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RESUMO

Hermeto, LC. Estudo comparativo entre a cola de fibrina e o plasma rico em
plaguetas em enxertos cutaneos em cdes. Campo Grande; 2010. [Dissertacéo-
Programa de Pés-graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-
Oeste da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Os enxertos cutaneos em céaes sao principalmente utilizados em grandes perdas
cutaneas em regides distais dos membros. A cola de fibrina e o plasma rico em
plaguetas atuam como adjuvantes na cicatrizacdo cutanea. O objetivo deste estudo
foi comparar a cola de fibrina (Tissucol®) e o plasma rico em plaguetas em enxertos
cutaneos, de espessura completa em malha em caes. Foram utilizados 18 cées,
divididos em dois grupos, cola de fibrina (CF) e plasma rico em plaquetas (PRP). Em
todos os animais foi realizado um enxerto cutdneo de 3x3 cm, em malha de
espessura completa. No membro esquerdo foi colocado o biomaterial entre o
enxerto e o leito receptor, cada qual em seu grupo, e o membro direito serviu como
grupo controle. Todos animais foram avaliados clinicamente a cada 48 horas até o
décimo quarto dia, através das variaveis: exsudacao, coloracdo, edema e aspecto
cosmético; e histologicamente em trés animais, no terceiro, sétimo e décimo quarto
dia de pés-operatorio através das variaveis: autolise, fibroblastos, colageno, tecido
de granulagédo, integracdo-aderéncia microscopica e inflamacao aguda. Através de
analises estatisticamente significativas (P<0,05), concluiu-se que grupo cola de
fibrina foi superior ao grupo plasma rico em plaguetas quando usados em enxertos
cutaneos de espessura completa em céaes.



ABSTRACT

Hermeto, LC. Comparative study between the fibrin glue and platelet-rich plasma
on skin grafts in dogs. Campo Grande; 2010. [Dissertacdo- Programa de Poés-
graduacédo em Saude e Desenvolvimento na Regidao Centro-Oeste da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul].

Skin grafts in dogs are mainly used in large skin loss in the distal regions of limbs.
Fibrin glue and platelet-rich plasma act as adjuvants in the healing skin. The aim of
this study was to compare fibrin glue (Tissucol ®) and platelet-rich plasma on skin
grafts, full thickness mesh in dogs. Were used 18 dogs divided into two groups,
fibrin glue (CF) and platelet-rich plasma (PRP). In all animals we performed a skin
graft from 3x3 cm full-thickness mesh. In the left limb was placed between the graft
and receptor bed, the biomaterial each in their group, and the right limb served as
control. All animals were clinically evaluate 48 hours until the fourteenth day,
through the variables: exudation, color, edema and cosmetic appearance; and
three of them were evaluate histologically in the third, seventh and fourteenth days
postoperatively through the variables autolysis, fibroblasts , collagen, granulation
tissue, adhesion-integrating microscopic and acute inflammation. By testing
statistically significant (P <0.05), it was concluded that fibrin glue group was
clinically superior to the group platelet-rich plasma when used in full thickness skin
grafts in dogs.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a medicina veterinaria dos animais de companhia tem se
desenvolvido extremamente, em todas suas areas. Quanto mais desenvolvida uma
Regido, maior a consciéncia e conhecimento da populacao referente aos cuidados
corretos com os animais. A relacéo proprietario-animal se estreita a cada dia, e esta
relacdo exige do profissional, tecnologias avancadas de diagndstico e tratamento.
Isto conduz o médico veterinario cada vez mais, a buscar especializacdes e avancos
em novas tecnologias. Observam-se que as especialidades médicos cirdrgicas em
sua ampla area, ja sdo uma realidade neste ambito, e muitos médicos veterinarios
se especializam em dermatologia, oftalmologia, oncologia, nefrologia, ortopedia,
odontologia, anestesiologia, cirurgias em geral e outros.

Segundo o Colégio Brasileiro de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria, a
ampla area cirurgica veterinaria tém evoluido muito nos ultimos anos, e esta
evolucdo tem permitido cirurgias cada dia mais seguras e mais elaboradas. Muitas
patologias, muitas situagcdes em que antes eram consideradas como intratveis ou
terminais, hoje ja possuem opcdes terapéuticas, proporcionando aos animais
acometidos maior tempo e melhor qualidade de vida.

Em cirurgias reconstrutivas, os enxertos de espessura total sdo mais
comumente utilizados para reparar defeitos resultantes de cirurgias oncologicas
(RATNER, 1998), e também amplamente utilizados em reconstrucfes de lesbes
desiguais e amplas nas extremidades (POPE, 1996).

Um enxerto cutaneo é a transferéncia de um segmento de pele livre para um
local receptor distante. Os enxertos podem ter espessura variada, um enxerto de
espessura total compreende a epiderme e toda a derme, um enxerto de espessura
parcial compreende a epiderme e camadas variaveis da derme. Sao utilizados para
lesGes extensas que ndo podem ser reconstruidas por justaposicao direta, nem poer
retalhos de pele (HEDLUND, 1997).

Enxertos em malha sdo aqueles que possuem incisdes em fileiras paralelas
em forma de fendas alternadas, o que promove drenagem, flexibilidade,

conformacao e expansédo (HEDLUND, 1997).
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Dentre os varios tipos de enxertos cutaneos descritos, o enxerto cutaneo em
malha oferece muitas vantagens, podendo ser expandidos para recobrir defeitos
grandes se os sitios doadores forem limitados, conformando bem as superficies
irregulares, permitindo que as fendas proporcionem a drenagem do exsudato, sendo
colocados em areas dificeis de imobilizar. (POPE, 1996)

Segundo Currie et al. (2001) a utilizacdo de novos materiais e métodos que
possam aumentar a sobrevivéncia do enxerto, melhorar sua funcdo e seu aspecto
cosmético, sem efeitos deletérios, seria um complemento util na cirurgia.

A cola de fibrina tem sido utilizada para melhorar a adesdo de enxertos e
retalhos cutaneos, adesao de cartilagem, anastomose de vasos, e reparo de nervos.
A melhora de enxertos cutdneos com a cola de fibrina tem sido demonstrada em
muitos estudos com humanos, notadamente em areas com dificuldade de
imobilizacdo (BUCKLEY et al., 1999)

Currie et al. (2001), através de uma revisdo de literatura, relatou que o uso da
cola de fibrina em enxertos cutdneos tem sido investigada por muitos autores. Os
beneficios em potencial sdo agrupados nessas trés areas: hemostasia, aderéncia do
enxerto e acao antibacteriana.

Existem evidéncias que a cola de fibrina promova a cicatrizacédo independente
das suas propriedades adesivas, com aumento da angiogénese e crescimento
fibroblastico observado no leito da ferida (GOSAIN et al,. 2002).

Recentemente atencbes estdo voltadas para aceleragcdo tecidual em
cicatrizacdo. As plaquetas estdo entre as primeiras células a responder no local da
lesdo tecidual, e conhecidas por promover reparo tecidual por liberar fatores de
crescimento e ativar moléculas (FRESNO et al., 2009).

O plasma rico em plaquetas (PRP) é definido como uma concentragédo
autdloga de plaquetas em um pequeno volume de plasma e tem sido utilizado na
aceleracao da cicatrizacdo de tecidos moles e 6sseos. E parte de uma biotecnologia
relativamente nova, dentro do interesse da engenharia de tecidos celulares (MARX,
2001).

O PRP promove intenso estimulo para cicatrizacdo, através da liberacdo de
fatores de crescimento (FC) que séo secretados ativamente pelas plaguetas
(CROVETTI et al., 2004).

O uso de vérias preparacdes do PRP habilita a liberagédo local e progressiva
dos fatores de crescimento e proteinas, promovendo propriedades Unicas para
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remodelamento  tecidual, cicatrizacdo e promocdo da angiogénese.
Consequentemente tem sido utilizado em varias areas médicas, como cirurgias
maxilofaciais, ortopédicas, medicina esportiva, reconstrucdo 6ssea, engenharia
tecidual, cosmética e implantes dentarios (ANITUA, 2006).

As propriedades das plaquetas tornam o PRP um produto com grande
potencial para melhora da integracdo de enxertos, sejam 0sseo0s, cutaneos,
cartilaginosos ou de tecido adiposo (MAZZUCO et al., 2004).

Diante do exposto, € notado que estes biomateriais possuem em sua
formacdo, subsidios que podem acelerar ou melhorar a aderéncia e
revascularizacdo dos enxertos. E sabido que os custos para obtencdo do PRP
utilizando técnicas aplicaveis em laboratérios comuns sdo mais acessiveis
financeiramente, segundo Vendramin et al. (2006), ja as colas de fibrina comerciais
sao relativamente mais caras que as colas autélogas e homologas (FATTAHI et al.,
2004), podendo propor oportunidade de uso desses produtos em situacdes com

recursos reduzidos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tegumento

O tegumento € um dos maiores Orgaos do corpo, e contém varias glandulas,
nervos, vasos, e musculos (PAVLETIC, 1993).

A pele representa um érgao de defesa contra influéncias fisicas e quimicas.
Do ponto de vista funcional, o tegumento atua como a primeira linha de defesa do
corpo contra microorganismos (KOLB, 1987).

A pele € um 6rgédo sensorial, no qual umas séries de receptores efetuam sua
acao. Terminacgdes nervosas sensitivas, localizadas em determinados locais da pele,
levam informacdo de pressdo, temperatura e dor ao sistema nervoso central.
Também é um 6rgdo de armazenamento para o sangue. Uma vasodilatacao da pele
leva a uma reducdo do fluxo sanguineo, principalmente no trecho venoso. Desta
maneira, até 10% da quantidade total de sangue podem ser armazenados na pele. A
pele produz vitamina D e serve como reservatério de eletrdlitos, agua, lipidios,
carboidratos e proteinas, e desempenha importante funcdo na termorregulacéo
(KOLB, 1987).

2.1.1 Estruturas e funcdes da pele

Pelo desenvolvimento embrionario, diferenciamos as duas camadas principais
da pele: camadas externas desenvolvem-se a partir do ectoderma, que é a
epiderme, e as camadas mais profundas sao formadas pelo mesoderma, a derme e
0 subcutaneo (KOLB, 1987).

O estrato germinativo consiste huma camada simples de células cilindricas,
gue se encarregam, por meio de divisdo, da reposicdo constante das camadas
epiteliais superficiais. O estrato germinativo e o estrato espinhoso séo os locais onde

se encontram 0s corpusculos pigmentares, que consistem em melanina. Em direcdo
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ao estrato corneo, o teor de pigmento da epiderme fica cada vez menor (KOLB,
1987).

A derme constiste de fibras colagenas, reticulares (pré-colageno) e elasticas,
circundadas por uma matriz mucopolissacaridica (PAVLETIC, 1993).

O estrato papilar consiste em tecido conjuntivo elastico e colageno e se
estende a epiderme na forma de corpos papilares. Nas papilas dérmicas terminam
0s capilares sanguineos e linfaticos, que cuidam da nutricdo da epiderme. Além das
terminagfes nervosas, as papilas dérmicas ainda contém receptores para o tato,
temperatura, e para estimulos dolorosos (KOLB, 1987).

O estrato reticular consiste em feixes de tecido conjuntivo colageno, que sao
entrelacados entre si como esteiras, sendo cruzados por fibras elasticas isoladas.
Esta camada da derme proporciona a elasticidade, a flexibilidade, e a capacidade de
deformacgéo da pele. S&o de grande importancia para as funcdes de defesa da pele
0s macrofagos, os leucdcitos e as células plasmaticas presentes no estrato reticular
(PAVLETIC, 1993).

2.2 Enxertos cutaneos

Um enxerto cutaneo corresponde a um segmento da epiderme e da derme
que é completamente removido do corpo e transferido para o local receptor
(HEADLUND, 1997).

Os enxertos sédo classificados da seguinte maneira: (1) auto-enxertos
(enxertos autdgenos)- os locais receptores e doadores provém do mesmo animal,
(2) aloenxertos (homoenxertos)- os locais receptores e doadores pertencem a
animais geneticamente diferentes, mas da mesma espécie; (3) xenoenxertos
(heteroenxertos)- os locais receptores e doadores encontram-se em animais de
espécies diferentes, e (4) isoenxertos- enxertos realizados entre gémeos idénticos.
Do ponto de vista clinico, os auto-enxertos séao o tipo mais bem sucedido de enxerto,
e sao utilizados como enxertos permanentes porque o enxerto e o hospedeiro séo
idénticos. Os xenoenxertos e os aloenxertos podem ser usados como revestimento

temporario, pois acabam sendo rejeitados (SWAIM, 1993).
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Pope (1996) descreveu que os enxertos cutaneos podem ser utilizados tanto
com espessura completa quanto com espessura dividida ou parcial. Os enxertos de
espessura completa consistem da epiderme e da derme completa, e os de
espessura dividida ou parcial consistem da epiderme e de camadas variaveis da

derme, conforme figura 1.

Fina
Média

Epiderme
Espesso

Espessuracompleta

Derme

Tecido subcutaneo

Figura 1- Espessuras de enxertos cutaneos.
(POPE, 1996).

Os enxertos de espessura completa tém varias vantagens sobre 0s enxertos
de espessura parcial. Eles possuem todos os componentes secundarios que fazem
gue seu aspecto se aproxime mais de uma pele normal, pois ocorre 0 crescimento
de pélos e eles sdo capazes de suportar um traumatismo tdo bem quanto a pele
normal circundante. E diferente dos enxertos parciais, eles ndo necessitam material
especial para a colheita, além disso, a taxa de sucesso com enxertos de espessura
completa € tdo boa quanto a obtida com enxertos de pele parciais (POPE, 1996).

Os enxertos de espessura total oferecem boa coloragdo e textura. A
contracdo da ferida € minima e as estruturas anexas da derme permanecem intactas
(RATNER, 1998).

Segundo Swaim (1993), os enxertos sao indicados mediante a ocorréncia de
perda cutanea significativa. Em caes, a aplicacdo de enxertos cutaneos esta
principalmente indicada em situagdes onde ocorre perda cutanea nas extremidades,
onde a imobilidade cutanea impede o desvio do tecido e a elaboragédo de retalhos
locais para o reparo.

A transformacdo em malha permite drenagem, o que facilita a aderéncia do

enxerto. Ele pode ser confeccionado com um dispositivo especial de expansor de
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enxerto ou a mao livre. Enxertos transformados mecanicamente em malha sdo mais
expansiveis que aqueles feitos a méao livre, pois o primeiro se expande em mais de
uma direcdo, e o segundo em apenas uma direcdo. O aspecto cosmético € melhor
guando as fendas s&do colocadas paralelamente as linhas de tensdo de pele
(HEADLUND, 1997).

Recomenda-se um enxerto em malha de espessura total ndo expandido para
a maior parte das situacoes em que € necessaria a colocacao de enxertos, pois ele
pode ser usado em uma ampla variedade de circunstancias, tem elevada taxa de
sucesso e um bom aspecto cosmético. A transformacdo em malha permite que o
enxerto seja expandido e seja capaz de se prender a superficies irregulares
(HEADLUND, 1997).

A desvantagem primaria desses enxertos é que quando sdo expandidos, 0s
intersticios se cicatrizam por meio de epitelizacdo, resultando em ilhas de epitélios
sem pélos por todo o enxerto. Por essa razao, prefere-se um enxerto ndo-expandido

ou minimamente expandido (POPE, 1996).

2.2.1 Historico da enxertia cutanea

O histérico da enxertia cutanea é repleto de controvérsias, pois alguns
acreditam que a técnica de enxertia ainda € mal atribuida a alguns. O que se sabe, &
que tradicionalmente se iniciou na india, usando retalhos da regido malar e fronte
(HERMAN, 2002).

Primeiramente, € visto que os retalhos pediculados cutaneos foram
anteriormente descritos, para posteriormente descrever-se a técnica de enxertia, a
qual diferentemente da primeira ndo possui qualquer comunicacao vascular com a
regido doadora. (ANG, 2005)

A primeira descricdo de um retalho cutédneo foi encontrada no Sushruta
Samhita (600 AC), um dos dois textos classicos da medicina ayurvédica. O Sushruta
Samhita é um compéndio de descrigBes cirdrgicas e instrumentais, presumivelmente
passada por um deus para os hindus. Neste compéndio, descreve-se um retalho
pediculado cutadneo em regido da narina usando como area doadora a regidao do

malar, utilizando duas céanulas para ndo obstruir as narinas, e mantendo com
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bandagens. Os cuidados eram realizados pulverizando a ferida com uma mistura de
substancias naturais (ANG, 2005).

Enguanto isso na Europa, os retalhos cutaneos eram limitados pelo dogma da
igreja que pensava que a cirurgia interferia no trabalho de Deus. Nos primeiros dois
séculos da Era Comum, Celsus e Galeno utilizaram enxertos para reparar defeitos
faciais os quais progrediram para infeccdo (KOSH 1941 apud ANG 2005).

