram alojados em baias individuais com agua, feno e ragéo
proprias para equinos.

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 os principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), utilizando medidas para minimizar o desconforto dos animais.

O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido pelo protocolo de dupla centrifugacdo em tubos
descrito por Argiieles et al.®. Foram realizadas analises laboratoriais da amostra sanguinea inicial e
do gel de PRP preparado para garantir uma concentracdo plaquetaria com uma média de quatro a
seis vezes superior ao sangue total.

Os animais foram sedados com Acepromazina 1%, 0,05 mg/kg/IM, e apds 15 minutos utilizou-se a
Xilazina a 10% na dose de 1 mg/kg/l1V e Butorfanol na dose de 0,02 mg/kg/IV para serem entdo
submetidos a técnica de enxerto de pele com o paciente em estacéo.

As tricotomias foram realizadas com éarea de aproximadamente 20 cm?, em ambas as laterais do
pescoco, e as crinas foram aparadas para ndo entrarem em contacto com a area estudada. Realizou-
se a antissepsia da pele com solucdo de alcool iodado e solucdo de PVPI degermante. Foram
demarcados dois quadrilateros de cada lado dos animais, o primeiro mais cranial e proximal de 2,5
cm?, preconizado como sendo o local receptor de pele e o segundo mais caudal e distal, na regio
média do pescoco, com 3,5 cm?, sendo o local doador de pele para confecgio do enxerto.

Realizou-se a dessensibilizacdo dos locais demarcados por meio de anestesia infiltrativa local com o
uso de 10 mL Lidocaina 2%, sem vasoconstritor, ao redor das areas demarcadas. Utilizando-se uma
lamina de bisturi n° 24 estéril, a pele foi excisada, obtendo-se as feridas cutaneas experimentais. Os
tecidos cutaneos retirados dos quadrilateros caudais foram dissecados para a retirada das fascias e
tecido subcutdneo. ApOs o preparo, os enxertos foram suturados nas feridas experimentais,
procedimento este realizado em ambos os lados. Foram realizados pontos isolados simples com fio
de Nylon n° 0, permitindo, dessa forma, boa coaptacdo entre as bordas do tecido enxertado e da
ferida experimental. O gel de PRP foi aplicado entre o leito receptor e o tecido enxertado, antes de
finalizar a sutura da porcgéo superior, somente em um dos lados do animal. No outro lado, o gel de
PRP néo foi utilizado, sendo este considerado o lado controle.

Nos primeiros quinze dias, foi realizada a aplicagéo de sulfato de Neomicina e Bacitracina pomada,
duas vezes ao dia, sobre os tecidos enxertados em ambos os lados, para evitar contaminagdo pds-
operatoria dos enxertos. As feridas doadoras de pele também foram tratadas de forma similar, até
sua completa cicatrizagdo por segunda intencgéo.
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Para 0 pds-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 antibioticoterapia com uso de Sulfadiazina e
Trimetoprim em pasta (30g/VVO/SID), durante de cinco dias.

Foram realizadas avaliagdes clinicas, histologicas, bacterioldgicas e morfoldgicas da cicatrizacao
dos enxertos. Para a avaliacdo clinica acompanhou-se a evolugdo do exudato, edema, coloracéo e
aspecto cosmético (Tabela 1).

Tabela 1. Matriz de analise para classificacdo clinica dos enxertos

Analises 0 1 2 3
Exudato Sem Pouco Moderado Muito
Coloracio Branca Fosada Foxa Preta
Edema Sem Leve Muito -
Aspecto Excelente Bom Regular Fuim
Cosmeético

A avaliacdo histoldgica (Tabela 2) foi realizada recolhendo uma amostra de tecido no momento da
biopsia; em seguida, a amostra foi fixada em formol tamponado por pelo menos 24 horas e
encaminhada para o Laboratério de Patologia da Universidade Federal do Parana (UFPR) para
analise. Apos a fixagdo, o fragmento foi embebido em parafina e preparado em cortes transversais
de 4 x 6 um, e as laminas foram coradas pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas
obtidas apds as coloracdes foram avaliadas por um mesmo observador, sem gque soubesse qual era o
lado do controle e o lado do tratamento, ou seja, em estudo cego.

