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RESUMO

LUCENA, JULIO EDSON DA SILVA. Estudo comparativo do efeito do plasma
rico em plaquetas e do uso de gel cicatrizante fitoterapico em feridas cutaneas
induzidas experimentalmente em equinos. Patos, UFCG. 2013. 40p (Trabalho de

conclusdo de curso de Medicina Veterindria, Clinica e Cirurgia de Grandes Animais).

O plasma rico em plaquetas pode contribuir no processo de reparacdo, reduzindo o
tempo de regeneracdo tecidual, por se tratar de uma fonte natural de fatores de
crescimento. A proposi¢do desta pesquisa foi comparar o processo de reparacdo
tecidual em equinos utilizando plasma rico em plaquetas e gel cicatrizante
fitoterdpico. Foram utilizados dois equinos adultos clinicamente sadios. Os animais
foram utilizados em dois momentos, repetindo-se o mesmo protocolo experimental.
Foram formados dois grupos experimentais, grupo 1 (Gl), tratado com gel
cicatrizante fitoterdpico, e grupo 2 (G2), tratado com plasma rico em plaquetas,
representados por cada uma das extremidades laterais dos membros anteriores, na
por¢do média do antebrago. Para o procedimento experimental, os animais tiveram
ambas as extremidades laterais dos membros anestesiados com lidocaina e foram
feitas incisdes circulares de quatro centimetros de didmetro. Apds o procedimento
foram feitos curativos em ambos os membros. O grupo 1 (G1) recebeu tratamento
com Gel Cicatrizante Septezan® (produto comercial), e o grupo 2 (G2) recebeu
aplicacdo tépica de plasma rico em plaquetas. As feridas foram avaliadas diariamente
até o vigésimo primeiro pds-operatério quanto ao edema, secrecdo, coloracio,
presencga e organizacao de tecido de granulacdo e presenga de tecido cicatricial. Para
avaliagd@o histoldgica do processo cicatricial, foram realizadas bidpsias de ambas as
feridas experimentais (grupos 1 e 2) aos sete, 14 e 21 dias pds-operatérios. Como
resultados observou-se que ambos os grupos induziram boa evolucdo cicatricial. No
grupo 2 a presenga de secrecdo se deu de forma menos intensa. O surgimento do
tecido de granulacdo foi semelhante em ambos os grupos. No grupo 2 o
preenchimento da ferida com tecido de granulacdo foi mais rdpido e a organizacdo e
distribuicdo na drea da ferida mais regular. Nao houve variagdo da coloragcdo das
feridas entre os grupos. Todos os animais de ambos os grupos apresentaram edema,
que durou em média até o quarto dia pds-cirdrgico. Microscopicamente nao foram
detectadas diferencas entre os grupos, nos mesmos periodos. Os resultados obtidos
permitem concluir que o plasma rico em plaquetas ndo demonstrou superioridade no
processo de reparacdo tecidual em equinos.

Palavras-chave: PRP, curativo, equino



ABSTRACT

LUCENA, JULIO EDSON DA SILVA. Comparative study of the effect of
platelet-rich plasma and the use of herbal healing gel on experimentally induced
cutaneous wounds in horses. Patos, UFCG. 2013. 37p (Conclusion of Course in

Veterinary Medicine, Clinics and Large Animal Surgery).

The platelet-rich plasma may contribute to the repair process, reducing the time for
tissue regeneration, because it is a natural source of growth factors. The proposition
of this research was to compare the process of tissue repair in horses using platelet-
rich plasma gel and herbal healing. Two clinically healthy adult horses were used.
The animals were used in two moments, repeating the same experimental protocol.
Two experimental groups, group 1 (G1), treated with herbal healing gel, and group 2
(G2) treated with platelet-rich plasma, represented by each of the side edges of the
forelimbs at the middle portion of the forearm were formed. For the experimental
procedure, animals had both ends of the side members anesthetized with lidocaine
and circular incision four inches in diameter were made. After the procedure
dressings were made in both limbs. Group 1 (G1) received treatment with Septezan
Healing Gel ® (commercial product), and group 2 (G2) received topical application
of platelet-rich plasma. Wounds were assessed daily until the twenty-first
postoperative as to edema, secretion, staining, presence and organization of
granulation tissue and the presence of scar tissue. For histological evaluation of the
healing process, biopsies of both experimental wounds (groups 1 and 2) at seven, 14
and 21 days postoperatively were performed. As a result, it was observed that both
groups induced good healing process. In group 2 the presence of secretion occurred
less intense. The appearance of granulation tissue was similar in both groups. In
group 2, filling the wound with granulation tissue was faster and the organization and
distribution in the area as evenly wound. There was no change in staining of wounds
between groups. All animals in both groups showed edema, which on average lasted
until the fourth postoperative day. Microscopically no differences between groups
were found in the same periods. The results indicate that the platelet-rich plasma did
not demonstrate superiority in the process of tissue repair in horses.

Keywords: platelet-rich plasma, bandage, horse



1 INTRODUCAO

Os equinos sdo animais usados intensamente para trabalho e esporte. A
utilizacdo como tracdo animal bem como na prética de diversos esportes coloca esses
animais em constante risco de ocorréncia de acidentes, que geralmente conduz a
traumas de pele, principalmente nos membros, levando ao desenvolvimento de
feridas. Além disso esses animais podem sofrer ferimentos provocadas por
procedimentos cirdrgicos e processos infecciosos.

Um outro detalhe a ser considerado € que os equinos apresentam uma
cicatrizagdo diferenciada, geralmente levando ao desenvolvimento de tecido de
granulacdo exuberante, dificultando a cura desses ferimentos. A frequéncia com que
esse tipo de enfermidade se apresenta merece destaque, devendo-se buscar
tratamentos que promovam bons resultados cicatriciais, estéticos e em tempo
reduzido, permitindo a volta desses animais as suas atividades.

Nesse contexto o Plasma Rico em Plaquetas (PRP) se mostra uma boa
alternativa no tratamento de feridas por segunda intencdo. As plaquetas apresentam
em seu interior fatores de crescimento (FC) importantes no processo de reparagcao dos
tecidos, independente de sua natureza. Esses FC sdo liberados a partir da ativacao das
plaquetas ap6s o processo de coagulacdo sanguinea no local da lesdo, iniciando o
processo de cicatrizagdo das lesdes.