Segundo Ang (2005), a revitalizacdo do campo da enxertia cutanea ocorreu
na Europa com o relato de duas publicacées importantes, em 1794, e sete meses
depois, utilizando o método indiano para reconstru¢cdo nasal. Em 1818 o cirurgiao
inglés Joseph Carpue foi o primeiro a disseminar este tipo de reconstrucédo para a
América, e em 1837, Warren of Boston publicou pela primeira vez um relato sobre o
método indiano de retalhos pediculados.

Em 1875, cinqlienta e sete anos apds o primeiro relato de Carpue, John
Reissberg comparou o retalho pediculado com o enxerto livre, afirmando que a
sobrevivéncia do ramo doador poderia ocorrer sem a comunicacdo permanente
deste (KOSH 1941 apud ANG 2005).

Entretanto, Reverdin em 1869, Ollier em 1872, Thiersch’s em 1886, Wolfe em
1875 e Krause em 1893, € que publicaram técnicas de enxertia cutanea que foram
divulgadas mais amplamente (RATNER, 1998).

Segundo Vandeput et al. (1995), o primeiro relato de expansdo em malha da
pele foi realizado em 1907 por Lanz. A idéia do professor veio de sua infancia,
quando criancas realizam cortes sobre papel transformando-o em uma sanfona de
brinquedo, e anos apds, em 1930, Douglas realizou um enxerto em malha que
chamou de “enxerto-peneira”, sem realizar a expansdo do mesmo, apenas para
promover a drenagem local.

Os cirurgides do século 19 utilizaram as técnicas de enxertia para situacdes
de ampla complexidade cirirgica, e no ultimo século, a enxertia cutanea ¢ uma
opg¢ao reconstrutiva usada rotineiramente e muitas vezes preferencialmente usada

na reconstrucao de tecidos moles (RATNER, 1998).

2.2.2 Fases da revascularizacdo do enxerto
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A sobrevivéncia do enxerto depende da absorcdo de liquidos teciduais e da
revascularizacao. A cicatrizacdo bem sucedida do enxerto depende do
estabelecimento de comunicacdes arteriais e da drenagem adequada de exsudato
(HEDLUND, 1997).

Ocorre progressivo ganho de resisténcia entre o enxerto e o leito, e o maior
ganho dessa forca se da durante as primeiras 8 horas subsequentes a aplicacdo do
enxerto. A degeneracdo tem inicio em um enxerto de pele imediatamente depois de
sua coleta do local doador, e a regeneracdo comeca apds sua aplicacdo no leito
receptor. A regeneracao progride mais lentamente que a degeneragao. A forga de
aderéncia do enxerto aumenta conforme o tecido fibroso se forma, no décimo dia de
pOs operatdrio ja ocorreu uma unido firme. Os processos regenerativos devem ser
superiores aos processos degenerativos por volta do sétimo e oitavo dia do poOs-
operatorio (SWAIM, 1993).

2.2.2.1 Embebicao plasmética

A revascularizagcdo do enxerto é precedida por uma fase isquémica
denominada de estagio de embebicéo plasmatica (RATNER, 1998).

Apo6s a remocdo de um enxerto da area doadora, seus vasos sanguineos
sofrem espasmo e eliminam a maior parte dos elementos hémicos pelas
extremidades seccionadas dos vasos. O soro, contendo leucocitos e eritrocitos
polimorfonucleares, acumula-se entre o enxerto e seu leito, em decorréncia do
extravasamento de plasma a partir das vénulas do leito do enxerto (POPE, 1996).

Logo apds a aplicacdo, uma rede de fibrina adere o enxerto ao seu leito, e 0s
filamentos de fibrina retraem-se, tracionando o enxerto até que ocorra a intima
aposicao com o leito. Fibroblastos, leucdécitos e fagdcitos invadem a rede de fibrina,
convertendo-a em uma rede de tecido fibroso entre o enxerto e o seu leito (POPE,
1996). O enxerto absorve o exsudato e se torna edematoso, aumentando em 40%
seu peso (RATNER, 1998). A acdo capilar traciona as células e o soro para o0s
vasos sanguineos dilatados do enxerto, mantendo esses vasos dilatados até a
revascularizacdo e proporcionando a devida nutricdo para os tecidos (SWAIM,
1993).
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A absorcdo de produtos da hemoglobina confere ao enxerto um aspecto
cianotico. O liquido absorvido também se difunde para os tecidos intersticiais do
enxerto, produzindo edema; este edema atinge seu maximo por volta de 48 a 72
horas ap0s a aplicacdo do enxerto. A circulacdo é restabelecida nesse momento,
aproximadamente; no entanto, € possivel que o retorno venoso ndo seja adequado,
e que o edema aumente. Com a melhora das drenagens venosa e linfatica, o liquido
é eliminado do enxerto, e ocorre a regressao do edema. Assim, 0 enxerto retorna ao
seu peso normal por volta do oitavo dia de pos-operatorio (POPE, 1996).

A fibrina abaixo do enxerto vai gradativamente sendo substituida pelo tecido
de granulacdo, o que adere permanentemente o enxerto ao seu leito. Com esta

aposicao, o processo de revascularizacao pode se iniciar (RATNER, 1998).

2.2.2.2 Inosculacéo

As anastomoses de vasos do enxerto com vasos de calibre semelhante ao
leito receptor, chamado de inosculagdo, podem iniciar-se em um dia ap0s o
procedimento. Brotos vasculares do leito receptor seguem o reticulo de fibrina para
encontrar vasos seccionados preexistentes no enxerto. A rede de fibrina que
mantém fixo o enxerto ao seu leito serve como estrutura de sustentacdo ao longo da
qual estes brotos vasculares provenientes do leito receptor do enxerto crescem e
encontram as extremidades seccionadas dos vasos do enxerto. Muitos vasos podem
entrar em contato e sofrer anastomose, mas poucos sobreviverdo (POPE, 1996).
Formam-se anastomoses vasculares e inicia-se o fluxo de sangue para o enxerto.
Primeiramente o fluxo é lento e desorganizado, mas entre 0 quinto e sexto dia
aproxima-se do normal (HEDLUND, 1997).

Acumulos de liquido como seroma e hematoma inibem a inosculagdo. Os
enxertos também podem ser revascularizados pelo crescimento de novos vasos do
enxerto para o leito receptor. Novos vasos se formam por brotamento endotelial e
estabelecem anastomoses com outros brotos ou vasos formados. Em 48 a 72 horas
podem ser encontrados brotos vasculares no interior das camadas mais baixas dos
enxertos. Novas conexdes vasculares sao remodeladas, diferenciam-se e

amadurecem até que se forme um sistema de arteriolas, vénulas e capilares. Novos
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vasos linfaticos se formam, estabelecendo a drenagem linfatica no quarto ou quinto
dia de pos-operatorio (HEDLUND, 1997).

2.2.2.3 Penetragéo e crescimento interno de novos vasos

Os enxertos também sado revascularizados pelo crescimento interno de novos
vasos, desde o leito até o enxerto. Esses vasos podem crescer na derme, ou no
interior de vasos preexistentes no enxerto, que servem como condutores inviaveis
para os novos vasos (PAVLETIC, 1996)

Se as células endoteliais, em seu processo de crescimento interno,
estabelecerem contato com areas endoteliais sobreviventes em antigos vasos do
enxerto, ocorrera anastomose, resultando em uma revascularizagdo mais rapida. O
crescimento interno dos capilares novos se da em uma velocidade aproximada de
0,5 mm/dia (POPE, 1996).

Os vasos do enxerto que ndo estdo envolvidos na inosculagdo ou no
crescimento interno de novos vasos degeneram e desaparecem. Os vasos recém
formados séo tortuosos e irregularmente dilatados. A maturacdo dos vasos comeca
dentro de 48 horas apds o surgimento de novos capilares indiferenciados. Os vasos
que recebem grande parte da irrigacdo sanguinea formam arteriolas, pelo processo
de retificacdo e dilatacdo. Esse processo de maturacdo e diferenciacdo tera
continuidade até o desenvolvimento de um novo sistema de arteriolas, vénulas e
capilares. (POPE, 1996)

Segundo Hedlund (1997), além dos vasos sanguineos formam-se novos
vasos linfaticos, para a drenagem linfatica do enxerto, por volta do quarto ou quinto
dia.

2.2.3 Cuidados po6s-operatorios

Swaim (1993) afirmou que embora as técnicas de enxerto cutaneo
empregadas em seres humanos sejam aplicaveis a cédes e gatos, a aplicacdo de
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bandagens e os cuidados poOs-operatorios na pratica do enxerto em veterinaria
diferem acentuadamente dos procedimentos efetuados nos enxertos em seres
humanos. A contencdo do paciente, a conservacdo de bandagens eficientes e a
prevencdo da contaminacdo sédo problemas de suma importancia na aplicacdo de
enxertos em cées.

O contato entre o enxerto e seu leito é essencial para sua sobrevivéncia. Para
conseguir contato adequado o leito deve estar livre de residuos e irregularidade.
Imobilizar o enxerto com suturas e ataduras, minimizando a sua movimentacao
facilita a aderéncia. Ataduras impropriamente enrugadas ou apertadas, desgastam o
enxerto, podendo ocasionar necrose, elas devem ser bem acolchoadas e volumosas
para restringir o movimento do membro. Deve-se utilizar atadura hidrofilica néo
aderente (HEDLUND, 1997)

Zanini et al. (2004) em publicacdo sobre curativos compressivos em enxertia
cutanea, descreveram que 0 enxerto ndo apresenta pediculo vascular, e o0 objetivo
do curativo compressivo € otimizar o contato do enxerto com o leito da ferida e
permitir adequada angiogénese. Segundo 0s autores, 0 curativo compressivo
reduzira a possibilidade de deslocamentos que comprometeriam essa comunicagao.
Além do mais, possibilitara menor ocorréncia de hematoma e seroma, eventos que
habitualmente conduzem a perda de vitalidade e, por consequéncia, a faléncia do
enxerto. O curativo compressivo € deixado por periodo que varia de sete a 14 dias
desde que nédo haja sinais de infec¢cdo, sangramento ou perda da imobilizagdo. Caso
contrario, o curativo deve ser retirado, e o0 enxerto, examinado. Por exemplo, colecéo
sangiinea, purulenta ou serosa deve ser evacuada. O curativo pode ser recolocado
apos a correcao desses eventos adversos descritos.

Troca-se geralmente o curativo em 48 horas, mas caso se espere grande
quantidade de exsudato, pode-se trocar a bandagem apds 24 horas da cirurgia.
Geralmente se trocam as ataduras em dias alternados por 10 dias se o enxerto
estiver bem cicatrizado (POPE, 1996)

Cerca de trés semanas ap0s a enxertia, um enxerto pode parecer bem
vascularizado com uma insercéo resistente de tecido conjuntivo na ferida. Contudo,
ao se interromper a aplicacdo de bandagens, é possivel que o animal persista em
molestar o enxerto com sua lambedura. O uso de colares elisabetanos é

recomendado por cerca de um més apos a enxertia (PAVLETIC, 1996).



32

2.2.4 Enxertos cutdneos em caes

Paim et al. (2002) avaliaram os efeitos da irradiacdo laser em enxertos
autologos de pele, em malha, com espessura completa na reparacdo de feridas
carpometacarpianas em caes. Foram utilizados 20 céaes, divididos em dois grupos
iguais. Em cada cao, foi criada uma ferida medindo 7,5 cm? na regiao
carpometacarpiana em ambos membros, e o0 local para doacdo do enxerto foi
retirado da regido costolateral. No grupo 1, foi realizada a enxertia em um leito
receptor fresco. No grupo 2, a ferida criada recebeu 6 dias de irradiacdo antes da
enxertia. Em ambos grupos realizou-se irradiagcdo pés enxertia por 10 dias. O
membro contra-lateral foi usado como grupo controle. Realizaram andlises clinicas
diarias utilizando uma matriz de andlise, cuja variaveis eram exsudacdo, edema,
coloracdo, deiscéncias e aspecto cosmeético. Concluiu-se que enxertos irradiados
exibem uma aderéncia mais avancada no estagio inicial da enxertia, e que a
irradiacdo prévia em tecidos de granulagdo que irdo receber o enxerto ndo favorece
a aderéncia destes.

Em um relato de caso, Berté et al. (2009) acompanharam um paciente canino
que sofreu extensa perda cutanea por atropelamento. O trauma acometeu toda
regido distal do membro pélvico esquerdo, abrangendo uma area que se estendia
desde a regido proximal da coxa até a regido da articulacdo tarsometatarsiana. O
paciente foi submetido a tratamento para cicatrizacdo por segunda intencdo por
quinze dias, até que se formasse tecido de granulacdo saudavel para receber a
enxertia. Para reconstrucao cirirgica, optou-se pela associa¢cdo de duas técnicas: a
enxertia em malha, e enxertia por pingamento. O paciente recebeu medicacéo
analgésica, antiinflamatéria e antibiotica, e a primeira troca de curativo realizou-se
em 72 horas, sem trocar a gaze, a qual foi trocada com 5 dias de pOs operatorio.
Apds 10 dias o paciente passou por outra cirurgia de enxertia em malha, para
finalizar a cobertura do tecido de granulagdo. Apds 30 dias, observou-se resultados
satisfatorios para o tratamento da perda cutédnea principalmente no aspecto
funcional, quanto ao aspecto estético, considerou-se adequado o resultado obtido
diante das dimensdes e da gravidade da leséao.

Rahal et al. (2004) concluiram que cola de fibrina derivada do veneno de

serpente favorece a integracdo do enxerto cutaneo em malha de espessura total em



33

cdes. Através de um estudo experimental, foram utilizados nove caes, sem raca
definida, com peso médio de 15kg. Foi induzida ferida de 4x4cm de area, na face
cranial-proximal dos antebracos direito e esquerdo. Um enxerto de espessura total
foi colhido da regido toracica e expandido por meio de expansor de pele. No membro
direito o enxerto foi estabilizado no leito receptor por meio de pontos isolados
simples; no esquerdo foi fixado pela aplicacdo de cola de fibrina e oito pontos de
sutura. A area de sobrevivéncia do enxerto foi obtida pela subtracdo das areas néo
viaveis e total medidas com fotomicroscépio Nikon conectado a um sistema de
analise de imagem KS-300 aos trés, sete, quinze e trinta dias de poOs-operatorio.
Para a avaliagdo microscopica, a area do enxerto foi colhida em trés animais aos
sete, quinze e trinta dias de pds-operatorio. Nao houve diferenca entre momentos de
avaliacdo e técnicas de fixagdo quanto a area de enxerto viavel. A analise
microscoépica demonstrou que os enxertos fixados com cola apresentaram estagio
de reparacdo mais avancado em todos 0os momentos.

Em 2007, Rahal et al. relataram a realizacdo de enxerto cutaneo em malha
em um cao para reconstrucdo da superficie sustentagdo de peso. Um cédo, de dois
meses de idade, foi atendido com perda parcial dos coxins plantares e falanges do
membro direito e parte da regido cutanea dorsal da falange esquerda. A regiao foi
debridada e os enxertos foram doados da regido toracica lateral, sendo retirado o
tecido subcutaneo para colocacdo deste, e fixados com suturas isoladas. Foram
utilizados curativos aderentes por 10 dias e trocados a cada 2 dias. Os autores

relataram completa epitelizacdo em 30 dias.

2.3 Cola de fibrina

Segundo Saltz (1991) o uso do adesivo biolégico de fibrina é conhecido desde
1909, quando Bergel documentou o efeito hemostatico do p6 de fibrina. Em
1940,Young e Medawar usaram a fibrina como cola para reparar nervos periféricos.
Esta descoberta foi seguida pelo trabalho de Grey, no mesmo ano, que utilizou em
hemorragia hepatica e cerebral. Entretanto, apenas em 1944 Cronkite et al. e Tidrick
e Warner efetivamente combinaram fibrinogénio e trombina para o uso clinico na

fixac&do do enxerto de pele.
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A fibrina foi pouco utilizada nos proximos 30 anos, isso foi ocasionado tanto
pela dificuldade em se obter plasma autélogo no trans-operatorio, quanto tambéem
pela baixa concentracdo de fibrina, o que ocasionava em um baixo poder adesivo.
Em 1972, Mahas et al. apud Currie et al. (2001) introduziram comercialmente a cola
de fibrina com uma concentracdo maior de fibrina, desde entdo, refinamentos tem
sido adicionados para melhorar a forca, a eficacia e a seguranca das colas de
fibrina.

Segundo Brennan (1991), as colas de fibrina s&o utilizadas em cirurgias
cardiovasculares, neurocirurgias e cirurgias plasticas e nesta Ultima, mais
especificamente, em enxertos cutaneos os quais reduzem o uso de suturas e auxilia
na hemostasia.

Uma das principais cirurgias dermatoldgicas sao as extirpacfes de neoplasias
malignas e sempre ha necessidade de grandes extirpagcfes cutaneas, necessitando
a utilizacdo de enxertos ou cicatrizacao por segunda intencdo. Muitos cirurgides tem
indicado a cola de fibrina como um material selante ideal e ndo toxico para 0s
tecidos. A cola de fibrina promove uma firme adesdo em segundos ou minutos, e é
reabsorvida em alguns dias apés a aplicacdo, contem o tecido mais rapidamente e
diminui o risco de hematomas e perdas do enxerto (DEMORAES et al., 1998).