Para a analise bacterioldgica, foi utilizado um swab estéril para recolher possiveis amostras
microbioldgicas de fragmentos dos enxertos, sendo realizado depois da antissepsia da pele e a
biopsia do tecido enxertado. O material foi enviado em frasco estéril ao Laboratério de
Microbiologia da PUCPR para posterior cultura em meios de Agar McConkey e Aguar Sangue de
Carneiro.

Na avaliacdo morfologica, os enxertos eram avaliados por meio de mensuracdo da area. Todos 0s
parametros foram avaliados no dia da cirurgia (dia 0), sendo repetidos nos momentos 7, 14, 21 e 28
dias de pds-operatorio.
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Tabela 2. Classificacio e atribuicio de indices aos achados histolégicos nos dias 0, 7,

14,21 e28
Achados HE! Ausente Discreto Moderade  Acentuado

Fibroblasto 0 1 2 3
Coligeno 0 1 2 3
Inflamacio aguda 0 1 2 3
Integracio-aderéncia ausente presente - -
Microscopica

Tecido de granulacio ausente presente -- —

1 HE — hematoxilina-eosina

Os dados obtidos foram comparados estatisticamente, por meio do teste Kruskal-wallis, entre os
lados (tratamento e controle) e entre 0s momentos dentro de cada tratamento, utilizando-se ANOVA
One Way para dados ndo paramétricos, com poés-teste de Dunns, para os diferentes momentos da
coleta de dados, com P<0,05% de significancia, utilizando-se o software Graphpad prism, versao
5.0.

Resultados

O procedimento cirurgico ocorreu sem complicagdes em todos os animais. 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.

A analise das avaliagdes clinicas pelo teste de Kruskal-wallis revelou que ndo houve diferencas
significativas nos parametros exudato, coloracdo, aspecto cosmético e edema entre os grupos. Os
parametros exudato, coloracéo e aspecto cosmético nao apresentaram diferencas significativas entre
0S momentos; entretanto, o parametro edema diferiu entre 0 e 14 dias no grupo PRP eentre0e 7 e
entre 0 e 14 dias no grupo controle.

As avaliacOes histoldgicas revelaram diferengas significativas entre 0s momentos e 0s grupos. A
andlise estatistica demonstrou um aumento da inflamagdo no grupo PRP no sétimo dia, em
comparagdo com o grupo controle (Figura 1). No grupo PRP houve diferencas significativas na
inflamacéo, com diferenca entre 0 momento 7 e 28, apresentando uma diminuicdo na inflamagéo no
momento 28 (Figura 2).

No paradmetro colageno, ndo foram encontradas diferencas significativas entre o0s momentos dentro
de cada grupo; entretanto, foi encontrada diferenca entre os grupos no momento 14, quando houve
um aumento em sua concentragdo no grupo PRP (Figura 3).
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Figura 1. Mediana do pardmetro inflamacio demonstrando diferenca estatistica entre os
grupos C (controle) e PRP (plasma rico em plaguetas) no 7° dia, em que (*) equivale a
P=0.05. Eixo (Y) grau de inflamacio e (X) grupos.
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Figura 2. Mediana dos pardmetros da inflamacio entre os momentos no grupo PRP (plasma
rico em plaquetas), em que letras diferentes demonstram wma diferenca estatistica entre 0 7% e
287 dias, valor de P=<10,05. Eixo (Y) grau de inflamacio e (X) momentos no grupo PRP.
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Figura 3. Mediana da concentragio de colageno demonstrando diferenca estatistica entre os

grupos C (controle) e PRP (plasma rico em plaquetas) no 14° dia, em que (*) equivale a valor
de P<0,05. Eixo (Y) grau de concentracio de colageno e (X) grupos.