O PRP € obtido na forma liquida e sua aplicacdo € geralmente feita de forma
injetdvel. Outro método de aplicagdo do PRP € sob a forma de gel, que é obtido
através da ativacdo do sistema de coagulagdo, resultando na gelagdao do PRP, o que
facilita sua aplicacdo e também ativam as plaquetas.

Esse experimento teve como objetivo fazer uma avaliacio comparativa da
cicatrizagdo de feridas cutdneas experimentais tratadas por segunda intencdo em
equinos, referente a evolugcdo macroscopica e histopatologica do processo cicatricial,
usando Plasma Rico em Plaquetas (PRP) na sua forma liquida com aplicagdo tépica e

gel cicatrizante fitoterdpico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracoes Gerais

O tratamento de feridas é uma pratica milenar. Durante séculos, com o
objetivo de melhores resultados cicatriciais em menor tempo possivel, houve uma
grande varia¢do nas formas de tratamento (BLANE, 2004). Segundo Andrade (1992)
ja& na pré-histdria diversos agentes como extratos de plantas, 4gua, neve, gelo, frutas e
lama eram aplicados sobre as feridas com propdsito curativo. A prética do tratamento
das feridas estava intimamente relacionada aos costumes e hdbitos populares
(CUNHA, 2006).

Os egipcios utilizavam o conceito de ferida limpa e ocluida utilizando-se de
substancias como Oleos vegetais, cataplasmas e faixas de algodao. Gregos e romanos
empregavam emplastos, banhas, 6leos minerais, pomadas, vinho, entre outros
produtos. J4 os medievais faziam uso de plantas medicinais, teia de aranha, ovo,
cauterizacdo com O6leo quente, e associavam a essas substincias a realizacdo de
preces, pois o corpo humano era considerado sagrado. Nesta mesma época o estudo
das plantas era desenvolvido nos monastérios, e evidenciava a importancia de fatores
como a manuten¢do da ferida limpa, remocdo dos corpos estranhos e do tecido
necrdtico, e a necessidade de controlar processos hemorragicos, por meio de
compressoes locais, cauterizacdes e ligaduras dos vasos sangrantes (CUNHA, 2006).

No periodo entre 1840 e a Segunda Guerra Mundial, o foco para o tratamento
de feridas foi o uso de antissépticos, agentes topicos com a¢do antimicrobiana e a
protecdo com cobertura seca. O maior avango do século XX foi o advento dos
antibidticos, utilizados por aplicacdo local através de pulverizagdo ou por
incorporacao do material no proprio curativo (CAMPOS, 2007).

Até os anos 60, o principio basico de todo curativo era somente a limpeza
mecanica, a utilizagdo de técnicas de antissepsia e a prote¢do contra 0 meio ambiente
sendo chamados de curativos passivos. A partir desta década as feridas passaram a ser
tratadas com curativos oclusivos, que propiciasse um ambiente umido, devido a
observacdo de que esse tipo de curativo acelera a progressdo da reepitelizacdo e
favorece um aumento na sintese de coldgeno, proporcionando maior formagdo de
tecido de granulagcdo e maior angiogénese (GUITTON e RODRIGUES, 2003). Com o

avango tecnoldgico a utilizacdo de novos produtos passou a integrar o tratamento



13

dessas lesdes. O crescente empenho de centros de pesquisa, inddstria e profissionais
da drea na busca por tratamentos mais eficazes, em curto prazo e que propicie ao
paciente um maior conforto e o retorno rapido as suas atividades ¢ uma realidade dos

dias atuais (AUN, 2004).

2.2 Feridas

Ferida se define como uma lesdo corporal causada por qualquer tipo de trauma
fisico, quimico, mecénico ou desencadeada por uma afec¢do clinica ou manobra cirdrgica
que resulta na interrupcdo da continuidade da estrutura tecidual. Pode atingir
epiderme, derme, tecido subcutaneo, fascia muscular, chegando a expor estruturas
profundas (HOSGOOD, 2007; FLORIANOPOLIS, 2007).

Um ferimento pode ser descrito como a fase imediata da lesdo, antes da
estimulagdo do processo de cicatrizacio (HARARI, 1999). A causa da lesdo € o fator
determinante da gravidade e da extensdo da mesma nos tecidos adjacentes

(SLATTER, 2007).

2.2.1 Classificacao das feridas

As feridas podem ser classificadas segundo diversos parametros. A
classificacdo auxilia na sele¢do do tratamento apropriado, assim como na previsao da
recuperacdo final. O tratamento da ferida, a limpeza, o uso de antibiticos e o
fechamento cirdrgico ou nao, sdo mais bem determinados quando baseados na
classificacdo dos ferimentos (ROUSH, 1999).

Para Neto (2005) ndo h4 uma classificacdo que englobe de uma forma geral
todos os tipos de feridas e geralmente a classificacdo € feita segundo o grau de
contaminacdo, localizacdo e extensdo da exposi¢cdo tecidual. Para Slatter (2007) a
forma mais simples de divisdo das feridas é a classificacdo destas em abertas ou
fechadas. Ja Santos et al. (2011), classifica as feridas segundo a causa, conteudo