A camada de fibrina entre o0 enxerto cutéaneo e seu leito ocorre naturalmente
durante o processo de cicatrizagdo e € essencial para a sobrevivéncia do enxerto. A
fibrina exerce acdo como um suporte para fibroblastos produzirem colageno,
aumentar a fagocitose inibindo a acdo de agentes infecciosos, e estabilizando o
enxerto durante a revascularizacdo (SALTZ, 1991).

Os selantes de fibrina, também conhecidos como cola de fibrina sédo agentes
hemostéticos cirirgicos derivados do plasma humano que sédo designados a
reproduzir os passos finais da cascata da coagulacéo fisiologicamente para produzir
o coagulo de fibrina estavel. As colas de fibrina possuem varias utilidades em
muitos procedimentos cirdrgicos, entre varias especialidades, incluindo hemostasia,
cicatrizagéo, suporte de sutura, adesividade tecidual (MANKAD, 2001).

Segundo Tridick e Warner (1944), a utilizacdo da fibrina artificialmente em
certas lesbes pode melhorar o suporte mecanico aos tecidos e a0 mesmo tempo
promover a aceleracdo da cicatrizacdo. A ja conhecida recém formacéo de tecido

conectivo e vasos sanguineos utilizando a fibrina como esqueleto e fonte de nutricao
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para a proliferacdo celular, podera auxiliar no processo de cicatrizagéo,
particularmente em feridas com auséncia ou diminuicéo de fibrina.

A cola de fibrina é uma excelente ferramenta nas cirurgias plasticas, pois tem
efeitos hemostaticos, aumenta a porcentagem de aceitacdo do enxerto, e pode ter
certa protecado contra infecgbes. A decisdo de uso da cola de fibrina em locais
dificeis para a enxertia deve ser avaliada individualmente. No futuro, é possivel que
a cola de fibrina seja um importante componente na engenharia tecidual de
reposicdo de tecidos, permitindo uma cobertura mais cedo de queimaduras com

resultados cosméticos aceitaveis (CURRIE et al. 2001).

2.3.1 Mecanismo de acao

O mecanismo de funcionamento da cola de fibrina & bem entendido ao revisar
a fisiologia da cascata da coagulacéo. Durante o processo normal de coagulagéo, a
trombina transforma o fibrinogénio em fibrina. O fator XIll na presenca de caélcio
proporciona a formacéo de um coagulo estavel de fibrina. A cola de fibrina comercial
tem apresentacdo em frascos como dois componentes separados, que Sao
misturados no campo cirdrgico, estimulando a interacdo destes compostos
endogenos e formado o coagulo de fibrina final. O composto 1 € formado pelo
fibrinogénio, fator Xlll, e cloreto de calcio, e no componente 2, trombina e um
composto antifibrinolitico. E a fonte e a concentracdo do fibrinogénio que apresenta
o maior efeito direto na formag&o do coagulo de fibrina, entretanto, a concentragdo
de trombina e do fator Xlll, e do cloreto de calcio pode determinar a forga final da
cola de fibrina. A trombina na concentracdo de 10 a 100 Ul/ml sdo mais utilizadas
para fixar enxertos e retalhos cutaneos. A baixa concentracdo de trombina permite
uma polimerizagdo mais lenta, permitindo o manuseio do tecido, e em altas
concentragbes, promove rapida formagcdo de coagulo e ideal para hemostasia
(MOBLEY, 2002).

A cola de fibrina pode ser classificada conforme sua forma de preparo:
homologa, autdloga ou por seus compostos. As colas de fibrina disponiveis
comercialmente, s&o produzidas com trombina humana e aprotinina como

antifibrinolitico. Como advém de plasma humano, inicialmente gerou preocupacdes
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sobre a possibilidade de transmissdo de doencas. O plasma € duplamente tratado
para inativacao viral, e apos extensivo uso na Europa, sem relatos de transmissao
de doencas, subsequentemente o FDA (food and drug administration) liberou seu
uso nos Estados Unidos em 1998. O plasma concentrado permite altas
concentragdes de fibrinogénio e fator Xlll. Por sua melhor resisténcia a tenséo, este
aumento na concentracdo de fibrinogénio, os produtos adesivos sintetizados
comercialmente, significa, sem ddvida maior versatilidade nas cirurgias plasticas
faciais (MOBLEY, 2002).

A cola de fibrina é degradada em 2 semanas. Depois da aplicacédo da cola de
fibrina, a polimerizacdo ocorre em segundos, a forca de adesdo aumenta com o
tempo e atinge um plateau em 100 minutos depois da aplicagdo (GOSAIN et al.
2002).

2.3.2 Usos clinicos e estudos experimentais da cola de fibrina

Tridick e Warner (1944) utilizaram a cola de fibrina autéloga em enxertos
cutaneos em um total de 122 cirurgias em 53 pacientes. Os casos foram divididos
em 3 grupos: enxertia em feridas limpas, enxertia em queimaduras, e outros tipos de
feridas crénicas contaminadas com tecido de granulagéo. No primeiro grupo, obteve-
se 90% de aceitacdo dos enxertos, no segundo grupo, 78% e no terceiro grupo
68%. Através de avaliacOes clinicas, neste estudo, eles provaram que a cola de
fibrina auxilia da fixacdo dos enxertos cutaneos e que pode promover melhora na
cicatrizacgéo.

Piechotta e Fleming (1983) avaliaram duas cola de fibrina comerciais em
aplicacdes da rotina cirdrgica durante 1 ano e 2 meses, totalizando 304 pacientes.
Através de andlises clinicas observaram que o aspecto cosmético e o conforto do
paciente foram melhores com o uso da substancia.

Em 1991, Saltz et al. avaliaram o uso da cola de fibrina autdloga. Primeiro
realizaram um estudo na preparacdo da cola, através de estudo in vitro, analisando
a forca desta, através de concentracfes de fibrinogénio diferentes. Na segunda
etapa, avaliaram o uso desta técnica em enxertos cutaneos em ratos. Utilizaram 16

ratos, e realizaram dois enxertos cutaneos em cada animal, em um realizou-se
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sutura apenas, e no outro apenas a cola de fibrina. Os dois leitos doadores foram
utilizados para avaliagcdo, em um deles foi embebido com cola de fibrina e o outro
com curativo compressivo. Foram realizados analises diarias dos enxertos e analises
histologicas nos dias dois, sete e catorze pos enxertia. Na terceira fase do estudo,
0s autores realizaram a utilizagdo clinica da cola. Durante dois anos, 73 pacientes
receberam a cola durante enxertias cutaneas. Eles concluiram que quanto maior a
concentracdo de fibrinogénio, maior a forca adesiva da cola. Na avaliacédo
experimental, ndo se observou diferencas entre os grupos, e na utilizacdo clinica,
observou-se melhora na hemostasia, aderéncia rapida e firme. Quando comparada
aos enxertos tradicionais, os pacientes que foram beneficiados com o uso da cola de
fibrina tiverem hospitalizacdo mais curta, menor uso de curativos, mais rapida
utilizacdo da regido para atividades normais e resultados estéticos melhores.

Bucley et al. (1999) descreveram uma preparacao de cola de fibrina autdloga
para utilizacdo em enxertos cutaneos. A formacdo do coagulo de fibrina e a
aderéncia do enxerto eram notadas em 30 a 60 segundos, e nao foi necessario o
uso de suturas associadas. O estudo foi realizado em 50 pacientes durante um ano
gue apresentavam lesfes que necessitavam de enxertia, incluindo lesdes
traumaticas, queimaduras, Ulceras cronicas e outros. Os resultados indicaram que
45 pacientes tiveram mais de 95% de aceitacdo do enxerto, nenhum paciente obteve
menos que 90% de aceitacdo do enxerto. Os enxertos propiciaram um aspecto
cosmético melhor do que o esperado. Os autores concluiram que as propriedades
hemostéaticas da cola de fibrina autdloga diminuem a formacdo de seroma e
hematoma, o que ocorre comumente nos primeiros dias de troca de curativo, e &
uma forma simples, segura e rentavel para fixacdo de enxertos cutaneos que resulta
em cuidados poés-operatorios minimos, feridas mais limpas e satisfacdo dos
pacientes.

Luke Bold et al. (1996) realizaram um estudo para determinar se o uso da
cola de fibrina aut6loga apresenta algum impacto na drenagem de secrecdo pos-
operatoria em retalhos cutdneos em coelhos. Eles utilizaram 10 coelhos como
modelo experimental. Os animais eram preparados para cirurgia, e durante a
conduta pré-operatéria, preparavam a cola de fibrina autéloga. Retalhos sobre a
glandula parotida eram realizados, do lado direito e esquerdo, do lado direito era
colocado sobre o leito 3 ml de cada componente da cola de fibrina
concomitantemente, e do lado esquerdo solugcéo salina. Avaliaram a producéo de
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secrecdo, exsudacdo pos-operatodria diariamente durante 7 dias. Concluiram que a
exsudacao pos-operatoria foi estatisticamente menor nos animais do grupo da cola
de fibrina.

Em um estudo experimental, Schumacher et al (1996) avaliaram o uso de cola
de fibrina em enxertos cutidneos em cavalos. Utilizaram 5 cavalos, e realizaram
lesGes circulares de 4 cm de diametro nos metacarpos e metatarsos dos animais.
Trataram como ferida por segunda intencdo e apOs este periodo, realizaram
enxertos cutaneos sobre as lesdes. Em duas feridas os enxertos foram colocados
juntamente com cola de fibrina e cianocrilato, e em outras duas feridas, aderidos
apenas com cianocrilato. A cola de fibrina foi preparada com fibrinogénio e trombina
bovina comercialmente vendidos, e cloreto de célcio. Foram feitas trocas diarias de
curativos nos animais No décimo quarto dia de pés-operatério, as areas viaveis e
ndo viaveis do enxerto foram calculadas, e através de analise estatistica, ndo houve
diferenca entre os grupos.

De Moraes et al. (1998) avaliaram a eficicia da cola de fibrina autologa, em
cirurgias dermatoldgicas, especificamente em enxertos cutaneos e cicatrizacdo por
segunda intencao. Utilizaram 14 doentes com dois tumores cutaneos epiteliais
malignos, principalmente faciais e simétricos, para avaliacdo comparativa no mesmo
individuo. Eles foram divididos em dois grupos, enxerto e segunda intencéo, e o
tratamento das lesdes foi subdividido em: grupo A com enxerto e cola de fibrina,
grupo B com enxerto e sem cola de fibrina, grupo C com cicatrizagdo por segunda
intencao e cola de fibrina e grupo D com cicatrizagdo por segunda intencdo sem cola
de fibrina. Todas as lesdes foram avaliadas no primeiro, terceiro e sétimo dia de pos-
operatorio, sendo que no grupo C, também foi aplicado cola de fibrina nestes dias.
No grupo C e no grupo D foi realizada andlise histologica no sétimo dia. Os
resultados com a cola mostraram hemostasia e adesao imediata dos enxertos, com
reducado significativa do tempo cirurgico, e nas feridas abertas houve hemostasia
imediata e maior tecido de granulagao clinicamente avaliado, mas sem diferencas
histol6gicas, no 7° dia, entre os grupos. Concluiu-se que é recurso adjuvante na
cirurgia do cancer de pele.

Em 2000, O Grady et al. avaliaram o efeito da espessura da cola de fibrina e
da concentracao de fibrinogénio em enxertos cutaneos. Os estudos foram feitos com
10 porcos, divididos em 4 grupos: grupo controle, com apenas 1 animal, grupo
utilizando a cola CryoSeal® com 3 animais, grupo utilizando a cola Tissel® com
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concentracdo de 30mg/ml com 3 animais, grupo utilizando a cola Tissel® com
concentracdo de 60mg/ml utilizando 3 animais. Foram feitos enxertos de espessura
total na regido toracica lateral dos porcos, e em todos 0s grupos, exceto o controle,
no lado direito, utilizou-se de uma fina aplicagcdo da cola, e do lado esquerdo, uma
aplicacdo de uma camada grossa de cola. Foram feitas avaliacbes semanais
utilizando-se fotografia, avaliagdes clinicas e mensuracdo de areas de necrose,
avaliando a viabilidade do enxerto durante quatro semanas, e neste periodo
realizou-se avaliacdo histolégica. Os resultados demonstraram excelente
cicatrizacdo no grupo controle e nos grupos com aplicagcdes de finas camadas,
independente da concentracdo de fibrinogénio. As analises histolégicas revelaram
coagulos de fibrina residuais entre o enxerto e o leito receptor em todos animais
tratados com espessura grossa de cola de fibrina. As analises estatisticas
demonstraram que enxertos tratados com finas camadas de cola, obtiveram melhor
viabilidade que o grupo controle.

Em uma revisdo de literatura do uso de colas de fibrina em enxertos
cutaneos, Currie et al. (2001), concluiram que a cola de fibrina é extremamente util
em cirurgias plasticas, pelo seu efeito hemostatico, aumento na porcentagem da
aderéncia do enxerto, e que pode ter efeitos protetores contra infec¢cdes bacterianas.

Gosain et al. (2002), através de uma revisao de literatura sobre colas
cirdrgicas, concluiu que a cola de fibrina continua a ser a cola cirirgica mais versatil,
e demonstra ter potencial para futuras utilizacbes na adesédo de tecidos moles, e tem
demonstrado eficiéncia clinica na sobrevivéncia dos enxertos, diminuicdo do
sangramento, diminuicdo de seroma. Ainda existem inUmeras areas para
investigacdo do uso da cola de fibrina, incluindo reparo de nervos, potencial
angiogénico e cicatrizacdo, e possivel efeito antibacteriano. O gel de plaquetas, por
outro lado, é uma alternativa experimental a cola de fibrina.

Em um estudo avaliando os efeitos das colas de fibrina Tissel® e FloSeal®
Jorgensen et al. (2003) concluiram atraves de avaliacfes clinicas que o uso destes
produtos na revascularizacdo de retalhos fasciocutaneos ndo promoveu nenhum
efeito significativo. Eles realizaram a pesquisa com 56 ratos, os quais foram feitos
retalhos fasciocutaneos de 3 x 6cm, divididos em 3 grupos: grupo controle, grupo
tratado com FloSeal® e grupo tratado com Tissel®. Apds 7 dias, os animais foram
avaliados, mensurando coloragdo, temperatura, crescimento piloso e através de

calculo de porcentagem de viabilidade do pediculo.
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2.4 Plasma rico em plaquetas

De acordo com Marx (2001) o PRP é um volume de plasma aut6logo, que
contém uma concentracdo plaquetaria acima da encontrada no sangue circulante.

Os efeitos potenciais de extratos derivados das plaguetas na promocao do
crescimento celular foi demonstrado hd mais de 20 anos por Childs et al. (1982)
apud Anitua (2007).

Historicamente, a primeira aplicacéo clinica do PRP foi feita por Knighton et
al. (1988) apud Anitua (2007), em um estudo conduzido em Ulceras cronicas onde as
feridas foram preenchidas com colageno em PRP, que estimulou a formacao de
tecido conjuntivo vascularizado.

Existem controvérsias na literatura em relagdo aos beneficios deste
procedimento. De fato, apesar de muitos autores terem relatado melhoras
significativas na cicatrizacao tecidual e formacao 6ssea usando o PRP, outros néo
observaram este beneficio (MARX, 2001).

Variacbes em algumas propriedades chave do PRP incluindo concentracéo
plaquetéria, o tipo do ativador da coagulacédo, podem alterar a qualidade do PRP.
Devido a isto, ainda existem desafios que necessitam ser observados. Primeiro,
diferentes protocolos de uso e preparacdo podem alterar seus efeitos bioldgicos e
esses devem ser padronizados. Estudos bem desenhados e triagens clinicas sao
necessarias para avaliar o impacto do potencial terapéutico, evitando resultados
controversos (ANITUA, 2006).

Para ser considerado PRP, em humanos, este deve ter a concentragéo de 1
milhdo de plaquetas por 5 ml de volume, o processo deve ser feito de maneira que
nao ocorram danos as plaquetas e de forma estéril. O PRP pode ser usado em
enxertos 0sseos, superficie de tecidos moles, aplicado sobre o enxerto, e como
membrana bioldgica, entretanto a coagulacdo do PRP deve ser feita apenas no
momento do uso. O processo de coagulacdo ativa as plaquetas, o que comecga a
liberar os fatores de crescimento . Em 10 minutos eles secretam 70% dos fatores e
em uma hora 100% dos fatores. Apoés, eles sintetizam quantidades adicionais de FC
e em oito dias perdem sua acdo. Segundo o autor, a funcdo do PRP se da no inicio
da cicatrizacdo e hemostasia. A cicatrizacdo de tecidos moles e rapida epitelizacao
cutanea tem sido documentada. (MARX, 2001)
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A obtencdo do PRP via centrifugagéo tem sido muito simplificada, tanto que
pode ser realizada no consultorio quanto no centro cirargico. Entretanto o processo
deve ser realizado de maneira estéril e precisamente adequado na separacédo das
células vermelhas e das plaguetas, pois 0 manuseio incorreto durante o processo
pode resultar em lise plaquetéria, ou lesbées nas plaquetas que levam a néo ativar os
FC. Portanto, nem todos os protocolos de obtencédo de PRP séo iguais, alguns deles
nao obtendo plaquetas viaveis ativamente, e entdo, ndo aumentando a cura. Além
disso, existem esforgcos em pesquisas para obtencdo do PRP em modelos animais,
que sdo muito pequenos para obtencdo de volume sanguineo ideal. (MARX, 2001)

2.4.1 Fatores de crescimento das plaguetas

Os FC séao produzidos no leito da ferida e também de forma sistémica, a
distancia, onde podem ser inibidos ou estimulados dependendo da interagédo de
outros fatores celulares. Os fatores de crescimento encontrados na via sistémica,
como horménio de crescimento (GH), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator
de crescimento fibroblastico (FGF-1), fator de crescimento derivado das plaquetas
(PDGF), e o fator de crescimento transformador B (TGF-B) tem demonstrado boa
atividade no processo de cicatrizacdo de feridas, de acordo com Herndon et al.
(1993).