Cienc. anim. bras., Goiania, v.18, 1-12, e-32307, 2017



7 BONFA, A.F. etal.

O parametro granulacdo ndo apresentou diferenca entre 0s grupos em nenhum momento, mas dentro
do grupo controle diferiu entre 0 7° e 14° dia e entre 7° e 28° dia (Figura 4). A mesma tendéncia de
evolugéo do tecido de granulagédo foi vista no grupo PRP.
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Figura 4. Mediana do parimetro gramulacio no grupo C (controle) demonstrando uma
evolugdo crescente, em que letras diferentes indicam uwma diferenca estatistica nos momentos
7, 14 e 28, valor de P=0,05. Eixo (Y) grau de granulacdo e (X) momentos no grupo C.

O parametro fibroblasto ndo diferiu entre os grupos; contudo, variou entre 0s momentos dentro de
cada grupo, controle (Figura 5) e PRP (Figura 6), apresentando um padrdo crescente, assim como a
granulacao.
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Figura 5. Mediana do parimetro fibroblasto no grupo C (controle), em que letras diferentes
demonstram diferenca estatistica nos momentos 7 e 28, valor de P<0,05. Eixo (Y) gran de
fibroblasto e (X)) momentos no grupe C.
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Figura 6. Mediana do pardmetro fibroblasto no grupo PRP (plasma rico em plaquetas), em
que letras diferentes demonstram diferenca estatistica nos momentos 7 e 28, valor de P<0,05.
Eixo (Y) grau de fibroblasto e (X) momentos no grupo PRP.

No momento O (pds-cirargico) 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
apos decimo quarto dia, porém sem contaminagdo bacteriana dos enxertos.

No lado tratamento com PRP, um dos animais apresentou crescimento de Escherichia coli no tecido
enxertado nos momentos 14 e 21, porém ndo 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 (Tabela 3).

Tabela 3. Numero de enxertos que apresentaram contaminacio em cada momento, nos
diferentes tratamentos, sendo que os mimeros entre parénteses representam perdas de
enxertos em cada momento

CONTAMINACAO BACTERIANA DE ENXERTOS

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

‘PEP — Plasma rico em plaguetas.
* (%) — Perda de enxertos sem contaminacio bacteriana.
“(**) — Perda de enxerto com contaminacio bacteriana por Escherichia coll

No lado controle, um dos animais apresentou crescimento de Escherichia coli no tecido enxertado
nos dias 14 e 21, com perda do enxerto apos 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 experimento apresentou crescimento de outros tipos de bacteérias,
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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.

Os valores obtidos da mensuragdo da area dos enxertos para avaliagdo morfométrica da contracéo
dos enxertos durante o processo de cicatrizacdo foram submetidos ao teste de Kruskal-wallis, que
ndo revelou diferencas significativas entre os lados controle e tratamento com gel de plasma.

Discussao

Neste estudo, a adicdo do gel de PRP aos enxertos cutaneos ndo demonstrou aceleracdo de sua
incorporacdo e cicatrizagdo, pois ndo houve diferencas significativas entre o lado controle e o lado
tratamento com PRP. O mesmo resultado foi descrito por Monteiro et al.®%, que avaliou o tempo de
cicatrizagio de feridas cirdrgicas com o uso do gel de PRP em equinos, e por DeRossi et al.*?, que
avaliou a cicatrizagdo de feridas distais em membros de equinos com uso de PRP. Em ambos os
casos, ndo houve diferencas significativas no processo de cicatrizacdo com o uso do gel de plasma
rico em plaquetas. Segundo DeRossi et al.*%), nfo foi comprovada a hipétese de que a adicio de
PRP para o aumento da presenca de mediadores inflamatorios no local melhore a qualidade da
reparacdo e acelere a cicatrizacdo de feridas em membros de equinos. Resultado semelhante
também foi descrito por Hermeto®?, que, em estudo comparativo entre a cola de fibrina e o PRP em
enxertos cutaneos em cées, observou que o grupo cola de fibrina foi superior ao grupo PRP e que o
grupo PRP quando comparado com o grupo controle apresentou resultados inferiores na
cicatrizacao de enxertos cutaneos.