microbiano, ao tempo de duracdo e ao tipo de cicatrizagao.
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» Quanto a causa as feridas podem ser:
v' Cirargicas
Sdo intencionais, provocadas por instrumentos cirdrgicos com a finalidade de
promover correcdo de processos patologicos. Podem ser subclassificadas em
incisionais, quando ocorre coaptagdo total dos bordos, sendo possivel o fechamento
com sutura; excisionais quando ocorre remocdo (exérese) de uma grande drea de
tecido, impossibilitando o fechamento cirdrgico; e por pun¢do, quando da realizacdo
de biopsias para exames (GUITTON, 2003; SANTOS, et al.,, 2011). HA uma
regularidade nos bordos da ferida, com traumatismo minimo aos tecidos
circunjacentes (SLATTER, 2007).
v' Traumatica
As feridas traumdticas geralmente sdo decorrentes de acidentes. Podem ser
provocadas por agentes fisicos, quimicos ou mecanicos. Os bordos deste tipo de lesao
sdo geralmente irregulares e o dano se estende aos tecidos subjacentes (HARARI,
1999).
v Ulcerativa
As ulceragdes sdo processos secunddrios ou induzidos por escoriacdes ou
traumatismo proveniente do meio externo. Apresentam-se como defeitos cutaneos
resultantes da perda completa da epiderme e geralmente parte da derme, que culmina
frequentemente com a invasdo microbiana secundaria (SMITH, 2006).
» Quanto ao conteido microbiano:
v' Limpas
Sdo feridas ndo traumdticas, provenientes de procedimento cirtirgico sem
quebra da técnica asséptica (ROUSH, 1999).
v' Limpa contaminada
Sdo feridas cirdrgicas que envolvem os tratos gastrointestinal, geniturinério e
trato biliar sem disseminacao significativa de conteido infectado, e/ou com pequeno
descuido na técnica asséptica. No caso de uma ferida traumdtica, inclui-se nesta
classificacdo aquelas em que o tempo de ocorréncia ndo ultrapassa 6 horas
(WENDELBURG, 1996; SLATTER, 2007).
v" Contaminada
Feridas traumaticas cujo tempo de duracio, até o atendimento, estd entre seis e

12 horas. Para feridas cirtrgicas se inclui as que tiveram importante quebra da técnica
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asséptica e/ou disseminagdo de conteddo infectado no campo cirdrgico
(WENDELBURG, 1996; SLATTER, 2007).
v Infectada

Feridas traumdticas com 12 horas ou mais de duragdo com retencao de tecido
desvitalizado e presencga de corpos estranhos, ou feridas que tenham envolvimento de
area com infeccdo bacteriana, presenca de pus e transposi¢do de tecido limpo para
regido contaminada (WENDELBURG, 1996; SLATTER, 2007).

» Quanto ao tempo de duracio:
v' Agudas

Feridas agudas sdo decorrentes de lesdes recente geralmente ocorridas
imediatamente antes do atendimento do paciente. Caracterizam-se como lesdes onde
ainda ndo se deu inicio o processo de cicatrizacdo (SLATTER, 2007).

v Cronicas

Sao feridas que apresentam retardo na cicatrizacdo. A nao cicatrizagdo pode
ser indicio de fatores sistémicos ou locais. Infecc¢des, técnicas de sutura inadequadas,
presenca de tecido necrético, assim como distirbios enddcrinos, doencas debilitantes,
deficiéncia nutricional sdo fatores que podem interferir na cicatrizacdo, tornando a
ferida cronica (SLATTER, 2007).

» Quanto ao tipo de cicatrizacio as feridas podem ser:
v De cicatrizacao por primeira intencéio

Feridas tratadas por primeira intengdo sdo aquelas cujos bordos sdo coaptados
através de suturas realizadas por ato cirirgico (HARARI, 1999).

O procedimento inicial no tratamento de uma ferida compreende o
desbridamento de tecido morto e a lavagem abundante. Esse tratamento influenciara
na decisdo acerca do fechamento da lesdo. Outros fatores como o grau de
contaminac¢do, tempo transcorrido desde a lesdo, vitalidade do tecido bem como o
estado geral do paciente também dever ser considerados. A antibioticoterapia
apropriada € um ponto crucial no tratamento de feridas por primeira inteng¢do e deve
ser considerado como pré-requisito a oclusdo primaria. O fechamento primario da
ferida deve propiciar condi¢Oes ideais para cicatrizacao (SLATTER, 2007).

Em feridas com presenca de contaminacao visivel recente, de trés a cinco dias,
a oclusdo pode ser feita, desde que se efetue um tratamento prévio da lesdo afim de se

eliminar todo o conteddo necrdtico e infeccioso existente. Esse procedimento é
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denominado fechamento primdrio tardio e também se inclui no tratamento por
primeira intencdo (SLATTER, 2007; HARARI, 1999).
v De cicatrizacao por segunda inten¢io

Sao feridas que se caracterizam por extenso comprometimento dos tecidos que
culminam em grandes defeitos cutdneos, impossibilitando a coaptagdo através de
suturas. Na cicatrizacdo por segunda intencdo o processo de reparo € desencadeado
pela contracdo e reepitelizacdo da ferida. O tecido de granulagdo se forma entre
quatro e seis dias apds a lesdo e atua como barreira contra infeccdo, apoio para
reepitelizacdo e fonte de tecido para contra¢do do ferimento (HARARI, 1999).

Os resultados estéticos e o tempo de cicatrizagdo prolongado constituem os
inconvenientes desta escolha de tratamento, porém ha situacdes em que esta € a tinica
alternativa. Uma de suas vantagens € a otimizacdo na drenagem do ferimento. A
cicatrizagdo por segunda intencdo € uma alternativa para o tratamento de feridas que
deve ser decidida baseada em uma série de fatores. Entre eles, o mais importante a se

considerar € a extensdo da area lesionada (SLATTER, 2007).

2.3 Fisiologia da cicatrizacio

O processo de cicatrizacdo de feridas é um evento dindmico desencadeado
pelo organismo na corre¢do de lesdes teciduais. Nesse processo estdo envolvidos uma
série de reacdes bioquimicas, tipos celulares, citocinas e outros mediadores soldveis
(POPE, 1996).

Apdés uma lesdo, a um tecido qualquer, a resposta imediata do organismo
inicia os eventos da cicatrizag@o, objetivando a substituicdo do tecido lesionado, ou
perdido, por tecido estrutural e funcionalmente similar (POPE, 1996). Com a perda da
estrutura tecidual, o rompimento de vasos sanguineos e linfaticos iniciam processos
hemorragicos. As respostas vasculares, celulares e quimicas limitam a perda
sanguinea e iniciam o reparo. A exposicdo do coligeno promove a agregacao
plaquetéria com consequente formagdo de codgulo e hemostasia dos vasos sangrantes.
Nesse momento as plaquetas iniciam a liberacdo de citocinas que atuam como agentes
quimiotédxicos e de crescimento, estimulando a migracao celular até o local da ferida

(POPE, 1996; SLATTER, 2007).
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Classicamente o processo de reparacdao de feridas é dividido em trés fases:
inflamatodria, proliferativa e de remodelagem (TIAGO, 1997; CANDIDO, 2001;
HESS, 2002; JENSEN; STEINBERG, 2002).