O PDGF chega ao local da lesdo por varias fontes, incluindo plaquetas
degranuladas, macréfagos ativados, e por células musculares lisas do endotélio. A
presenca do PDGF aumenta os fibroblastos e a infiltragéo celular inflamatoria, como
colageno e tecido de granulacdo (HERNDON, 1993).

O PDGF estimula mitose das células medulares que produzem fator de
crescimento transformador a TGF-a, a estimulacdo das células endoteliais inicia com
a angiogénese e macréfagos sdo atraidos para o local da leséo. Eles estimulam a
granulacao de tecido de formacéo, sintese de DNA, e € um potente agente mitégeno
de fibroblastos e osteoblastos, e também aumenta a sintese de prostaglandinas e
reabsorcdo Ossea. Os fatores de crescimento das plaquetas agem por

aproximadamente oito dias (MARX, 2001).
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Por ser uma concentragdo de plaquetas, também é uma concentracdo de
sete fatores de crescimento que sdo liberados pelas plaquetas para iniciar a
cicatrizacdo. Esses FC incluem 3 isdmeros dos fatores de crescimento derivados
das plaquetas (PDGF aa, PDGF BB, e PDGF af), dois dos numerosos fatores de
crescimento B ( TGF Bl e TGF B2), fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF), e fator crescimento epidérmico (EGF). Todos esses fatores tem sido
documentados como existentes nas plaguetas. Por ser uma concentracdo de
plaguetas suspensas em um pequeno volume de plasma, o PRP é mais que uma
simples concentracdo plaquetaria; também possui 3 proteinas sanguineas
conhecidas por atuar como moléculas de adeséo celular para osteoinducéo e matriz
0ssea, tecido conjuntivo e migracao epitelial. Essas moléculas de adesé&o celular séo
a fibrina em si, a fibronectina e a vitronectina (MARX, 2004). O coagulo presente no
PRP é formado por estas moléculas, mas o PRP, entretanto, contém apenas as
mesmas concentracbes dessas moléculas de adesao celular como um coagulo
sanguineo normal. Portanto, PRP n&o é uma cola de fibrina. (MARX, 2001)

O TGF-B é uma citocina multifuncional, que faz a regulacéo do crescimento e
diferenciacdo de muitos tipos de células. O TGF-B estimula a producdo de outros
fatores de crescimento e retarda a sintese de peroxidos de hidrogénio da ferida,
considerada uma das responsaveis pela destruicéo de fibroblastos. (LIND, 1998)

Dois fatores de crescimento semelhante a insulina (IGF) foram identificados
no PRP, o IGF-1 e o IGF-2. Este fator promove a neovasculariza¢ao atraves de sua
acao guimiotaxica potente, para osteoblastos e células endoteliais. O IGF-1 tem sido
documentado por ter efeitos mitogénicos em fibroblastos, ostedcitos e condrocitos.
Além disso, como cofator do PDGF, ele promove o crescimento epidérmico e
dérmico. (SMITH; ROUKIS, 2009)

O EGF estimula a resposta mitogénica com o aumento concomitante de DNA
e RNA em uma variedade de células epiteliais, hepatocitos e fibroblastos. E
amplamente distribuido nas secre¢des e nos liquidos teciduais como suor, saliva,
urina e conteudo intestinais. Nas cicatrizacfes de ferimentos de pele, o EGF é
produzido por queratinécitos, macrofagos e outras células inflamatérias que migram
para dentro da area. Promove ainda a migracao celular e o crescimento de outras
estruturas da pele que ndo possuem uma rapida proliferagcdo, como os foliculos

pilosos, glandulas sudoriparas e muasculos eretores. Os estudos tém demonstrado
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uma significante resposta do EGF no tratamento de areas doadoras de enxerto de
tecido mole e em feridas causadas por queimaduras (HERDON et al., 1993).

O papel de todos os FC envolvidos na regeneracdo tecidual € apenas
parcialmente elucidado, e os beneficios potenciais de muitos deles tem sido
demonstrados. Por exemplo, o PDGF é um mitégeno potente para células do tecido
conjuntivo, transformando em TGF- e estimulando celulas osteoprogenitoras, mas
também bloqueia em um estdgio mais tardio a diferenciacdo celular e a
mineralizacdo. O VGEF induz a proliferagcdo e migracdo endotelial celular, e isto
inicia a resposta angiogénica (ANITUA, 2007).

Os FC presentes no PRP, os quais aumentam e estimulam a deposicédo de
matriz extracelular sugere que esta produto seja mais eficiente que as colas de
fibrina comerciais, no sentido de aumentar a regeneracéo epidérmica e dérmica. Os
autores relataram que em seus estudos preliminares ndo publicados, observaram
que a acao das colas de fibrina comercial € menos efetiva quando comparadas ao
PRP na melhora da cicatrizacdo (ALTMEPPEN et al, 2004).

2.4.2 Usos clinicos e estudos experimentais do PRP

Whitman et al. (1997) descreveram um protocolo de obtencao de gel de PRP,
em substituicdo a cola de fibrina. Relatou que o PRP tem sido usado com aparente
sucesso clinico em uma variedade de aplicacbes na rotina cirdrgica, associados a
procedimentos de ablacdo da regido maxilo facial, reconstrugcbes mandibulares,
fissura alveolar, fistulas oronasais, e em implantes osteointegrados. As vantagens
do PRP sobre os outros adesivos bioldgicos, € que eles sdo seguros e teoricamente
melhoram a cicatrizacdo tecidual. A presenca das plaquetas leva citocinas e fatores
de crescimento no foco cirargico de uma maneira que ndo ocorre com a cola de
fibrina. O gel de plaquetas difere da cola de fibrina pela presenca de uma alta
concentracéo de plaquetas e baixa concentracéo de fibrinogénio.

Anitua (1999) descreveu o protocolo de obtencdo do gel de PRP em
humanos. A pesquisa foi realizada com a aplicacdo do gel em pacientes que
realizaram retalhos gengivais associados a enxertos ésseos ou ndo. Em 5 pacientes

ele realizou o retalho gengival associado ao PRP, e em 5 pacientes da mesma forma
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associando ao enxerto 6sseo. Em todos os pacientes foram feitas intervencdes
semelhantes, mas sem PRP, e usadas como grupo controle. Foram realizadas
bidpsias entre a décima e a décima sexta semana de pds-operatorio. Através de
analises clinicas e histologicas, concluiu que o PRP promoveu melhora na
cicatrizacdo em todos 0s pacientes da pesquisa, quando comparados com o
controle.

Os resultados de Henderson et al. (2003) demonstraram que o PRP
intensificou o tecido de granulacdo em suinos. O estudo avaliou o uso do gel de
PRP em feridas causadas por queimaduras. Eles utilizaram 5 suinos, promoveram
22 feridas em cada um deles, sendo 11 tratadas com gel de PRP, e 11 como
controle. Realizaram avaliacbes clinicas e histolégicas aos dias 2, 4, 7 e 17. Os
resultados obtidos demonstraram que o gel de PRP néao acelerou o processo de
reepitelizacdo, mas por outro lado, induziu a uma resposta inflamatéria intensa e
mais recente, promovendo um espessamento do tecido de granulacdo, quando
comparado com o grupo controle. Ressaltou também que a alta vascularizacdo do
leito do tecido de granulagdo é interessante como preparo para enxertos cutaneos,
pois possui um suporte vascular melhor e pode promover a aderéncia do enxerto
com mais sucesso.

Mazzuco et al. (2004) publicaram um estudo piloto onde concluiram que a
utilizacado do gel de PRP promove aceleragdo da cicatrizacdo em feridas cronicas.
Foram utilizados 2 grupos, no grupo 1, foram selecionados 22 pacientes que
apresentavam deiscéncia de sutura e nédo cicatrizacdo, em 10 pacientes, o gel de
PRP foi colocado sobre a ferida e coberto com vaselina e gase, e trocados a cada
48-72 horas, até a completa cicatrizacdo, em 12 pacientes, foi realizado o tratamento
convencional de limpeza de ferida. No grupo 2 foram selecionados 31 pacientes
com Ulceras necroticas severas, que necessitavam de cirurgia reconstrutiva. Em 17
deles, foi realizado a aplicacdo do gel de PRP da mesma forma citada acima, e em
14, o tratamento convencional de limpeza de ferida. Os resultados obtidos foram
que no grupo 1, a cicatrizagdo completa realizou-se em média nha metade do tempo
esperado, e no grupo 2, o tempo requerido para cirurgia foi significativamente
menor.

Altmeppen et al. (2004) realizaram um estudo avaliando as caracteristicas e a
composicdo do PRP, transformando o PRP em cola, e comparando com colas de
fibrina comerciais. Utilizaram 25 voluntérios para coleta de sangue e preparacdo do
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PRP. Adicionaram ao PRP trombina bovina e cloreto de calcio a 10% para formar a
cola autologa. Avaliaram a forca de adesao da cola, com o aumento das plaquetas,
ela diminuia, entretanto, o PRP n&o tem funcdo como cola, e sim como um fator
para melhorar a cicatrizacdo. Neste estudo foi demonstrado que a forca de adesao
diminuia conforme aumentava a concentracdo de plaquetas, o que pode explicar
gue uma alta concentracdo de plaquetas pode bloquear a formacdo da rede de
fibrina, entretanto, a alta concentracdo de plaquetas, poderia melhorar a
cicatrizacéo, devido a liberacdo de fatores de crescimento.

Avaliacdo de Ulceras cutaneas cronicas tratadas com PRP foi realizada por
Crovetti et al., (2004). Foram selecionados 24 pacientes com Ulceras cronicas, com
diferentes etiologias. Colheram sangue autdlogo ou homadlogo respeitando os testes
de compatibilidade, e fizeram as preparacdes do gel de PRP. O gel de plaquetas era
colocado sobre as lesbes semanalmente, e cobertos com curativos oclusivos, o qual
era trocado com 72 horas. A avaliacdo das lesGes eram realizadas com os seguintes
critérios: reducdo da area da leséo, formacao do tecido de granulacdo, auséncia ou
regressdo do processo infeccioso. Analisaram o numero de aplicacfes, o tempo de
cicatrizacéo, e a resposta ao gel. Os autores chegaram a concluséo, em um ano de
estudo, que o gel rico em plaquetas promoveu a melhora e promoveu beneficios no
tratamento de feridas cutaneas cronicas.

Em um modelo experimental, Scalfani et al. (2005) avaliaram a acdo do PRP
em cicatrizacao cutanea em coelhos. Foram feitas 4 incisdes na regido paramediana
dorsal direita e esquerda de cada animal (aproximadamente 3 a 4 cm de distancia
da regido mediana dorsal). Foram feitos implantes com materiais a base de matriz
dérmica acelular nas incisdes do lado esquerdo, e do lado direito com implantes de
polietileno. No grupo 1 foi realizado a colocagdo juntamente com o implante |,
solucéo fisiolégica, que serviu como grupo controle. No grupo 2, foram feitas
imersbes ao implante de plasma pobre em plaquetas por duas vezes antes da
colocacédo destes. No grupo 3, adicionou-se a colocacdo dos implantes ja hidratado
com o plasma pobre em plaquetas, e ap6s a implantacdo do biomaterial,
aproximadamente 0,8 ml do gel de PRP foi colocado no local, e ap0s dez segundos,
suturados. No grupo 4, foi colhido trés a quatro ml de sangue autélogo sem
anticoagulante, e colocado em um recipiente estéril para formacado do coagulo, os
implantes foram colocados no coagulo e deixados por trés minutos, e apds este
tempo, implantados no local das incisdes. Foram feitas andlises histopatolégicas
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com coloracdo HE em grupos de 2 animais nos dias: 2, 7, 14 e 21 dias de pés
operatorio, e observado quantitativamente e qualitativamente células inflamatorias e
fibrose. Eles concluiram que o gel rico em plaquetas, acelera significativamente a
cicatrizagdo. No 14° dia, o grau e a qualidade da ferida foi equivalente entre os
grupos, o que sugere que o gel rico em plaquetas serd util em situagbes que a
aceleracéo e o reforco na cicatrizacao inicial é desejado.

Em um estudo realizado por Vendramin et al. (2006), conseguiram
estabelecer um método de obtencdo de PRP eficiente e com custo reduzido. Os
autores relataram que no Brasil, dispomos de kits importados para obtencdo do PRP
pelo sistema automatizado, porém os custos ficam em torno de R$ 2.300,00. Em seu
protocolo, eles realizaram 30 testes através de centrifugacdo de sangue e 0s
resultados obtidos foram de uma concentracdo plaquetéria em média pelo menos
quatro vezes superior ao da amostra de sangue, com um custo dez vezes menor e
em um ambiente mais simples. Ao testar em enxertos cutaneos, observou-se melhor
integracdo dos mesmos, com melhor resultado no final da cirurgia.

Wilson et al. (2006) em um estudo experimental, utilizou 45 coelhos, divididos
em 3 grupos de 15 animais. Em cada animal, promoveu uma falha 6ssea de 2 cm no
radio, sendo que no grupo 1 ndo houve preenchimento da falha, no grupo 2 foi
preenchido com o gel de PRP, e no grupo 3, preenchido com material inerte. Foram
realizadas radiografias, cintilografias e analises histopatolégicas de cada animal,
sendo que cada grupo se subdividiu entre 4, oito e doze semanas, para realizacéo
das andlises. Observou-se que no grupo tratado com PRP, a falha 0ssea cicatrizou
mais rapidamente e a fase de remodelamento também se adiantou, dados
confirmados pela cintilografia e histopatologia. Segundo o autor, os PDGFs séao
muito instaveis , e ndo duram tempo suficiente em estado livre na corrente
sanguinea, dessa forma, o PRP teoricamente é um veiculo adequado para aumentar
sua concentracdo nos tecidos lesados. A liberacdo lenta dos PDGF pelas plaquetas
promoveria concentracao suficiente para desencadear a estimulagéo do crescimento
tissular.

Gimeno et al. (2006), propds uma pesquisa para obter uma solugdo de PRP
ideal para promover adesao tecidual, e testar a efetividade de seus compostos em
enxertos corneanos lamelares. O estudo foi conduzido em duas fases: in vitro,
avaliando o melhor método de obtencdo de PRP em coelhos, e in vivo, avaliando a

adesividade e efetividade do PRP nos enxertos. Na fase da analise in vitro, colheram
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8,7 ml de sangue total, e através de centrifugacédo, colheram a fracdo do PRP, a qual
foi colocada em frascos contendo cloreto de calcio a 5, 10, 25 e 50%, e observados
por 2 horas, até a formacéo da coagulacédo. Na fase do estudo in vivo, utilizando 12
coelhos, realizaram ceratectomia e colocaram o fragmento corneano emebebido na
solugéo do plasma pobre em plaguetas por trés minutos, a 4C. Neste meio tempo, 0
PRP era ativado a 5%, e colocado sobre superficie do estroma, e 0 enxerto
reposicionado sobre o leito. Apds 30 minutos, observou-se a formacéo de aderéncia.
No grupo controle foi realizado o0 mesmo procedimento, sem o uso do PRP. Foram
feitas avaliacbes didrias na primeira semana, e ap0s semanalmente, e analises
histoldgicas foram realizadas aos 2, 7, 30 e 90 dias de pds operatorio. Os resultados
demonstram que a concentracdo com cloreto de célcio a 5% foi a que apresentou
coagulacdo mais rapida, e com boa adesividade, as alteragBes histologicas
observadas néo tiveram diferengas entres elas.

Chandra et al. (2007) concluiram que o PRP influencia a cicatrizacao tecidual
em coelhos. Analisaram o uso do gel de plaguetas em retalhos cutaneos. Eles
realizaram um estudo experimental com 12 coelhos, foram realizados dois retalhos
cutdneos na regido toracica de cada animal, em uma lateral colocou-se o 2ml de
PRP e sutura e o outro lado serviu como controle somente com sutura. Todos 0s
animais passaram por biopsias cutaneas nas semanas: 1, 2 e 3 e foram corados
com HE, e realizadas as leituras com o0 objetivo de graduar a resposta inflamatoria
através de score, a qualidade da inflamacéo e grau de fibrose. Os resultados obtidos
demonstraram que a resposta inflamatoria nos locais tratados com PRP foi maior, na
analise da qualidade da inflamacgéo, observou-se eosinofilia tecidual na lesdo tratada
na semana 2, nenhuma diferenca foi observada em relagéo a fibrose subepitelial
entre as duas lesdes no periodo analisado.