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 aos encontrados em literatura. Segundo French & Fretz(®®),
enxertos em membros de equinos apresentaram falha em 30% dos casos sendo o estudo realizado
em feridas distais. indices semelhantes também foram encontrados em cées. Pavletic®® e
Hermeto™? relataram que o sucesso da enxertia foi de 50 a 60%.

A maioria dos casos de contaminacdo dos enxertos foi ocasionada por Escherichia coli, indicando
uma contaminagio ambiental dos enxertos, semelhante ao resultado encontrado por Monteiro®®,
que avaliou a contaminacdo de feridas em diversas espécies, relatando 25% de contaminagéo por E.
coli em feridas. Segundo Souza e Scarcelli®, o isolamento bacteriano era esperado, uma vez que a
E. coli faz parte da flora normal dos mamiferos.

Razbes que levam a uma falha no processo de enxertia incluem o acumulo de fluido sob o enxerto,
movimentacdo excessiva e infeccdo. Enxertos aplicados em cavalos falham mais frequentemente
devido a causas infecciosas69),

De acordo com Pope®”, o uso de curativos com bandagens compressivas sobre os locais enxertados
reduz a mobilidade e o uso de antibidtico topico reduz a contaminacdo bacteriana no local. Neste
experimento, ndo foi possivel usar bandagens, porém foram realizados dois curativos diarios para a
assepsia do local com o uso de pomada de Bacitracina e Neomicina. Observou-se a contaminagao
de alguns enxertos, porém nem sempre relacionada a perda dos mesmos. Segundo Livingston et
al.1®, a utilizacio da associacdo de Neomicina com Bacitracina reduziu significativamente o
numero de infeccdes, levando a uma menor perda de enxertos de pele em casos de queimaduras em
humanos. A associacdo de Bacitracina com Neomicina atinge os critérios de uma antibioticoterapia
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topica ideal, uma vez que apresenta atividade bactericida com amplo espectro de agdo e essas
substancias sdo raramente utilizadas por outras vias de administragéo, reduzindo a probabilidade de
resisténcia bacteriana.

As biodpsias para analise histologica foram realizadas aos 7, 14, 21 e 28 dias, observando-se
posterior necrose ao redor dos locais da biopsia, o que pode ter interferido nos indices de falhas na
enxertia. A inflamacéo aguda do lado tratamento com PRP apresentou-se superior ao grupo controle
na avaliacdo histologica do sétimo dia, corroborando os achados de Henderson et al.*¥ e Chandra et
al.?%, Esse fato pode ser explicado pela intensa liberacéo de fatores de crescimento no local devido
a degranulacio das plaquetas. Segundo Marx™®, a liberacio dos fatores de crescimento pode ocorrer
durante até dez dias apés a degranulacdo das plaquetas, o que explicaria porque ndo ocorreu
diferenca 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*?, os fatores de crescimento do PRP ativam os fibroblastos para a
formacao de pré-colageno, induzindo e aumentando a deposicao de colédgeno na ferida.

Scartezini®® observou 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
n3o foi observado em estudos in vivo pelo autor. Hermeto®? relatou que os resultados encontrados
em enxertos de espessura completa em cdes com uso de PRP n&o foram os esperados, resultando em
uma cicatrizagido mais lenta quando comparado ao grupo controle. DeRossi*V relatou resultados
semelhantes aos deste experimento, pois a cicatrizacdo de feridas cutaneas em equinos nao
demonstrou diferenca quando comparada ao grupo controle.

Conclusao

De acordo com as condic¢Oes experimentais utilizadas neste estudo, pode-se concluir que a taxa de
sobrevivéncia dos enxertos foi boa, entre 63 a 75%. No entanto, ndo houve diferengas significativas
entre o lado tratado com gel de plasma rico em plaquetas e o lado controle, sob o ponto de vista
clinico e histologico, nos enxertos cutaneos livres localizados na regido lateral do pescoco de
equinos.
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