A fase inflamatdria inicia-se logo apds a les@o e € caracterizada pela migragcao
de células de defesa para o local da ferida, representando cerca de 10% do processo
cicatricial com duracdo média de trés a cinco dias (JENSEN; STEINBERG, 2002,
TIAGO, 1997; HESS, 2002). Os primeiros componentes celulares a alcancar o local
da lesdo sdo os neutréfilos e os mondcitos com a fungdo de promover o
desbridamento da ferida e fagocitar substancias antig€nicas e corpos estranhos. A
migracdo celular para o local da lesdo € facilitada por mediadores quimicos que
aumentam a permeabilidade vascular, promovendo a exsudacdo plasmdtica e a
passagem de elementos celulares (POPE, 1996; SLATTER, 2007). Os sinais classicos
da inflamagao, rubor, tumor, calor e dor sdo evidenciados a partir da vasodilatacao
local, extravasamento de liquido para o espaco extravascular, e a oclusdo dos vasos
linfaticos (PROBST, 1998).

A fase proliferativa corresponde ao estdgio de crescimento de novas
estruturas, representando cerca de 20% do processo cicatricial iniciando-se entre o
terceiro e quarto dia e estendendo-se até o 21° dia (JENSEN; STEINBERG, 2002,
TIAGO, 1997). E durante esta fase que se observa o crescimento de novos vasos
sanguineos, a fibroplasia e reepiteliza¢dao. Nesta fase ocorre também o preenchimento
da ferida por tecido de granulagdo. Outro evento dessa etapa é o processo de
contragdo que se caracteriza pela redu¢do do tamanho da ferida a partir de alteracdes
na tensao e no tecido circundante (HOSGOOD, 2007).

A remodelagem ¢é caracterizada pela reorganizacdo das fibras coldgenas e
reducdo do nimero de fibroblastos. Nessa fase hd um aumento na resisténcia do
ferimento, devido a remodelagem das fibras de coldgeno, com aumento das ligacdes
transversas € melhor alinhamento do coldgeno, ao longo das linhas de tensdo. A
remodelagem se inicia trés semanas apds a lesdo e pode perdurar por meses a anos €
corresponde a cerca de 70% do processo cicatricial (HARARI, 1999; JENSEN;
STEINBERG, 2002; TIAGO, 1997; HESS, 2002).



18

2.4 Terapia tépica na cicatrizacao de feridas

A terapia tdpica consiste na aplicacdo de algum tipo de substdncia sobre o
leito da ferida. Neste conceito os curativos se incluem como manobra que viabiliza a
execugdo de tal tratamento. Os curativos tém por objetivo proteger o ferimento de
infec¢des e traumatismo mecanico, assim como promover um ambiente favordvel a
cicatrizagdo. Apesar de a reparacdo tecidual ser um processo sist€mico € necessario
promover condi¢des que contribua para o melhor desenvolvimento de tal processo
(BLANE, 2004; NETO, 2005; CUNHA, 2006).

A terapia tdpica associada ao curativo promove ambiente ideal para o
processo de cicatrizacdo. A manutencdo de um meio timido no leito da ferida
promove um aumento na taxa de reepitelizacdo bem como reduz a formacdo de

crostas (SANTOS, 2011).

2.5 Plaquetas no processo de cicatrizacao

As plaquetas desempenham um importante papel no processo de cicatrizagao.
Além de sua contribui¢do na coagulacdo sanguinea, e correcdo dos processos
hemorragicos, apds formagdao do codgulo, elas iniciam o processo de reparacdo a
partir de liberacdo de agentes quimiotdxicos no local da lesdo, favorecendo a chegada
de componentes celulares importantes no andamento da cicatrizagdo (SLATTER,
2007). Esses agentes quimiotdxicos sdo denominados fatores de crescimento ou
citocinas (UEBEL, 2006).

A liberagdo de fatores de crescimento nao é uma atividade exclusiva das
plaquetas. Outros tipos celulares, a exemplo dos fibroblastos, células endoteliais,
células musculares lisas, entre outras, também possuem essa capacidade. O destaque
das plaquetas na liberagdo destes componentes se justifica pelo fato de estas células
serem as primeiras a invadir a ferida, passando entdo a seemr a principal fonte desses

componentes (SLATTER, 2007).
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2.6 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

O plasma rico em plaquetas consiste em um concentrado autégeno de
plaquetas em um pequeno volume de plasma. Sua utilizacdo estd relacionada a
presenca de importantes fatores de crescimento que possuem a capacidade de
induzirem respostas bioldgicas essenciais para o processo de reparo tecidual. As
caracteristicas naturais das plaquetas em conter estes fatores de crescimento levam a
crer que um aumento na concentracdo desses componentes no local de uma lesao
pode reduzir o tempo de reparo (PONTUAL e MAGINI, 2003)

Apesar da eficicia promissora do PRP na aceleracio dos processos
bioquimicos da cicatrizacdo, alguns estudos realizados mostraram haver controvérsias
quanto ao seu uso, o que poderia levar a inviabilidade de sua aplicacdo (LIMA,
2006). Vendramin et al. (2006), apontam o alto custo para sua obtencdo como um
fator que poderia inviabilizar a sua utilizagdo, porém, acrescentam que a criacdo de
novos protocolos vem tornando vidvel, financeiramente, a sua preparacdo. Pagliosa e
Alves (2007) alertam que a utilizacdo do PRP homdlogo nado traz beneficios em
determinados tratamentos, sendo contra, indicados por alguns autores. Assim, torna-
se essencial o conhecimento dos métodos corretos de obtencdo do PRP e para qual
finalidade pretende-se utiliza-lo, para a partir dai poder avaliar a sua eficicia (SILVA,
et al., 2011).