Rezende et al. (2007), relataram o uso de concentrado de plaquetas em um
caso de Ulcera trofica corneana nao responsiva aos tratamentos convencionais. O
paciente recebeu o plasma rico em plaquetas, seis vezes ao dia. Ao 17° dia o
paciente apresentou completa epitelizacdo. Conclui-se que o concentrado de
plaguetas € uma das mais ricas fontes de fatores de crescimento essenciais,
causando reducdo do sangramento, da inflamacao, da escarificacdo, do tempo de
cicatrizacdo, assim acelerando o fechamento das ulceras.

Um estudo in vitro realizado por Ferraz et al. (2007) avaliou-se a

concentracéo do plasma rico em plaguetas em cées, em trés diferentes velocidades
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de centrifugacdo. Utilizaram na pesquisa 15 caes e realizaram a coleta de 40 ml de
cada animal, e separou em 4 frascos de 10 ml. Primeiramente, todas as amostras
foram centrifugados a 800 rpm (rotacbes por minuto) por 10 minutos, depois o
plasma separado dos glébulos vermelhos. Uma amostra foi separada como controle,
e as outras foram centrifugadas novamente a 1300, 1600 e 3200 rpm, todos por 10
minutos, formando 3 grupos. Depois da segunda centrifugagcédo, 80% do plasma foi
removido e o restante misturado com as plaquetas, formando o PRP. Foram
realizadas as contagens plaquetdrias com oxalato de amobnio. Os resultados
demonstraram que o aumento da concentracdo plaquetaria em cada técnica foi:
1300 rpm-183%, 1600 rpm- 210% a e a 3200 rpm- 222%, mas nesta centrifugacao
ocorreu alteracdo morfoldgica das plaquetas por causar danos a esta.

Em um estudo experimental, Barbosa et al 2008, utilizou o gel de PRP em
fraturas em cées. Foram utilizados 3 céaes, nos quais foram criadas duas falhas
mediais no terco proximal de cada tibia. Assim, a falha 1 ndo foi preenchida,
constituindo o controle, a falha 2 foi preenchida com 3mg de enxerto 6sseo autdégeno
da crista da tibia, a falha 3 com gel de PRP a e falha niumero 4 com a associacdo do
gel de PRP e 3mg de enxerto 0sseo autdgeno. Através de andlises radiogréficas,
concluiu-se que o grupo do PRP associado ao enxerto e o grupo do PRP isolado,
apresentaram precocidade e uniformidade de radiopacidade.

A utilizacdo do PRP em enteroanastomoses experimentais foi relatada por
Fresno et al. (2009). Os autores utilizaram 35 porcos 0s quais passaram por duas
enterectomias seguidas de enteroanastomoses de jejuno, em uma porcdo foi
realizada sutura, e em outra por¢ao sutura e gel de PRP. O animais foram divididos
em 5 grupos e as analises histoldgicas realizadas foram feitas em 24, 48, 72, 96
horas e 7 dias. Os resultados demonstraram que o tecido de granulacdo e a fibrose
foi mais abundante no grupo do PRP, mas néo pareceu ser mais resistente a
ruptura. Os autores concluiram que o aparente aumento no tecido de granulacao
nos grupos do PRP pode levar a um maior tecido fibroso e proporcionar melhor forca
da ferida.

Segundo Pallua et al. (2009), através de uma revisao de literatura do uso do
PRP em gqueimaduras, concluiram que o uso do PRP pode promover algum grau de
melhora em lesBes agudas e cronicas. Em queimaduras, o PRP podera, por
estimulacdo da regeneracdo dérmica, aumentar a taxa de aderéncia em enxertos

cutaneos e reepitelizagéo.
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Em um estudo em cicatrizacdo de feridas em equinos, DeRossi et al. (2009),
concluiram que o uso do PRP em feridas experimentais nestes animais, acelera em
quatro vezes a reparacao tecidual em relacdo ao controle. Foram utilizados seis
equinos, cada um sendo submetido a duas feridas, uma tratada com PRP e outra
como controle. Em trés animais foram realizadas biépsias no dia 5 e 30 de pos
operatorio, e em trés animais nos dia 15 e 45 de pods operatério, e as coletas
avaliadas com coloracdo HE e tricomio de masson.

Kazakos et al. (2009) avaliaram a eficacia do gel rico em plaguetas, em
lesbes agudas traumaticas. Selecionaram 59 pacientes com lesdes traumaticas, 0s
quais foram divididos em dois grupos, A e B. No grupo A, os pacientes foram
tratados de modo convencional, com curativos oclusivos e limpeza. No grupo B, 0s
pacientes foram tratados com aplicacdes semanais topicas do gel de plaquetas. Eles
avaliaram a superficie da ferida mensurando por cm2 semanalmente, e estimaram a
dor através da escala analdgica visual. Concluiram que o uso do gel rico em
plaguetas acelerou a cicatrizacdo e os paciente tratados com este apresentaram um
menor sinal de dor. Em seu estudo concluiram que o gel de plaquetas nao é efetivo
apenas em lesdes cronicas e de dificil cicatrizacdo, como também em lesGes agudas
traumaticas. O PRP proporciona uma alternativa de custo reduzido em relacdo a

outras ja previamente descritas, sendo segura para o paciente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar o plasma rico em plaquetas (PRP) e da cola de fibrina (Tissucol®)

em enxertos cutdneos em malha com espessura completa em cées.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a acdo da cola de fibrina clinicamente e histologicamente em enxertos
cutaneos em malha com espessura total em caes.

Avaliar a acao do plasma rico em plaquetas clinicamente e histologicamente
em enxertos cutaneos em malha, com espessura total em céaes.

Comparar a cola de fibrina e o plasma rico em plaquetas clinicamente e

histologicamente em enxertos cutaneos em malha com espessura total em céaes.
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4 MATERIAL E METODO

Foram utilizados 18 animais da espécie canina, 8 machos e 10 fémeas, sem
raca definida (SRD), com peso entre 7,8 e 13,5 kg. Os animais eram provenientes
do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), de Dourados-MS. Os animais quando
recebidos, foram submetidos a um exame fisico geral, hemograma completo com
contagem plaquetéaria, sorologia para leishmaniose, vermifugacdo (Centagro Vet®,
Brasil), vacinacao anti-rabica e octupla canina (Fort Dodge®, EUA).

Durante o experimento, os animais foram mantidos em canis individuais, com
agua e racao prépria para cédes (Pedigree®, Brasil) ad libitum, permaneceram por 20
dias em observacéo antes de iniciar os procedimentos experimentais.

Os animais foram mantidos no canil do Hospital Veterinario Anhanguera de
Dourados, e todos os procedimentos da pesquisa foram realizados nesta instituicao.
Ap0s o término da pesquisa, todos os animais foram castrados e doados.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFMS, n° 198/2008 em reuniao realizada dia 24 de novembro
de 2008. 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. Os animais foram distribuidos de forma
aleatéria, em dois grupos de 9 animais. Grupo CF (cola de fibrina) e Grupo PRP
(plasma rico em plaquetas). Cada grupo foi novamente subdividido aleatoriamente
em trés subgrupos de acordo com a data de biépsia ( 3, 7 e 14 dias), com trés

animais em cada subgrupo, conforme figura 2.
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Figura 2- Organograma demonstrando a divisdo dos grupos

4.1 Protocolo anestésico

Os animais foram pesados em balangas e apés calculado a medicagéo pré
anestésica com acepromazina (Univet®, Brasil) na dose de 0,05 mg/kg e morfina
(Cristalia®, Brasil) na dose de 0,5 mg/kg. Apds 15 minutos, era realizado a tricotomia
da regido do antebraco esquerdo e direito, e da regido toracica lateral direita e
esquerda. Apds a tricotomia, os animais foram levados ao centro cirdrgico, e
realizado a inducdo anestésica com tiopental (Cristalia®, Brasil) na dose de 12,5
mg/kg, e realizado a intubacao orotraqueal e manutencdo com halotano (Cristalia®,
Brasil), conforme figura 3.
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Figura 3. Animal em plano anestésico antes do inicio da cirurgia.

4.2 Técnica de obtencéo do plasma rico em plaquetas

Para obtencdo do PRP, utilizou-se da técnica adaptada de Vendramin et al.
(2006). Os materiais utilizados para preparacdo foram todos esterilizados em auto-
clave (Sercon®, Brasil). Foram coletados 20 ml de sangue pela veia jugular, em
cada cdo, antes da realizacdo da medicacdo pré-anestésica. Foram utilizadas
seringas de 20 mi(Injex®,Brasil) com agulhas de calibre 25x8 (Nipro®, Brasil), e
apos a coleta, divididos em 10 ml em tubos falcon de prolipropileno de 15 ml (Alfa®,
Brasil), adicionados com 8 gotas de citrato de sodio a 10%. (Figura 4) Enquanto a
técnica de preparo do PRP era realizada, os animais eram preparados para 0
procedimento cirdrgico.

Figura 4 - Tubos de polipropileno contendo sangue total para preparo do PRP.
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Os tubos foram centrifugados a 300g por 10 minutos em temperatura
ambiente. Foram removidos 500 ul do plasma, da parte superior de cada tubo e
transferido para outro tubo Falcon, marcado como tubo A, que era destinado para a
obtencédo da trombina autégena. (Figura 5)

Figura 5- A: tubos Falcon contendo sangue total. B: Separagéo do plasma.

No tubo A foram adicionados 300 pl de gluconato de calcio a 10%, agitado e
incubado em “banho-maria” a 37C por 15 minutos. Durante este tempo, foram
pipetados o restante do plasma e a zona de névoa que foram acondicionados em

outro tubo Falcon (Tubo B) e deixado em temperatura ambiente. (Figura 6)

Figura 6 - A: Coleta da zona de névoa. B: Seta mostrando a zona de névoa.
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Os tubos A (ap6s o banho-maria) e B foram submetidos & nova centrifugacgéo,
gue resultou na separacao de um liquido rico em trombina no tubo A e na
sedimentacao das plaquetas e uma pequena quantidade de hemacias no fundo do
tubo B. Foi retirada a porgéo superior do plasma no tubo B, até a reducao de 50% do
volume total do plasma neste tubo, o qual foi agitado para dispersar as plaquetas no
plasma restante, obtendo-se assim o PRP. (Figura 7)

Figura 7- A: tubo B antes da homogeinizacdo. B: apds a homogeinizacado contendo
a concentracao plaquetaria.

Foi adicionado a trombina obtida no tubo A ao tubo B na proporcéo 2:1 (2 ml
de PRP para 1 ml de trombina). (Figura 8)

Figura 8- Momento da homogeneizacao do contetdo dos tubos.
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Ap6s a homogeneizacdo, o PRP foi colocado em um recipiente de
polipropileno, com trés cm de diametro, e deixado em repouso em temperatura
ambiente, até a formacédo do gel do mesmo. (Figura 9)

Figura 9- Aspecto final do gel de PRP.

4.3 Técnica de preparacao da cola de fibrina (Tissu  col®)

4.3.1 Preparacao da solucao de fibrinogénio (primeiro componente):

Os frascos contendo o fibrinogénio e solucédo de aprotinina foram aquecidos
por dez minutos, a 37C em banho-maria. ApGs este periodo, a solugcdo de
aprotinina era transferida para o frasco contendo o fibrinogénio, e apoés
homogeneizacdo foram mantidos em banho-maria até o momento da utilizacéo.
(Figura 10)
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Figura 10- Frascos contendo a solucao de fibrinogénio e aprotinina.

4.3.2 Preparacao da solucdo de trombina (sequndo componente):

A trombina de 500 Ul foi dissolvida com solu¢do de cloreto de célcio para
formar a solucdo de trombina. ApoOs agitados suavemente, eram mantidos em

banho-maria a 37<C até o momento da utilizac&o. (Figura 11)

Figura 11- Frascos contendo a solucédo de trombina 500 Ul e cloreto de calcio.

4.3.3 Método de administracao
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A aplicacdo da cola de fibrina foi realizada utilizando o dispositivo duploject.
As seringas foram preenchidas cada uma com seu conteudo (fibrinogénio e

trombina) e acopladas no dispositivo no momento do uso. (Figura 12)

Figura 12- Tissucol® em dispositivo duploject pronta para o uso.

4.4 Técnica Cirargica

Apés a anti-sepsia com alcool 70% e iodo povidine tépico (Rioquimica®,

Brasil) foram colocados campos operatérios para delimitar a regido cirdrgica. (Figura
13)

il

Figura 13- Preparo da area receptora.



59

Inicialmente, foi realizada uma incisdo na regido do antebrago esquerdo, em
forma de quadrado, medindo 3x3 cm, no tecido cutaneo, aprofundando para o
subcutédneo e preservando a fascia muscular. Utilizou-se de um molde de papel

pardo previamente autoclavado. (Figura 14)

Figura 14 — Inicio da incisdo da area receptora.

A hemostasia foi realizada com pincas hemostaticas Halsted ou com
compressdo. Apdés o controle do sangramento, a regido foi coberta com uma
compressa, enquanto se realizava a coleta da regido doadora do enxerto. (Figura
15)

Figural5- A: Divulsdo da area receptora. B: Hemostasia da area receptora.
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Utilizando um molde semelhante, foi colhido na regido toracica lateral
esquerda o fragmento doador. A escolha da regido toracica lateral como regido
doadora, foi escolhida, pois segundo Swaim (1993), critérios a serem avaliados na
escolha da regido doadora sdo cor e comprimento dos pélos e também a
capacidade de suturar o sitio doador ap0s a coleta do enxerto, e como a regido do
térax e pescoco possuem pele abundante, podem-se coletar enxertos grandes a
partir dessas areas, e a sutura sem tensdo do sitio doador é possivel, sendo que a
regido mais utilizada como local doador ideal é area toracica cranial lateral, pois
pode ser ocluida com relativa facilidade apos a remocao do enxerto.

Apos a coleta, foi removido o tecido adiposo subcutaneo, com auxilio de uma
tesoura de Metzembaum e bisturi, e com o bisturi, e efetuadas de oito a dez incisdes
sequenciais, de 0,5 cm cada, para formar a malha. A regido doadora foi suturada
com a técnica de H-I plastia, conforme Hedlund, 1997. (Figura 16).

Figura 16 — A: Incisdo sobre o local doador. B: Retirada do tecido subcutdaneo com
tesoura. C: Retirada do tecido subcutdaneo com lamina de bisturi 24. D: enxerto
preparado para colocacéo sobre o leito receptor.

No grupo 1, no membro esquerdo foi colocado entre o leito receptor e o enxerto,
oito gotas da cola de fibrina Tissucol®, conforme trabalho de Rahal et al (2004) e

mantido o enxerto ao leito por 1 minuto sem movimentacao, e pos este momento, 0
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enxerto foi suturado a pele periférica do leito receptor, com o emprego de pontos
isolados simples, com fio de néilon 3-0. (Figura 17)

Figura 17- A: Aplicacdo da cola de fibrina no transoperatério. B: Tempo de espera
da aderéncia da cola de fibrina ao enxerto. C: Aspecto final pos enxertia.

O mesmo procedimento foi realizado no membro direito, que foi utilizado
como o membro controle, apenas com enxertia, sem biomaterial.

No grupo 2, foi realizada a mesma técnica cirdrgica descrita acima, mas no
momento em que seria utilizado a cola de fibrina, foi colocado sobre o leito receptor
o plasma rico em plaquetas, na enxertia do membro esquerdo, e utilizando o

membro direito como grupo controle. (Figura 18)

Figural8- A: leito receptor preparado. B: PRP pronto para a colocagdo no leito
receptor. C: Aspecto final pds enxertia.
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4.5 Pds-operatério

O pos operatorio foi realizado com cefalexina (Ourofino®, Brasil) 30 mg/kg a
cada 12 horas por dez dias, tramadol (Hipolabor®, Brasil) 2 mg/kg a cada 8 horas
por quatro dias. Os enxertos foram protegidos com uma camada fina pomada de
neomicina e bacitracina (EMS®, Brasil), superposta por gaze de rayon (Polar
Medical®, Brasil) e gaze comum (Clean®, Brasil), uma camada de atadura de
crepom (Cremer®, Brasil), uma camada de algodéao ortopédico (Neve®, Brasil), uma
camada de atadura de crepom e esparadrapo (Missner®, Brasil). (Figura 19). A troca
de bandagens foi realizada a cada 48 horas até o sétimo dia de pds-operatoério e,
posteriormente, a cada 72 horas. Para a remog¢édo da bandagem, as gazes eram
umedecidas abundantemente com solucéo fisioldgica estéril.

Os cuidados poés-operatérios realizados foram baseados segundo Pope
(1996) que descreveu apos a realizacdo da enxertia deve-se recobrir com materiais
nao aderentes, mas que sejam absorventes, utilizando-se também de pomadas

antimicrobianas, e em seguidas ataduras acolchoadas que promovam pressao

moderada sobre o enxerto.

Figura 19- Aspecto final do curativo do membro.

4.6 Métodos de avaliagédo

4.6.1 Avaliacao clinica
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As avaliacOes clinicas dos enxertos foram realizadas utilizando uma matriz de
andlise (Tabela 1). As avaliacdes foram feitas nos dia: 2, 4, 6, 8, 11 e 14 dias de
pés-operatorio. Atraveés da matriz de analise, eram realizadas anotacdes de eventos

tais como exsudacédo, coloracdo, edema e aspecto cosmético; As avaliacbes eram

realizadas sempre pelo mesmo observador, o qual ndo sabia sobre a diferenca entre

0S grupos.

Tabela 1. Matriz de analise para classificacdes clinicas diarias do enxerto em malha.

(Adaptada de Paim et al., 2002)

ANALISE CLINICA DO ENXERTO EM MALHA

Nome/namero animal:

Data do enxerto:

Data da bidpsia:

Analises

Direito

Esquerdo

Exsudato

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

Muito exsudato (3)

Coloracgéao
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)
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Outras obs.

4.6.2 Avaliacao histoldgica

Para a avaliacdo microscépica, um fragmento do enxerto e o leito receptor
foram colhidos em trés animais aos trés, sete e catorze dias de pés-operatorio. As
laminas serdo coradas pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE). Para a coleta,
protocolo anestésico semelhante ao descrito era realizado

Figura 20- Seta demonstrando o local da coleta da bidpsia do enxerto cutaneo.

As laminas obtidas apds coloragcdo foram avaliadas por um mesmo
examinador através sem que 0 mesmo soubesse qual lamina pertencia a
determinado grupo. A analise histolédgica foi realizada através de microscopio éptico
convencional.

Nos animais cuja a bidpsia foi realizada aos trés dias, foi utilizada a tabela 2.
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Tabela 2. Classificagéo e atribuicdo de indices aos achados histolégicos no terceiro
dia.

Achados HE Ausente Presente Presente
moderado acentuado

Autolise de O 1 2

epitélio

Autolise de O 1 2

anexos

Autolise de O 1 2

subcutaneo

HE: hematoxilina-eosina

A intensidade dos achados histologicos foi avaliada utilizando os seguintes
critérios:

Autolise de epitélio: ausente quando ndo se observava qualquer sinal de
necrose epitelial na lamina; presente moderado quando havia necrose epitelial
parcial com presenca de alguns queratindcitos viaveis e presente acentuado quando
havia necrose epitelial total.

Autolise de anexos: ausente quando ndo se observava qualquer sinal de
necrose dérmica na lamina; presente moderado quando parte dos anexos cutaneos
e do tecido conjuntivo estavam necrosados e presente acentuado quando havia
necrose total de anexos cutaneos e do tecido conjuntivo.

Autolise de subcutaneo: ausente quando nao se observava qualquer sinal de
necrose no campo; presente moderado quando havia necrose parcial de tecido
adiposo subcutaneo e presente acentuado quando havia necrose total do tecido
adiposo subcutaneo.

Nos animais em que a biopsia foi realizada aos sete e catorze dias, a tabela

de analise 3 foi utilizada para avaliacoes.
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Tabela 3. Classificagéo e atribuicdo de indices aos achados histol6gicos no sétimo e

décimo quarto dia.

Achados HE Ausente Discreto Moderado Acentuado
Fibroblasto 0 1 2 3
Colageno 0 1 2 3
Inflamacgéo aguda 0 1 2 3
Integracao-aderéncia nao Sim - -

microscopica

Tecido de granulacao ausente presente - -

HE: hematoxilina-eosina

A intensidade dos achados histologicos foi avaliada utilizando os seguintes
critérios, baseados nos trabalhos de Chandra et al. (2007), Hochman et al. (2003),
Rahal et al. (2004) e DeRossi et al. (2009).

Fibroblastos: classificado como ausente, quando ndo se evidenciava
proliferacdo de fibroblastos; discreto quando se observava proliferacéo discreta de
fibroblastos; presenca moderada quando se observava moderada proliferacdo de
fibroblastos, e acentuada quando se observava intensa proliferacao de fibroblastos.

Colageno: classificou-se como ausente, quando nado se visualizava fibras
colagenas depositadas; discreto quando a deposicao de fibras colagenas estava em
pouca quantidade, moderada quando a deposicao de fibras colagenas estava em
moderada quantidade e acentuado quando a deposicdo de fibras colagenas era
constituida por fibras espessas formando feixes de fibrose.

Inflamacdo aguda: foram classificadas como ausentes, quando nao se
observava qualquer infiltrado inflamatorio na lamina; discreto quando se observava
neutréfilos e/ou eosindfilos esparsos, com poucas areas sem infiltrado inflamatério,
moderado quando se observava neutrofilos e/ou eosinofilos esparsos, com areas
sem infiltrado inflamatoério, e acentuada quando células inflamatérias apareciam em
grande quantidade, formando agregados inflamatarios.

Integracdo-aderéncia microscopica: avaliado como presente ou ausente,

avaliando se havia aderéncia entre o leito receptor e o enxerto.
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Tecido de granulacado: classificado como presente ou ausente quando se
observava o tecido de granulacdo ou ndo, caracterizado por proliferacdo de

capilares e fibroblastos jovens.

4.7 Analise Estatistica

Para comparacao entre os grupos (cola de fibrina e plasma rico em plaquetas),
nos membros controle e tratado, foram efetuados os seguintes testes: Mann Whitney
(amostras independentes), Wilcoxon (amostras relacionadas), o de Fisher (amostras
independentes, classificadas em duas categorias) e estatistica descritiva. Foi
utilizado o programa Bio Estat versdo 5.0, e o nivel de significancia adotado foi de
5%.
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5 RESULTADOS

Todas as cirurgias transcorreram sem complicacdes, sem taxa de Obitos.
Todos os animais recuperaram-se estavelmente da anestesia. As avalia¢des clinicas
diarias demonstraram que 0s animais apresentavam manutencdo do estado geral,

dispostos para alimentacdo e movimentacao.

5.1 Avaliacdes clinicas

5.1.1 Avaliacdes no segundo dia

As avaliagbes clinicas ao segundo dia, ndo demonstraram diferencas
significativas entre os grupos CF e PRP (P>0,05), conforme a tabela 4.

Tabela 4. Andlise estatistica dos escores da avaliacao clinica de enxertos cutaneos
em cées no segundo dia. Comparagédo entre o grupo cola de fibrina (CF) e do
plasma rico em plaguetas (PRP).

. Aspecto
. Exsudato Coloracao Edema _
Grupo | Dia Cosmeético
X DP | Med | X DP |Med | X DP | Med | X | DP Med
CF ) 29| 03| 30|04 05| 00|12 08| 10| 10/00| 1,0
PRP 30| 00| 30(01| 03| 0,0/|0,8 04| 10| 10/00| 1,0
p 0,691 0,233 0,216 1,000

Nota: X = média; DP = desvio padrdo; Med = mediana. Se p < 0,05 — diferenga estatisticamente significativa.

Teste Mann Whitney.

Entretanto, ocorreram diferengas significativas (P<0,05) entre o membro

controle e membro tratado no grupo CF, e entre o membro controle e o membro
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tratado do grupo PRP, na avaliagcdo de edema, demonstrado escore maior nos

grupos tratados, conforme tabela 5.

Tabela 5. Andlise estatistica dos escores da avaliacdo clinica de enxertos cutaneos

em cées no segundo dia. Membro tratado (trat) e membro controle (cont), segundo o

uso de cola de fibrina (CF) e do plasma rico em plaquetas (PRP)

Exsudato Coloragao Edema Aspe,c t.o

Grupos Dia Cosmeético
X |DP|Med | X |DP |Med | X |DP |Med | X | DP I\ge
CF trat 5 29|03 30|04|05| 00(212/08| 10| 10| 0,0]1,0
cont 27|05 30|00|00| 00(0,2]04| 00| 11| 0,3|1,0

P 0,361 0,068 0,018 0,317

PRP trat 5 30,00 30(0,1/03| 00/08|04| 10| 10| 0O,0]1,0
cont 30/00| 30(04/05|] 00/0,2|03| 00] 10| 0O,0]1,0

P Idénticos 0,225 0,028 Idénticos

Nota: X = média; DP = desvio padrdo; Med = mediana. Se p < 0,05 — diferenga estatisticamente

significativa. Teste de Wilcoxon.

Figura 21 — Fotografia do enxerto cutaneo em cées. Animal do Grupo 1, avaliacao
clinica no segundo dia. A- membro controle mostrando areas palidas, aspecto

cosmeético

regular.

cosmeético bom.

B- membro tratado demonstrando é&reas

roxas, aspecto
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Figura 22 - Fotografia do enxerto cutdneo em cées. Animal do Grupo 2, avaliacdo
clinica no segundo dia. A- membro controle mostrando toda area roxa, excelente
aspecto cosmético. B- membro tratado demonstrando maior area palida, aspecto
cosmeético regular.

5.1.2 Avaliacdes no quarto dia:

As avalia¢des clinicas ao quarto dia demonstraram diferenca entre os grupos.
(P<0,05). Na comparagéao entre o grupo CF e PRP foi observado que no grupo CF a
coloracdo mais prevalente foi rosada e o aspecto cosmético bom, e no grupo PRP
foi a coloracdo branca e o aspecto cosmético regular. A analise exsudacao e edema

nao demonstraram diferencas estatisticamente significativas, conforme tabela 6.
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Tabela 6. Andlise estatistica dos escores da avaliacdo clinica de enxertos cutaneos

em cédes no quarto dia. Comparacgéo entre o grupo cola de fibrina (CF) e do plasma

rico em plaquetas (PRP).

Grupo | Dia Exsudato Coloragao Edema Cﬁzfneéct?go

X DP | Med | X DP | Med | X DP |Med | X | DP Med
CF 4 1,3| 05| 10/18| 04| 20|08 04| 1,0/20/0,0/(20
PRP 4 20| 07| 20(04| 09| 00/|0,7 05| 1,0/26/|05]3,0
p 0,064 0,009 0,691 0,047

Nota: X = média; DP = desvio padrdo; Med = mediana. Se p < 0,05 — diferenga estatisticamente significativa.

Teste Mann Whitney.

Também foram observadas diferencas significativas (P<0,05) entre 0 membro

controle e membro tratado no grupo CF, na avaliacdo de edema, demonstrado

escore maior nos membro tratado. Na comparacdo entre o membro controle e

tratado do grupo PRP, observamos que todas as variaveis analisadas obtiveram

diferencas significativas (P<0,05), conforme tabela 7.

Tabela 7. Andlise estatistica dos escores da avaliacdo clinica de enxertos cutaneos

em cées no quarto dia. Membro tratado e membro controle (cont), segundo o uso de

cola de fibrina (CF) e do plasma rico em plaquetas (PRP).

Grupo Dia Exsudato Coloracéao Edema Aspe,c Fo
Cosmetico

X |DP |Med| X |DP |Med | X |DP | Med | X DP | Med
CF trat 4 13/05| 10(18|04| 20|08|04 1020 00| 2,0
cont 12|04 10(23|05| 20|0,0|0,0 00(23] 05| 20

P 0,317 0,068 0,018 0,109
PRP trat 4 20(0,7| 20(04|09| 0,0]0,7]|0,5 10/26| 05| 3,0
cont 1,1/03| 1,0[20|0,0f 2,0|0,0|0,0 00(1,2] 04| 1,0

P 0,028 0,018 0,028 0,008

Nota: X = média; DP = desvio padrdo; Med = mediana. Se p < 0,05 — diferenga estatisticamente

significativa. Teste de Wilcoxon.
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Figura 23— Fotografia do enxerto cutaneo em cées. Animal do Grupo 1, avaliacao
clinica no quarto dia. A- membro controle demonstrando coloracdo palida, aspecto
cosmético regular. B- membro tratado demonstrando coloracao rosada, aspecto
cosmeético excelente.

Figura 24- Fotografia do enxerto cutdaneo em caes. Animal do Grupo 2, avaliacao
clinica no quarto dia. A- membro controle mostrando toda area roxa, excelente
aspecto cosmético, auséncia de edema. B- membro tratado demonstrando maior
area pélida, aspecto cosmético regular, presenca de edema.

5.1.3 Avaliacdes no sexto dia:

As avaliacdes clinicas ao sexto dia foram observadas que o grupo CF e PRP
na variavel edema, ndo apresentaram diferenca significativa (P>0,05), pois os dois
grupos demonstraram auséncia de edema nesta fase. Nos quesitos exsudato,
coloracdo e aspecto cosmético foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (P<0,05). O grupo CF ndo se observava exsudato nesta fase, a
coloracéo prevalente foi rosada e o aspecto cosmético excelente. No grupo PRP
observou-se presenca em grande quantidade de exsudato, coloracdo negra e

aspecto cosmético ruim.
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Tabela 8. Andlise estatistica dos escores da avaliacdo clinica de enxertos cutaneos
em caes no sexto dia. Comparacéao entre o grupo cola de fibrina (CF) e

do plasma rico em plaquetas (PRP).

Grupo | Dia Exsudato Coloragao Edema Cﬁzfneécttigo
X | DP [Med| X | DP |Med| X | DP |Med | X |DP| Med
CF o4| 05| 00|16| 05| 2000 00| 0,0(21]0,3]|20
"PRP | ° 27| 05| 30[23| 13| 30/[02] 04| 00380740
p <0,001 0,047 0,427 0,002

Nota: X = média; DP = desvio padrdo; Med = mediana. Se p < 0,05 — diferenga estatisticamente significativa.

Teste Mann Whitney.

Na comparagao entre o membro tratado e o membro controle no grupo cola
de fibrina, foi observado que o membro controle apresentou maior escore de
exsudato que o membro tratado (P<0.05), e nas outras variaveis nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas. (P>0,05). No grupo PRP, foi
observado que a exsudagcdo no membro tratado foi maior, e que o0 aspecto
cosmético prevalente foi ruim, quando comparado com membro tratado. (P<0,05), as
outras variaveis ndo demonstraram diferencas estatisticamente significativas.
(P>0,05).
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Tabela 9. Andlise estatistica dos escores da avaliagédo clinica de enxertos cutaneos

em caes no sexto dia. Membro tratado (trat) e membro controle (cont), segundo o

uso de cola de fibrina (CF) e do plasma rico em plaquetas (PRP).

Grupos Dia Exsudato Coloracao Edema ngpmeéctgzo
X |DP|Med | X |DP [Med | X |DP |Med | X | DP | Med
CF trat 5 04|05 o00|216|05| 20(00(|00| 00|21 03| 20
cont 10/00| 10(/19|03| 20|00|00| 00|29| 08| 3,0
P 0,043 0,225 idénticos 0,063
PRP trat 5 27|05 30(23(13| 30(0,2/04| 00|38| 0,7, 4,0
cont 10/00| 10(13|05| 10/00|00| 00|219| 03| 2,0
P 0,008 0,097 0,180 0,008

Nota: X = média; DP = desvio padrao; Med = mediana. Se p < 0,05 — diferenga estatisticamente

significativa. Teste de Wilcoxon.

Figura 25— Fotografia do enxerto cutdaneo em cées. Animal do Grupo 1, avaliacao
clinica no sexto dia. A- membro controle mostrando areas enegrecidas e roxas,
aspecto cosmético ruim. B- membro tratado demonstrando coloracdo rosada,
aspecto cosmético bom.
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Figura 26- Fotografia do enxerto cutdneo em cées. Animal do Grupo 2, avaliacdo
clinica no sexto dia. A- membro controle mostrando toda area roxa, excelente
aspecto cosmeético. B- membro tratado demonstrando algumas areas pélidas e
roxas, aspecto cosmético regular.

5.1.4 Avaliacdes no oitavo dia:

As avaliacdes clinicas ao oitavo dia demonstraram diferenca significativa
(P<0,05) entre os grupos CF e PRP. No grupo CF foi observado que a coloracéo
mais prevalente foi rosada, aspecto cosmético bom, e auséncia de exsudato. No
grupo PRP observou-se presenca em grande quantidade de exsudato, coloracéo
negra e aspecto cosmético ruim. Nos dois grupos ndo se observou edema nesta

fase.



76

Tabela 10. Analise estatistica dos escores da avaliagdo clinica de enxertos cutaneos
em caes no oitavo dia. Comparacao entre o grupo cola de fibrina (CF) e

do plasma rico em plaquetas (PRP).

Grupo | Dia Exsudato Coloragao Edema Cﬁzfneécttigo
X [DP|[Med| X | DP [ Med | X | DP [Med | X | DP | Med
CF 04[05] 00[11| 03| 1,0[/00] 00| 0,0[19]06]20
"PRP | ° 29[03] 30[23| 1,3] 3,0/[/00] 00| 00/[39]|0,3]4,0
p <0,001 0,047 idénticos <0,001

Nota: X = média; DP = desvio padrdo; Med = mediana. Se p < 0,05 — diferenga estatisticamente significativa.

Teste Mann Whitney.

Na comparacédo do grupo cola de fibrina, entre membro controle e tratado,
foram observadas diferencas significativas (P<0,05) nas variaveis coloracdo e
aspecto cosmético, demonstrando que o grupo tratado apresentou coloracdo rosada
prevalente e bom aspecto cosmético. No grupo PRP, a comparacao entre membro
controle e tratado, foram observadas diferencas significativas (P<0,05) nas variaveis
exsudato e aspecto cosmeético, demonstrando que 0 grupo controle apresentou

menor exsudacdo e melhor aspecto cosmético.