Para Silva et al. (2011) os diversos trabalhos publicados em diferentes areas
de conhecimento, referentes ao PRP, a exemplo da traumatologia (D'Elia, 2009 citado
por SILVA et al,, 2011), odontologia (Pontual e Magini, 2003 citado por SILVA et
al.,, 2011), maxilofacial (Garcia et al., 2005 citado por SILVA et al., 2011), na
cirurgia plastica (Vendramin et al., 2006 citado por SILVA et al., 2011), estética
(Uebel, 2006 citado por SILVA et al., 2011) e na medicina veterindria (Maia, 2008
citado por SILVA et al., 2011), apontam para possivel viabilidade de sua utilizacdo
no tratamento de feridas, a partir da criagdo de novos protocolos de obtencdo e
aplicacdo.

Os fatores de crescimento compdem um grande grupo de polipeptidios
secretados por vérias moléculas reguladoras do organismo e atuam como mediadores
celulares responsaveis pelo reparo de danos teciduais (SILVA, 2006). Para Skare
(2006), a concentracdo de plaquetas € a principal fonte de fatores de crescimento

essenciais, e esse concentrado contribui na reducao da inflamacdo, do sangramento,
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da escarificacdo e no tempo de cicatrizagdo, assim acelerando o fechamento dos
ferimentos.

O PRP € um produto que promove um forte estimulo para a cicatriza¢do. Ja
foram identificados sete tipos diferentes de fatores de crescimento secretados pelas
plaquetas que atuam no processo inicial da cicatrizacdo (VENDRAMIN et al., 2000).

Para fins terapé€uticos, a concentracdo de plaquetas no PRP deve ser
significativamente maior que a plasmdtica, o que permitird a liberacdo da quantidade
adequada dos fatores de crescimento necessarios para estimulo da reparacdo tecidual
(PAGLIOSA e ALVES, 2007). Para estes mesmos autores a concentracdo de
plaquetas no PRP deve ser em média de 1.000.000/pl.

Para Almeida et al. (2008) o PRP constitui uma fonte autéloga de fatores de
crescimento. Sua concentragdo varia entre 1.000.000 e 1.500.000 plaquetas por
microlitros de plasma. Para estes autores os fatores de crescimento contribuem
principalmente na estimulacdo da reepiteliza¢do, angiogénese, mitose celular, e na
quimiotaxia dos neutréfilos, macréfagos e fibroblastos, que por sua vez proporcionam
um aumento na sintese de coldgeno.

Vendramin et al. (2006), concluem que diante das caracteristicas apresentadas
pelas plaquetas o PRP torna-se um produto com grande potencial de melhorar e
reduzir o tempo de reparo de lesdes através da estimulacdo do processo de
cicatrizacdo, bem como de promover a integracdo de enxertos, sejam eles 6sseos,

cutaneos, cartilaginosos ou de gordura.

2.6.1 Meétodo de preparo

O plasma rico em plaquetas € obtido através do processo de centrifugacdo do
sangue. O resultado € um aumento acentuado de plaquetas em um reduzido volume
de plasma (OLIVA, 2008). Na literatura ha uma grande variacdo na metodologia de
seu preparo, € nem todas alcancam as mesmas concentragdes plaquetdrias, sendo
algumas vezes insuficientes para melhorar a cicatrizacio (VENDRAMIN et al.,
2000).

A preparacdo do PRP sempre foi um desafio para sua utilizacdo. Inicialmente
o PRP era obtido por meio de maquinas de plasmaforese, que necessitam de técnico
especializado para manipuld-la, os custos eram elevados e o preparo sO era possivel

em uma estrutura hospitalar equipada para tal finalidade. A necessidade de tecnologia
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relativamente sofisticada inviabilizava a sua utilizacao em larga escala. O surgimento
de aparelhos automatizados simplificou a sua obtencao, porém os custos continuaram
elevados (VENDRAMIN et al., 2006).

A busca por métodos de preparo mais simples e econdmicos fez surgir
algumas metodologias de preparo, utilizando tubos de ensaio e centrifuga comum,
permitindo a preparacdo em ambientes simples e com custo muito menor. No entanto,
estes métodos sdao mais trabalhosos e necessitam de aprendizagem por parte de quem
ird realizar o procedimento, além de estarem sujeitos a erros na preparacdo. A falta de
um método padronizado de preparacdo do PRP contribui para o questionamento de
sua eficdcia terapéutica, visto que em muitas situacdes a qualidade do produto obtido
¢ insuficiente para alcancar os beneficios pretendidos (VENDRAMIN et al., 2006).

Para avaliar a qualidade do produto obtido, Vendramin et al. (2006),
desenvolveram metodologia para andlise e quantificacdo do PRP. Variando-se a forca
(G) e o tempo (T) de centrifugacdo, o produto final é submetido a dosagem de
plaquetas. Em determinados valores de G e T, os resultados apresentaram maiores
concentragdes de plaquetas. Estes autores observaram que por meio de duas
centrifugacdes, sendo a primeira a 400G por 10 minutos e a segunda a 800G por 10
minutos, com redu¢do de 90% do plasma, obtém-se um plasma rico em plaquetas
com aumento, em média, de 570% na concentracdo plaquetdria em relagdao ao sangue.

Ja Pagliosa e Alves (2007), repetiram a centrifugacdo em duas etapas e
constataram que o resultado foi positivo, quanto ao rendimento e a qualidade do
produto final. O sangue foi centrifugado a 160G por 20 minutos e o plasma obtido
centrifugado a 400G por 15 minutos. Apds a segunda centrifugacdo o sobrenadante
foi descartado e o material resultante foi utilizado.

A transformacdo do PRP, que esta na forma liquida para forma de gel pode ser
feita por meio da adi¢do de gluconato de calcio ou de trombina. Essas substancias
ativam as plaquetas e promovem a coagulacdo do plasma levando a gelacdo. Com a
utilizacdo apenas do gluconato de cdlcio o processo de gelacdo se torna mais
demorado, em torno de 10 minutos. J4 a utilizacdo da trombina acelera o processo,
ocorrendo a gelagdao no periodo 30 a 60 segundos apds a mistura (VENDRAMIN et
al., 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Centro de Sadde e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina

Grande (UFCG), com protocolo n° 44/2012, recebendo parecer favoravel.