Tabela 11. Anélise estatistica
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dos escores da avaliagdo clinica de enxertos

cutaneos em céaes no oitavo dia. Membro tratado (trat) e membro controle (cont),

segundo o uso de cola de fibrina (CF) e do plasma rico em plaquetas (PRP).

Grupo Dia Exsudato Coloracéao Edema C'ngneécttigo
X |[DP|Med | X |[DP|Med| X |DP |Med| X | DP | Med
CF int 8 04|05 00|11|03| 10|0,0|00| 0029 06| 2,0
cont 0405 00(19|03| 20|00|00| 00|27 05| 3,0
P Idénticos 0,038 Idénticos 0,038
PRP int 8 29/03| 30(23|13| 30/00(00| 0,039 03| 4,0
cont 08|04 10|11|03| 10|00|00| O0|26]| 05| 2,0
p 0,008 0,058 idénticos 0,008

Nota: X = média; DP = desvio padrao; Med = mediana. Se

significativa. Teste de Wilcoxon.

p < 0,05 - diferenca estatisticamente

Figura 27 — Fotografia do enxerto cutaneo em cées. Animal do Grupo 1, avaliacao
clinica no oitavo dia. A- membro controle mostrando muitas areas enegrecidas,
crostas, aspecto cosmético ruim. B- membro tratado demonstrando presenca de
exsudato, areas com coloracao roxas e brancas, aspecto cosmético regular.
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Figura 28- Fotografia do enxerto cutdaneo em caes. Animal do Grupo 2, avaliacao
clinica no oitavo dia. A- membro controle mostrando toda area rosada, excelente
aspecto cosmético. B- membro tratado demonstrando algumas areas palidas e

negras, presenca de crostas, aspecto cosmeético ruim.

5.1.5 AvaliacGes no décimo primeiro dia:

As avaliacGes clinicas ao décimo primeiro dia demonstraram diferencas
significativas (P<0,05) entre os grupos. No grupo CF foi observado que a coloracéo
mais prevalente foi rosada, aspecto cosmético excelente, e auséncia de exsudato.
No grupo PRP observou-se presenca de exsudato, coloracdo negra e aspecto

cosmeético ruim. Nos dois grupos ndo se observou edema nesta fase.

Tabela 12. Andlise estatistica dos escores da avaliacao clinica de enxertos cutaneos
em cédes no décimo primeiro dia. Comparacao entre o grupo cola de fibrina (CF) e do
plasma rico em plaquetas (PRP).

Grupo | Dia Exsudato Coloragéao Edema Aspecto Cosmético

X |DP|Med| X | DP |Med | X | DP |Med | X | DP | Med
CF o000} 00|10| 00| 20|00| OO 00|26 |0,7| 1,0
"PRP | H 1,204 10[29] 03] 30[00] 00| 00[39]03] 40
p <0,001 <0,001 idénticos <0,001

Nota: X = média; DP = desvio padrdo; Med = mediana. Se p < 0,05 — diferenga estatisticamente significativa.

Teste Mann Whitney.
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Na comparacgdo do grupo cola de fibrina, entre membro controle e tratado,

foram observadas diferencas significativas (P<0,05) apenas na variavel aspecto

cosmético. No grupo PRP, a comparacdo entre membro controle e tratado, foram

observadas diferencas significativas (P<0,05) nas variaveis exsudato, coloragédo e

aspecto cosmeético, demonstrando que o grupo controle apresentou-se melhor

avaliado.

Tabela 13. Andlise estatistica dos escores da avalia¢do clinica de enxertos cutaneos

em caes no décimo primeiro dia. Membro tratado (trat) e membro controle (cont),

segundo o uso de cola de fibrina (CF) e do plasma rico em plaquetas (PRP).

Grupo Dia Exsudato Coloracéao Edema ngpmeéctgzo
X |DP |Med | X [DP| Med | X |DP |Med | X |DP| Med
CF Trat 11 00/00| 00|10]0,0 100000 00(16|0,7 1,0
Cont 00(00] 00|1,2]04 10/00(00] 0026105 3,0
P idénticos 0,180 idénticos 0,028
PRP Trat 11 12|04 10(29|0,3 30|/00|00| 00(39]|0,3 4,0
Cont 00/00| 00|10]0,0 10/0,0(00| 001,000 1,0
P 0,008 0,008 idénticos 0,008

Nota: X = média; DP = desvio padrao; Med = mediana. Se p < 0,05 — diferenga estatisticamente

significativa. Teste de Wilcoxon.

Figura 29 - Fotografia do enxerto cutdneo em cdes. Animal do Grupo 1, avaliacdo
clinica no décimo primeiro dia. A- membro controle demonstrando areas rosadas em
sua maioria, aspecto cosmético bom. B- membro tratado demonstrando toda sua
area rosada, aspecto cosmético excelente
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Figura 30- Fotografia do enxerto cutdneo em cées. Animal do Grupo 2, avaliacdo
clinica no décimo primeiro dia. A- membro controle mostrando toda area rosada,
excelente aspecto cosmeético. B- membro tratado demonstrando algumas éareas
palidas e negras, aspecto cosmético ruim.

5.1.6 Avaliacdes no décimo quarto dia:

As avaliacdes clinicas no décimo quarto demonstraram diferenca entre os
grupos. (p< 0,05). No grupo CF foi observado que a coloracdo mais prevalente foi
rosada, aspecto cosmético excelente, e auséncia de exsudato. No grupo PRP
observou-se presenca de exsudato, coloracdo negra e aspecto cosmético ruim. Os

dois grupos nao se observaram edema nesta fase.
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Tabela 14. Analise estatistica dos escores da avaliagdo clinica de enxertos cutaneos
em cées no décimo quarto dia. Comparacéo entre o grupo cola de fibrina (CF) e do

plasma rico em plaquetas (PRP).

Grupo | Dia Exsudato Coloracéao Edema Aspecto Cosmeético

X |DP | Med| X |DP|{Med| X | DP | Med | X |DP | Med
CF 0,0/00| 00|10|00| 10|00 0,0 00/16]0,7| 1,0
"PRP | H 1,0/00| 10[30/00]| 30[00] 00| 00/[40][00] 4,0
p <0,001 <0,001 idénticos <0,001

Nota: X = média; DP = desvio padrdo; Med = mediana. Se p < 0,05 — diferenga estatisticamente significativa.

Teste Mann Whitney.

Na comparacdo do grupo cola de fibrina, entre membro controle e tratado,
foram observadas diferencas significativas (P<0,05) apenas na variavel aspecto
cosmético. No grupo PRP, a comparagdo entre membro controle e tratado, foram
observadas diferencas significativas (P<0,05) nas variaveis exsudato, coloracéo e
aspecto cosmeético, demonstrando que 0 grupo controle apresentou-se melhor

avaliado que o membro tratado.

Tabela 15. Andlise estatistica dos escores da avaliacdo clinica de enxertos cutaneos
em cdes no décimo quarto dia. Membro tratado (trat) e membro controle (cont),
segundo o uso de cola de fibrina (CF) e do plasma rico em plaquetas (PRP).

Grupo Dia Exsudato Coloragao Edema C'(D)i?neécttigo
X |DP |Med| X |DP | Med | X |DP| Med | X |DP | Med
CF trat 14 00|00 00/20|00| 1,0{0,0]|0,0 0,016 10,7 1,0
cont 00|00 00/12|04]| 1,0|0,0|0,0 0,0/261]0,5 3,0
P Idénticos 0,180 idénticos 0,028
PRP trat 14 1,0,00| 1,0(3,0/0,0| 3,0/0,0/|0,0 0,0[/4,0]0,0 4,0
cont 00|00 00/20|00]| 1,0{0,0]|0,0 0,0[1,0]0,0 1,0
P 0,008 0,008 idénticos 0,008

Nota: X = média; DP = desvio padrdo; Med = mediana. Se p < 0,05 — diferen¢a estatisticamente

significativa. Teste de Wilcoxon.
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Figura 31— Fotografia do enxerto cutaneo em cées. Animal do Grupo 1, avaliacdo
clinica no décimo quarto dia. A- membro controle demonstrando coloragdo rosada,
aspecto cosmético excelente, aproximadamente 100% de revascularizacdo do
enxerto. .B- membro tratado demonstrando coloracdo rosada, aspecto cosmético

excelente, sem crostas, aproximadamente 100% de revascularizagdo do enxerto.

Figura 32- Fotografia do enxerto cutaneo em caes. Animal do Grupo 2, avaliacao
clinica no décimo quarto dia. A- membro controle mostrando toda area rosada,
excelente aspecto cosmético. B- membro tratado grande area de perda do enxerto,

aspecto cosmético ruim.

5.1.7 Gréficos

5.1.7.1 Exsudacéo
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Figura 33- Gréafico: Comparacgédo entre os grupos cola de fibrina (CF) e plasma rico
em plaquetas (PRP) na variavel exsudato em dias de avaliacao clinica segundo a
média. Escore 0 (sem exsudato), 1 (com exsudato), 2 (pouco exsudato), 3 (muito
exsudato).
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Figura 34- Grafico: Comparacédo entre os grupos cola de fibrina (CF) e membro
controle na variavel exsudato em dias de avaliagao clinica segundo a média. Escore
0 (sem exsudato), 1 (com exsudato), 2 (pouco exsudato), 3 (muito exsudato).
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Figura 35- Grafico: Comparacédo entre os grupos plasma rico em plaquetas (PRP) e
membro controle na variavel exsudato em dias de avaliagao clinica segundo a
média. Escore 0 (sem exsudato), 1 (com exsudato), 2 (pouco exsudato), 3 (muito
exsudato).

5.1.7.2 Coloracao
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Figura 36- Grafico: Comparacédo entre os grupos cola de fibrina (CF) e plasma rico
em plaquetas (PRP) na variavel coloragdo em dias de avaliagao clinica segundo a
média. Escore 0 (branca), 1 (rosada), 2 (roxa), 3 (preta).
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Figura 37- Gréafico: Comparacédo entre os grupos cola de fibrina (CF) e membro
controle na variavel coloragdo em dias de avaliagao clinica segundo a média. Escore
0 (branca), 1 (rosada), 2 (roxa), 3 (preta).

Coloragédo PRP
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Figura 38- Grafico: Comparagédo entre os grupos plasma rico em plaquetas (PRP) e
membro controle na variavel coloracdo em dias de avaliacao clinica. Escore 0
(branca), 1 (rosada), 2 (roxa), 3 (preta).

5.1.7.3 Edema
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Figura 39: Gréafico: Comparacao entre os grupos cola de fibrina (CF) e plasma rico
em plaquetas (PRP) na variavel edema em dias de avaliagao clinica segundo a
média. Escore 0 (sem edema), 1 (leve edema), 2 (muito edema).
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Figura 40- Gréafico: Comparagdo entre os grupos cola de fibrina (CF) e membro
controle na variavel edema em dias de avaliagao clinica segundo a média. Escore 0O
(sem edema), 1 (leve edema), 2 (muito edema).
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Figura 41: Gréafico: Comparacao entre os grupos plasma rico em plaquetas (PRP) e
membro controle na variavel edema em dias de avaliagao clinica segundo a média.
Escore 0 (sem edema), 1 (leve edema), 2 (muito edema).

5.1.7.3 Aspecto cosmético
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Figura 42: Gréafico: Comparacao entre os grupos cola de fibrina (CF) e plasma rico
em plaguetas (PRP) na varidvel aspecto cosmético em dias de avaliagcao clinica
segundo a meédia. Escore 1 ( excelente), 2 (bom), 3 (regular) e 4 (ruim).
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Figura 43- Gréafico: Comparagdo entre os grupos cola de fibrina (CF) e membro
controle na variavel aspecto cosmético em dias de avaliagao clinica segundo a
média. Escore 1 ( excelente), 2 (bom), 3 (regular) e 4 (ruim).
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Figura 44- Gréfico: Comparagdo entre os grupos plasma rico em plaquetas (PRP) e
membro controle na variavel aspecto cosmético em dias de avaliagao clinica
segundo a média. Escore 1 ( excelente), 2 (bom), 3 (regular) e 4 (ruim).

5.2 AvaliacGes histolégicas
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5.2.1 Avaliacdo histolégica no terceiro dia:

Conforme a tabela 16 é observado que dois animais do grupo CF nao
apresentaram autdlise de epitélio e um deles apresentou autdlise acentuada de
epitélio. No grupo PRP, foi constatado que um animal ndo apresentou autdlise de
epitélio, e dois apresentaram autélise moderada de epitélio. Quando comparados
com o grupo controle, foram idénticos.

Todos os animais do grupo PRP, membro controle PRP e CF apresentaram
autOlise acentuada de anexos. No membro controle do grupo CF, 2 animais
apresentaram autélise moderada e um apresentou autolise acentuada.

Todos os animais do grupo CF apresentaram autblise acentuada de
subcutaneo e todos os animais do grupo PRP e membro controle apresentaram
autOlise moderada de subcutdaneo. No membro controle do grupo CF, 2 animais

apresentaram autélise moderada e um apresentou autolise acentuada.

Tabela 16 — Escores da andlise histolégica de enxertos cutaneos em cées no
terceiro dia: membro tratado (trat) e membro controle (cont), segundo o uso de cola

de fibrina (CF) e do plasma rico em plaquetas (PRP).

Autdlise de epitélio  |Autolise de anexo  Autdlise sub cutaneo

Escores Trat Cont Trat cont Trat Cont

CF PRP CF PRP CF PRP CF PRP CF PRP CF PRP

0 2 1 2 1 | - - - - - o
1 - 2 - 2 /- - 2 - /- 3 2 3
2 1 - 1 - 3 3 1 3 3 - 1 -
Total de

caes
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Figura 45 — Fotomicrografia do enxerto cutaneo em cées no terceiro dia . Animal do
Grupo 1, membro controle. A- visdo panoramica. B- campo demonstrando presenca
de autolise acentuada em epitélio e anexos.

Figura 46— Fotomicrografia do enxerto cutdneo em cées no terceiro dia . Animal do
Grupo 1, membro tratado. A: Campo demonstrando auséncia de autodlise em
epitélio, e acentuada autolise em anexos e subcutédneo. B: Campo demonstrando
auséncia de autolise em epitélio, e discreta autdlise em anexos e subcutaneo.

Figura 47 — Fotomicrografia 100x do enxerto cutdneo em cées no terceiro dia.
Animal do Grupo 2, membro tratado. A: Campo demonstrando discreta autélise em
epitélio, acentuada autdlise em anexos e discreta autélise em subcuténeo. B:
Campo demonstrando acentuada autblise em anexos e discreta autdlise em
subcutaneo.



5.2.2 Avaliacdo histolégica no sétimo e décimo quarto dia:

5.2.2.1 Fibroblastos
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Tabela 17 —Resultados das analises histolégicas do escore fibroblastos de enxertos
cutdneos em cdes no sétimo e décimo quarto dia: membro tratado (trat) e
membro controle (cont), segundo o uso de cola de fibrina (CF) e do

plasma rico em plaquetas (PRP).

Fibroblastos
Grupos
DP Med
Trat 1,5 0,8 2,0
CF
Cont 1,7 0,5 2,0
P 0,593
Trat 2,7 0,5 3,0
PRP
Cont 1,5 0,6 1,5
p 0,068
CF 1,5 0,8 2,0
TRAT.
PRP 2,7 0,5 3,0
p 0,025

Nota: X = média; DP = desvio padrdo; Med = mediana. Se p < 0,05 —

diferenca estatisticamente significativa. Teste de Wilcoxon.

Observamos que a comparacéo entre o grupo PRP e CF foi estatisticamente

significativo. (P<0,05). O grupo PRP apresentou fibroblastos em maior escore, nas

analises no sétimo décimo quarto dia.

5.2.2.2 Colageno
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Tabela 18- Resultados das analises histolégicas do escore colageno de enxertos
cutdneos em cdes no sétimo e décimo quarto dia: membro tratado (trat) e
membro controle (cont), segundo o uso de cola de fibrina (CF) e do
plasma rico em plaguetas (PRP).

Colageno
Grupos
X DP Med
trat 15 0,6 15
CF
Cont 1,7 0,8 15
P 0,317
trat 15 0,6 1,5
PRP
Cont 1,7 0,5 2,0
P 0,317
CF 1,5 0,6 1,5
TRAT
PRP 15 0,6 15
P 1,000

Nota: X = média; DP = desvio padrao; Med = mediana. Se p < 0,05 —
diferenca estatisticamente significativa. Teste de Wilcoxon.

Neste caso, notamos que n&do ocorreram diferengas estatisticamente

significativas (P>0,05) entre os grupos, PRP, CF e seus respectivos controles.

5.2.2.3 Inflamagéo aguda
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Tabela 19 —Resultados das andlises histoldgicas do escore inflamacdo aguda de
enxertos cutaneos em caes no sétimo e décimo quarto dia: membro
tratado (trat) e membro controle (cont), segundo o uso de cola de fibrina
(CF) e do plasma rico em plaquetas (PRP).