3.1 Animais

Foram utilizados dois equinos, machos, castrados, sem raca definida com
idade entre 10 e 20 anos, clinicamente sadios. Um dos animais foi obtido na fazenda
Nupedrio do Centro de Saide e Tecnologia Rural da Universidade Federal de
Campina Grande o outro na Fazenda Sao Bento, ambas localizadas no municipio de
Patos-PB. Os animais foram trazidos ao Hospital Veterindrio da Universidade Federal
de Campina Grande duas semanas antes de inicio do experimento. Foram alojados em
currais individuais, sendo alimentados com capim andrequicé (Echinochloa crus-
galli), capim braquidria (Brachiaria decumbens) e dgua ad libitum. Ao chegarem ao
Hospital veterindrio os animais foram submetidos a exame parasitolégico de fezes e
em seguida vermifugados de acordo com os resultados. Também foram avaliados
quanto aos niveis hematoldgicos, diante da necessidade de coleta e utilizacdo do

sangue para preparo do soro autélogo de cada animal no tratamento das feridas.

3.2 Protocolo Experimental

Foram formados dois grupos experimentais, grupo 1 (G1) e grupo 2 (G2)
representados por cada extremidade lateral dos membros toracicos. No G1 as feridas
foram tratadas com Gel Cicatrizante Septezanl, e no G2 foi realizado o tratamento
com o Plasma Rico em Plaquetas (PRP).

Cada animal participou do experimento em duas ocasides, repetindo 0 mesmo
protocolo experimental, no primeiro e segundo semestre de 2013, respeitando um
intervalo de 40 dias, apés a total cicatrizacdo das feridas, totalizando quatro

repeticoes de cada tratamento.

! SEPTIZAN®- ALFAMED IndUstria Quimica e Farmacéutica Ltda.
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3.3 Técnica operatoria

Para realizacdo do procedimento experimental, inicialmente os animais foram
contidos em um brete. Em seguida foram realizadas as tricotomias das dreas
delineadas como local a serem provocadas as feridas.

Ao término da tricotomia foi realizado bloqueio anestésico local infiltrativo
subcutaneo circular ao local da incisdo, com lidocaina a 2% sem VaSOCOHStI'iCtOI'Z, na
dose de 10 ml em cada membro e, antissepsia com digluconato de clorexidina a 0,5%"
nos locais onde seriam realizadas as lesdes.

Em cada animal foram produzidas duas lesdes, uma em cada regido lateral dos
membros tordcicos. Em ambas as regides foram retirados fragmentos de pele medindo
quatro centimetros de didmetro, com auxilio de uma lamina de bisturi cirtrgico n° 4.
A incisao foi feita envolvendo apenas pele e subcutaneo. Para retirada do fragmento
de pele procedeu-se com a demarcacdo com bisturi em torno de moldes plasticos,
recortados de forma a medir o tamanho desejado (4cm de didmetro). Apds a retirada
do fragmento de pele foi necessario fazer a hemostasia de alguns pequenos vasos. Em
seguida as feridas foram limpas com solucao fisioldgica a 0,9%.

Os tratamentos foram realizados por meio de confeccdo de curativos. As
feridas do G1 receberam curativos com aplicacdo tdpica de Gel Cicatrizante
Septzan® e as do G2 com Plasma Rico em Plaquetas (PRP). Os curativos foram
realizados utilizando gaze umedecida com solucéo fisioldgica a 0,9%, sobre o leito da
ferida, e apds a aplicacdo do tratamento foi colocada uma atadura de crepom,
envolvendo todo o membro, na regido da ferida. Para permanéncia do curativo sobre
as feridas foram usados suspensdrios de sustentacao.

A troca dos curativos e realizagdo dos tratamentos foi feita diariamente até o
vigésimo primeiro dia pos-operatdrio. Antes da realizacdo de novo tratamento ambas
as feridas eram limpas com &dgua corrente e clorexidine degermante a 2%"*, e em
seguida secas com gaze.

A escolha de qual lado receberia o tratamento com PRP ou Gel Cicatrizante

Septzan® foi feita de forma alternada entre os grupos.

2 Anestésico Bravet — Laboratérios Bravet Ltda.
* Riohex 0,5% - Rio Quimica Industria Farmacéutica.
* Riohex 2% - Rio Quimica IndUstria Farmacéutica.



24

Ao final do procedimento cirdrgico foi administrado flunixim meglumine’, na
dose de 1.1 mg/kg, pela via intramuscular, repetindo-se 24 e 48 horas apds a primeira
administragio. Também administrou-se soro antitetinico®, na dose de 5.000

Ul/animal, por via intramuscular, em dose Unica.

3.4 Preparacao do plasma rico em plaquetas (PRP)

Para a obtencdo do PRP, inicialmente foram coletados 80 ml de sangue, por
puncdo da jugular, aut6logo dos animais a serem tratados. O sangue foi coletado em
tubos de ensaio de 10 ml, perfazendo um total de oito tubos, contendo 1 ml de
anticoagulante citrato de sédio cada (Figuras 1 e 2). A medida que se prosseguia com
a coleta os tubos foram sendo agitados para que ocorresse a homogeneizacdo do
sangue com o anticoagulante. Apds a coleta o material foi levado ao laboratério onde
se procedeu a preparacao do PRP, utilizando macrocentrifuga automatica (Figura 3).

O preparo do plasma rico em plaquetas seguiu a metodologia adaptada de De
Rossi (2009), procedeu-se uma primeira centrifugacdo do sangue a 640G por 10
minutos. Apos a primeira centrifugacdo do sangue total este apresentava-se dividido
em trés camadas, conforme o gradiente de concentragdo (Figura 4): a camada
superior, de menor densidade, representada pelo plasma; a intermedidria representada
por um camada esbranquicada, também referida como zona de névoa, constituida de
plaquetas e leucécitos; e a inferior representada pelas hemdcias. Em seguida
descartava-se 50% do plasma sobrenadante e trabalhava-se com o plasma
remanescente, transferindo-o para outro tudo de ensaio (Figuras 5 e 6). No momento
da transferéncia do plasma remanescente procurava-se a0 maximo evitar a aspiragao
de células da linha branca, ja que foi constatada uma correlagdo negativa no processo
cicatricial na ocorréncia desse fato.

O plasma a se trabalhar era submetido a uma nova centrifugacdo, agora a
300G também por 10 minutos. Apds essa segunda centrifugacdo eram descartados
75% do plasma sobrenadante, Plasma pobre em plaquetas (PPP), permanecendo no
tubo de ensaio o Plasma rico em plaquetas (PRP) (Figura 7).

Eram produzidos em média 8 ml de PRP a cada 80 ml de sangue coletado, um

rendimento médio de 10%. O PRP era produzido a cada quatro dias, utilizando-se em

> Banamine 5% - Schering-Plough Veterinaria Ltda.
6 . A
Vencosat — Soro anti-tetdnico Vencofarma
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média 2 ml por dia, sobre o leito das feridas do grupo tratado com o PRP, G2. O

produto permanecia armazenado em geladeira até a sua utilizacdo.

Figura 1. Tubos de ensaio contendo Figura 2. Sangue coletado.
citrato de sddio usados na coleta do

sangue.

R=B1 F=g0z7Zd
b=t b

Figura 3. Centrifuga utilizada. Figura 4. Sangue a apds primeira

centrifugacdo.
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Figura 5. Plasma apds descarte de 50%. Figura 6. Plasma remanescente.

Figura 7. A direita, plasma apés a segunda

centrifugacdo e a esquerda PRP, apds

descarte de 75%.

3.5 Dados do produto fitoterapico

O produto fitoterdpico utilizado tem nome comercial Gel Cicatrizante
Septzan®, produzido pelo laboratério Alfamed Indidstria Quimica e Farmacéutica
Ltda e apresenta-se em caixa contendo bisnaga de 60g.

O produto é de uso topico indicado no tratamento de feridas de todas as
etiologias, ndo apresentando contraindicagdes.

O Gel Cicatrizante Septzan® é um produto a base de extrato purificado de
folhas de Aloe vera, conhecida popularmente como babosa, e extrato hidroalcodlico
purificado das cascas de Schinus terebinthifolius raddi, popurlamente conhecida por

aroeira.
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3.6 Parametros avaliados

3.6.1 Avaliacao macroscopica

As feridas foram avaliadas diariamente, até o vigésimo primeiro dia pos-
operatério observando-se as varidveis edema, secrecdo, sangramento, coloracdo,

presenca e organizagdo de tecido de granulagdo, presenca de tecido cicatricial.

3.6.2 Avalicio microscopica

Para avaliacdo histopatolégica do processo cicatricial, foram realizadas
bidpsias de ambas as feridas experimentais, nos grupos (G1) e (G2), no sétimo, 14° e
21° dias pds-operatoério.

Previamente 4 bidpsia realizou-se bloqueio anestésico local infiltrativo
subcutaneo. Foi realizado antissepsia do local com dlcool iodado e em seguida
procedeu-se a coleta de material, utilizando bisturi cirdrgico. Os fragmentos de pele
foram retirados de modo a conter parte de pele integra e parte da area da ferida. Apds
a coleta foram fixados em formol a 10%, clivados, diafanizados, embebidos em
parafina e cortados em micrétomo, na espessura de quatro ou cinco micras. Em
seguida as laminas montadas foram coradas pela técnica de hematoxilina e eosina

(HE) e analisadas em microscépico dptico.

3.7 Destino dos animais

ApOs a conclusdo do experimento os animais permaneceram no HV/UFCG até
a completa recuperacdo das lesdes e posteriormente foram levados aos locais de onde
haviam sido adquiridos, na fazenda Nupedrido e fazenda Sdao Bento, ambas no

municipio de Patos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao macroscopica

Na avaliacdo macroscépica do processo cicatricial das feridas observou-se que
ambos os tratamentos conduziram a uma boa evolucdo cicatricial (Figura 8, 9, 10 e
11). Porém na comparagdo entre os parametros avaliados, entre os tratamentos pode-
se observar diferencgas, principalmente quanto a presenga e colora¢do da secrecdo e ao
surgimento e organizacdo de tecido de granulacdo.

Todos os animais de ambos os grupos apresentaram edema, que durou em
média até o quarto dia pds-cirdrgico. Este ¢ um achado comum na fase inflamatéria
da cicatriza¢do durando em média trés a cinco dias (TTAGO, 1997; HESS, 2002).

No grupo tratado com PRP a presenca de secrecdo se deu de forma menos
intensa, com esta apresentando-se translicida e com aspecto seroso. Esse achado esta
de acordo com Pietrzak et al. (2007), que realizando tratamento de feridas cirirgicas
experimentais, em suinos, usando trés diferentes tratamentos, PRP, PPP (Plasma
Pobre em Plaquetas) e um grupo controle, observaram que a presenca de secre¢io nas
feridas tratadas com PRP foi significativamente menor do que nas tratadas com PPP e
no grupo controle.

Ja no grupo tratado com Gel Fitotordpico registrou-se presenca de secre¢ao
durante todo periodo de observacdo da ferida, em maior quantidade e apresentando
coloragao amarelada com aspecto seroso. A quantidade e coloragdo da secrecdo
observada nesse grupo podem ser justificadas pelo uso de pomada, a qual pode vir a
produzir uma umidade maior no leito da ferida, mascarando o aparecimento da
secre¢ao.

Outro aspecto observado foi a ocorréncia de sangramento apds a retirada da
bandagem. Em ambos os tratamentos ao se retirar o curativo, principalmente quando
a ferida apresentava-se seca, sem secrecao, ocorriam pequenos sangramentos no leito
da ferida. Esse evento foi observado com maior frequéncia nas feridas do grupo
tratado com PRP, nos tltimos cinco dias de observagdo, esse evento pode ser
justificado pelo fato destas feridas apresentar-se mais secas, dificultando um pouco a
retirada da bandagem.

Nao houve variacio da coloragdo das feridas, entre os tratamentos, em ambos

a coloragd@o se manteve entre o rosa pélido e o vermelho.
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O surgimento do tecido de granulagdo se deu de forma semelhante em ambos
os grupos. O preenchimento total da ferida com tecido de granulacdo, observado
quando este se igualava aos bordos da ferida, ocorreu em menor tempo no grupo
tratado com PRP. A organizacdo e distribuicdo na drea da ferida também foi mais
regular neste grupo. Esse fato também pode ser observado nos locais das biopsias. Os
pontos de bidpsias do grupo tratado com PRP foram mais rapidamente preenchidos
com tecido de granulacdo, sugerindo que o PRP pode induzir uma granulacdo mais
intensa.

Portanto na avaliacdo macroscopica das feridas, as variacdes entre 0s grupos
foram minimas. Lima (2009), avaliando macroscopicamente feridas dérmicas
padronizadas em ratos, tratadas com PRP, sup0s que sua utilizagdo possa nao
conduzir a uma redu¢do mais rdpida da ferida e nem a alteracdes de contracdo
tecidual no processo de reparacdo, sugerindo que aplicacdes repetidas do PRP seriam
necessdrias para se obter resultados mais satisfatérios. Essa sugestdo confronta com
os resultados obtidos nesse estudo, no qual se utilizou PRP em aplica¢des didrias e
ndo se obteve resultados diferenciados quando comparado ao grupo controle.

No décimo oitavo dia um dos animais foi encontrado no curral sem a
bandagem do membro do grupo tratamento. A ferida estava suja e com codgulos
sanguineos, assim como o membro do animal também estava sujo de sangue. Ocorreu
desprendimento de parte do tecido de granulagdo do centro da ferida. Supde-se que o
animal bateu o membro na cerca do curral, provocando a retirada da bandagem e
consequente mutilagdo da ferida, esse fato provocou um atraso na cicatrizagao dessa

ferida.



Figura 8. Aspecto da ferida no 21°
dia pds-operatério do grupo tratado

com gel fitoterdpico (animal 3).

{

Figura 10. Aspecto da ferida no 21°

dia pds-operatério do grupo tratado

com gel fitoterdpico (animal 1).

4.2 Avaliacao histopatolégica

Figura 9. Aspecto da ferida no 21°
dia pds-operatério do grupo tratado

com PRP (animal 3).

Figura 11. Aspecto da ferida no 21°
dia pés-operatério do grupo grupo

tratado com PRP (animal 1).

Na avaliagdo histolégica (Figuras 12 e 13), dos fragmentos de tecido,

verificou-se no sétimo dia, em todos os animais de ambos os grupos, presenca de fina

crosta fibrinoleucocitdria, moderado infiltrado inflamatério constituido por células

polimorfonucleares, e na derme observou-se neovascularizacdo e discreta fibroplasia

(tecido de granulagdo) sob as feridas.

J4 no décimo quarto dia, em ambos os grupos constatou-se persisténcia da

crosta fibrinoleucocitéria, discreto infiltrado inflamatério constituido por neutréfilos.



31

Na derme observou-se neovascularizacdo e moderada quantidade de fibroblastos e
fibras coldgenas.

No vigésimo primeiro dia, constatou-se reepitelizacdo incompleta, discreto
infiltrado inflamatério constituido por neutréfilos, e na derme observou-se
neovascularizacdo moderada e moderada quantidade fibroblastos e fibras coldgenas
em ambos 0s grupos experimentais.

Os achados histolégicos encontrados diferem dos resultados encontrados por
De Rossi et al. (2009) que usando PRP na forma de gel, em feridas provocadas na
pele de equinos observou uma aceleracdo de quatro vezes a reparacdo tecidual em
relacdo ao grupo controle. As feridas apresentaram mais répida diferenciacao epitelial
e organizacdo do coldgeno. O fato de termos empregado uma metodologia onde as
feridas eram tratadas por segunda inten¢do com exposicdo de tecido conjuntivo, e
aplicagdo do PRP na forma liquida, ao contrario da metodologia empregada por De
Rossi et al. 2009, que realizou estudo em feridas incisionais tratadas por primeira
intenc¢do e usando PRP na forma de gel, sugere que o PRP pode trazer resultados mais
satisfatérios em feridas com bordos coaptados e sua utilizacdo na forma de gel, onde
ocorre a ativagao das plaquetas.

Resultados semelhantes aos de De Rossi et al. (2009) foram relatados por
Wantanabe e Mori (2005), tratando feridas incisionais com cola de fibrina associada
ao PRP, comparando com feridas que receberam tratamento somente com cola de
fibrina e feridas que nao receberam nenhum tipo de tratamento. Os autores
constataram maior neovascularizacdo e maior quantidade de feixes de fibras
colagenas no grupo em que se usou o PRP.

Outro resultado positivo foi relatado por Vendramin et al. (2006), que
utilizando PRP na forma liquida, injetada sob feridas de pacientes humanos que
receberam enxertos de pele, demonstraram maior integracdo e reducdo de 25% da
perda dos enxertos.

Os resultados encontrados nesse estudo diferem do resultado encontrado por
Carter et al. (2003), ao avaliarem o potencial do PRP na cicatrizacdo de feridas
padronizadas em um equino PSI de 16 anos de idade. Estes autores observaram
histologicamente maior reepitelizacdo, aos sete dias, na ferida tratada com PRP em
relacdo ao tratamento controle com solucdo salina, e ao final do experimento grande

quantidade de fibras coldgenas densas, com orientacdo paralela umas as outras,
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diferindo positivamente do grupo controle que apresentaram poucas fibras coldgenas
orientadas aleatoriamente.

Garcia et al. (2005) ressalvam que apesar dos resultados positivos sao
necessdrios estudos que estabelecam os possiveis desencadeamentos quimicos
realizados pelas citocinas aplicadas em grande quantidade, além do acompanhamento
de casos clinicos diversos para melhor avaliacdo dos seus efeitos.

Ponderamos que o uso do PRP ndo interferiu em nenhum momento no
processo de reparacdo tecidual das feridas. Em todas as lesdes o reparo tecidual foi

condizente com o processo normal de reparacdo na espécie estudada.

Figura 12. Fotomicrografia de corte histolégico de fragmento

de pele retirado de ferida experimental em um equino, no 7° dia
pos-operatdrio. Observa-se crosta fibrinoleucocitdria espessa,

necrose e infiltrado inflamatério neutrofilico sob a ferida.



Figura 13. Fotomicrografia de corte histolégico de fragmento de

pele retirado de ferida experimental em um equino, no 7° dia pds-
operatorio. Observa-se crosta fibrinoleucocitdria espessa e

irregular, e infiltrado inflamatério misto na derme superficial.

33
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste experimento concluiu-se que o PRP ndo
demonstrou superioridade no processo de reparacdo tecidual, nem interferiu

negativamente, nesse processo.
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