Inflamacéo
Grupos
X | DP | Med
Int 0,3]10,8 0,0
CF
cont | 0,0 0,0 0,0
P 0,317
Int 0,0 0,0 0,0
PRP
cont | 0,0] 0,0 0,0
P Idénticos
CF 10,3|0,8 0,0
Trat
PRP | 0,0| 0,0 0,0

p 0,631

Nota: X = média; DP = desvio padrdo; Med = mediana. Se p < 0,05
— diferenca estatisticamente significativa. Teste de Wilcoxon.

Observamos também nesta analise, que ndo ocorreram diferencas
estatisticamente significativas (P>0,05) entre os grupos, PRP, CF e seus respectivos

controles.

5.5.2.4 Integracao-aderéncia microscopica
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Tabela 20 - Resultados da analise histologica do escore integracao-aderéncia
microscoépica de enxertos cutaneos em cées no sétimo e décimo quarto
dia: membro tratado(trat) e membro controle (cont), segundo o uso de
cola de fibrina (CF) e do plasma rico em plaquetas (PRP).

Integracéao-
aderéncia
Grupos microscopica P
Sim Nao
Tratado
CF 4 2 ldénticos
PRP 4 2
CF
Tratado 4 2 1,000
Controle 5 1
PRP
Tratado 4 2 1,000
Controle 5 1

Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste de Fisher.

Neste caso, notamos que nao ocorreram diferengas estatisticamente

significativas (P>0,05) entre os grupos, PRP, CF e seus respectivos controles.

5.5.2.5 Tecido de granulacéo
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Tabela 21— Resultados da analise histologica do escore tecido de granulacdo de
enxertos cutdneos em cdes no sétimo e décimo quarto dia: membro
tratado(trat) e membro controle (cont), segundo o uso de cola de fibrina
(CF) e do plasma rico em plaquetas (PRP).

Tecido de granulacao
Grupos P
Presente  Ausente

Tratado
CF 2 4 Idénticos
PRP 2 4

CF
Tratado 2 4 Idénticos
Controle 2 4

PRP
Tratado 2 4 1,000
Controle 1 5

Nota: Se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. Teste de Fisher.

Observamos também nesta analise, que ndo ocorreram diferencas
estatisticamente significativas (P>0,05) entre os grupos, PRP, CF e seus respectivos

controles.
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Figura 48— Fotomicrografia 100x do enxerto cutdneo em caes no sétimo dia. Animal
do Grupo 1, membro controle. A- Campo demonstrando presenca de colageno
discreto. B- Campo demonstrando tecido de granulagéo presente.

Figura 49- — Fotomicrografia 40x do enxerto cutaneo em cées no sétimo dia. Animal
do Grupo 1, membro controle. A: Campo demonstrando presenca de aderéncia-
integracdo microscopica. B: Campo demonstrando presenca acentuada de
fibroblastos e presenca discreta de colageno.
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Figura 50 — Fotomicrografia 100x do enxerto cutdneo em caes no sétimo dia. Animal
do Grupo 1, membro tratado. Campo demonstrando presenca de tecido de
granulacéo.

Figura 51— Fotomicrografia do enxerto cutaneo em caes no sétimo dia. Animal do
Grupo 2, membro tratado. A-100x. B- 400x. Campo demonstrando presenca
acentuada de fibroblastos.
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Figura 52 — Fotomicrografia panoramica do enxerto cutdaneo em caes no décimo
guarto dia. Animal do Grupo 1, membro controle. Campo demonstrando presenca de
aderéncia-integracao microscopica completa.

A e - e

Figura 53 — Fotomicrografia do enxerto cutdneo em cades no décimo quarto dia
Animal do Grupo 1, membro controle. A- 100X. B- 400X. Campo demonstrando
presenca moderada de fibroblastos e presenca acentuada de colageno.
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Figura 54 — Fotomicrografia 100x do enxerto cutaneo em caes no décimo quarto dia.
Animal do Grupo 2, membro tratado. A: Campo demonstrando presenca acentuada
de fibroblastos e presenca moderada de coldgeno. B: Campo demonstrando
presenca discreta de fibroblastos e presenca moderada de colageno.

Figura 55 — Fotomicrografia do enxerto cutaneo em caes no décimo quarto dia.
Animal do Grupo 2, membro tratado. A- 100X. B- 400X. Campo demonstrando
presenca acentuada de fibroblastos e presenca moderada de colageno.

b

Figura 56 — Fotomicrografia 100X do enxerto cutaneo em caes no décimo quarto dia.
Animal do Grupo 1, membro controle. Campo demonstrando presenca moderada de
fibroblastos e colageno.
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6 DISCUSSAO

Na Medicina Veterinaria, a aplicagédo rotineira dos enxertos cutaneos ainda &
pouco explorada. Poucos estudos especificos na area estdo publicados, portanto
novos trabalhos devem ser realizados para publicacdo de resultados positivos ou
negativos, para demonstracdo de sua aplicabilidade como uma boa opg¢éo para
situacdes aonde h& grande perda tecidual, sendo este um dos embasamentos desta
pesquisa.

O protocolo de obtencdo do PRP foi utilizado baseado no protocolo de
Vendramin et al. (2006), pois 0s autores conseguiram obter uma concentragao
plaguetaria em média pelo menos quatro vezes superior ao da amostra de sangue.
Segundo Vendramin et al. (2006), esta concentracdo é maior que a observada em
outros protocolos como o de Anitua (1999) que ndo conseguiu chegar a um aumento
de duas vezes na concentragdo plaquetaria no sangue do paciente, e segundo
verificado no trabalho de Marx (2001), semelhante as concentragdes obtidas pelos
métodos automatizados, que variam de um, seis a quatro vezes superiores a do
sangue dos pacientes.

Observamos durante o transoperatério total aderéncia do enxerto com a cola
de fibrina, melhor hemostasia local, o que confere com DeMoraes et al. (1998).

No grupo PRP observamos que o membro controle apresentou melhor
aspecto cosmeético, menor exsudacdo, melhor coloracdo que no membro tratado, e
também o grupo CF manteve-se melhor avaliado, dados semelhantes ao de
O Grady et al. (2000) que concluiu que o uso de camadas espessas de cola de
fibrina entre o leito receptor e o enxerto pode resultar em falha da aderéncia do
enxerto. O grupo que usou camadas finas no enxerto, e 0 grupo controle,
demonstraram melhor aspecto final e maior porcentagem de sobrevivéncia do
enxerto, resultados semelhantes ao presente trabalho. Segundo o autor, a camada
espessa do biomaterial bloqueia o movimento dos componentes celulares e os
elementos vasculares necessarios para alcancar a sobrevivéncia do enxerto, o que
sugere que a espessura do PRP utilizada foi a principal causa de falha na
sobrevivéncia do enxerto. Estudos sdo necesséarios para pesquisar se diferentes
espessuras do plasma rico em plaquetas influenciardo uma melhor resposta na

enxertia cutanea, sabendo-se de suas propriedades e possiveis beneficios.
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De um modo geral, no grupo CF, o membro tratado apresentou melhores
aspectos cosméticos que o grupo controle, dados relatados também por Saltz et al.,
(1991) e Piechotta e Fleming (1983).

O grupo CF demonstrou melhor aspecto cosmético, melhor coloracdo e
menor exsudacao que o grupo PRP, dados semelhantes ao de Luke Bold et al.
(1996), que conferiu menor exsudacao nos animais tratados com cola de fibrina.

No quarto dia, observamos que o edema no grupo tratado foi mais intenso
guando comparado com o grupo controle, resultados esperados, pois a fibrina
funciona como um esqueleto para a recém formacédo de tecido conectivo e vasos
sanguineos, sendo fonte de nutricAo para a proliferacdo celular; (TRIDICK;
WARNER, 1944) e desta forma atraindo células inflamatorias.

Ao sexto dia nenhum dos animais dos grupos apresentou edema, resultados
esperados, pois nesta fase o processo inflamatdrio ja foi reparado.

A avaliacéo histoldgica aos trés dias demonstrou sinais de autolise devido ao
enxerto ainda estar em fase de embebicado plasmatica, portanto, passando pela fase
iIsquémica. A proposta da coleta dos enxertos cutaneos aos trés dias teve-se
embasamento no trabalho de Marx (2001), que afirmou que a funcédo do PRP se da
no inicio da cicatrizacdo e hemostasia. As plaquetas, apds o0 processo de ativacao,
em 10 minutos secretam 70% dos fatores de crescimento, e em 1 hora 100% desses
fatores. Foi realizado mensuragdo de autolise, pois nesta fase ndo foi possivel
observar um tecido ja organizado, com fibras colagenas, fibroblastos, tecido de
granulacao, células inflamatorias e integracdo microscopica

Fresno et al (2009) concluiram que o PRP proporcionou maior tecido de
granulacdo e fibrose em anastomoses intestinais em suinos, dados que conferem
apenas parcialmente com o presente estudo, que observou maior presenca de
fibroblastos no grupo PRP.

Henderson et al. (2003) concluiram que o PRP induziu a uma resposta
inflamatéria intensa e mais recente, promovendo um espessamento do tecido de
granulacdo, quando comparado com o grupo controle, e Chandra et al. (2007),
demonstraram pela histologia na terceira semana de pos-operatorio maior
inflamacé&o, avaliadas por eosinofilia, neutrofilia e infiltrado monocitico, resultados
diferentes do presente estudo, o qual ndo se observou diferencas na inflamacéo
aguda. Essas diferencas podem ser embasadas, pois 0s autores utilizaram outras
espécies e a metodologia nao foi idéntica a este presente trabalho.
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Rahal et al. (2004) relataram maior presenca de fibroblastos e fibras
colagenas no grupo tratado com cola de fibrina, resultados diferentes do presente
estudo, no qual ndo observamos diferencas histologicas entre o grupo CF e seu
controle. Como os autores trabalharam com cola de fibrina derivada do veneno de
serpente, é esperado diferencgas entre os trabalhos.

Saltz et al. (1991), Schumacher et al. (1996) ndo observaram diferencas na
analise histolégica entre o grupo tratado com cola de fibrina e controle, sendo esta a
mesma observacao deste estudo.

Scalfani et al. (2005) evidenciaram através de um estudo avaliando o PRP em
cicatrizacdo por primeira intensdo em coelhos um aumento significativo de
fibroblastos, capilares, e linfocitos, dados semelhantes ao presente estudo, em que
observamos fibroblastos acentuados no grupo tratado com PRP.

Jorgensen et al. (2003), concluiram gque o uso da cola de fibrina comercial ndo
alterou a revascularizacao de retalhos cutaneos, observacao feita através de analise
da porcentagem de sobrevivéncia do enxerto, dados conflitantes com o estudo, pois
foi visto que o grupo tratado com cola de fibrina apresentou menor exsudacao ao
sexto dia, melhor coloracdo e aspecto cosmético ao oitavo, décimo primeiro e
décimo quarto dia, resultados estes que conferem com Tridick e Warner (1944),
Piechotta e Fleming (1983), Currie et al. (2001) e Gosain et al. (2002).

Todos os animais apresentaram aderéncia-integracdo macroscoépica e tecido
de granulagdo no décimo quarto dia, resultados esperados, pois segundo Pavletic
(1996) nesta fase o enxerto deve estar bem vascularizado.

Mesmo com todos os cuidados poés-operatorios, nem todos o0s céaes
apresentaram 100% de sobrevivéncia do enxerto, o que confere com Pavletic
(1996), que relatou que o sucesso da enxertia em malha em caes é de 50-60%.
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7 CONCLUSAO

Foi concluido no presente estudo que o grupo cola de fibrina foi superior ao
grupo plasma rico em plaquetas quando usados em enxertos cutaneos de espessura
completa em caes.

Quando comparado o grupo cola de fibrina com o membro controle, o
membro tratado foi superior ao membro controle quando usados em enxertos
cutaneos de espessura completa em caes.

Quando comparado o grupo plasma rico em plaquetas com o membro
controle, o membro tratado foi inferior ao membro controle quando usados em

enxertos cutaneos de espessura completa em caes.



104

REFERENCIAS

Ang GC. History of skin transplantation. Clinics in Dermatology. 2005; 23: 320-24.

Altmeppen J, Hansen E, Bonnlander GL, Horch RE, Jeschke MG. Composition and
characteristics of an autologous thrombocyte gel. Journal of Surgical Research.
2004; 117: 202-07.

Anitua E. Plasma Rich in Growth Factors: Preliminary Results of Use in the
Preparation of Future Sites for Implants. The International Journal of Oral &
Maxillofacial Implants. 1999; 14: 529-35.

Anitua E, Sanchez M, Nurden AT, Nurden P, Orive G, Andia I. New insights into and
novel for platelet-rich fibrin therapies. Trends in biotechnology. 2006; 24(5): 227-34.

Anitua E, Sanchez M, Orive G, Andia I. The potential impact of the preparation rich in
growth factors (PRGF) in different medical fields. Biomaterials. 2007; 28: 4551-60.

Berté L, Salbego FZ, Raiser AG, Mazzanti A. Enxertos cutaneos no reparo tecidual
de lesdo do membro pélvico de um céo. Clinica Veterinaria. 2009; Ano XIV, 83: 46-
52.

Brennan M. Fibrin glue. Blood Reviews. 1991; 5: 240-44.



105

Buckley RC, Breazeale EE, Edmond JA, Brzezienski, MA. A simple preparation of
autologus fibrin glue for skin graft fixation. Plastic and Reconstructive Surgery. 1999;
103 (1): 202-06.

Barbosa ALT, Del Carlo RJ, Gomes HC, Oliveira AC, Monteiro AC, Monteiro BS, Del
Carlo BN. Plasma Rico em plaquetas para reparacao de falhas ésseas em cées.
Ciéncia Rural. 2008; 38 (5): 1335-40.

Chandra RK, Handorf C, West M, Kruger EA, Jackson S. Histologic effects of
autologous platelet gel in skin flap healing. Archives of Facial Plastic Surgery. 2007,
9 (4): 260-63.

Crovetti G, Martinelli G, Issi M, Barone M, Guizzardi M, Campanati B, Moroni M,
Carabelli A. Platelet gel for healing cutaneous chronic wounds. Transfus Apher Sci.
2004; 30(2):145-51.

Currie LJ, Sharpe JR, Martin RB. The use of fibrin glue in skin grafts and tissue-
engineered skin replacements: a review. Plastic and Reconstructive Surgery. 2001;
108 (6):1713-26.

DeMoraes AM, Annichino-Bizzachi JM, Rossi ABR. Use of autologous fibrin glue in
dermatologic surgery: application of skin graft and second intention healing. Séo
Paulo Medical Journal. 1998; 116 (4): 1747-52.

Derossi R, Coelho ACAO, Mello GS, Frazilio FO, Leal CRB, Facco GG, Brum KB.
Effects of platelet-rich plasma gel on skin healing in surgical wound in horses. Acta
Cirargica Brasileira. 2009; 24 (4): 276-81.



106

Ferraz VCM, Ferrigno CRA, Schmaedecke A. Platelet concentration of platelet rich
plasma from dogs through three centrifugation speeds. Brazilian Journal of
Veterinary Research and Animal Science. 2007; 44 (6): 435-40.

Fattahi T, Mohan M, Caldwell GT. Clinical applications of fibrin selants. Journal of
Oral Maxillofacial Surgery. 2004; 62: 218-24.

Fresno L, Fondevila D, Bambo O, Chacaltana A, Garcia F, Andaluz A. Effects of
platelet-rich plasma on intestinal wound healing in pigs. The Veterinary Journal.
2009; doi: 10.1016/ j.tvjl.2009 06.009.

Gimeno FL, Gatto S, Ferro J, Croxatto JO, Gallo JE. Preparation of platelet rich
plasma as a tissue adhesive for experimental transplantation i rabbits. Thrombosis
Journal. 2006; 18 (4): 1-7.

Gosain AK, Lyon VB. The Current Status of Tissue Glues: Part Il. For Adhesion of
Soft Tissues. Plastic and Reconstructive Surgery. 2002; 110 (6):1581-84.

Hedlund CS. Cirurgia do sistema tegumentar. In: Fossum, TW. Cirurgia de pequenos
animais. Sao Paulo: Editora Mosby; 1997. p. 224-27.

Henderson JL, Cupp CL, Ross EV, Shick PC, Keefe MA, Wester DC, Hannon T,
McConnell D. The effects of autologous platelet gel on wound healing. Ear, Nose e
Throat Journal. 2003; 82 (8): 598-602.

Herman AR. The history of skin grafts. Journal of Drugs in Dermatology 2002; 3: 298-
301.



107

Herndon DN, Nguyen TT, Gilpin DA. Growth factors: local and systemic. Archives of
Surgery.; 1993, 128: 1227-32.

Hochman B, Ferreira LM, Boas FCV, Mariano M. Integracdo do enxerto heterdlogo
de pele humana no subepitélio da bolsa jugal do hamster (Mesocricetus auratus).
Acta Cirurgica Brasileira. 2003; 18 (5): 415-30.

Jorgensen S, Bascom DA, Partsafas A, Wax MK. The effect of 2 sealants (FloSeal
and Tisseel) on fasciocutaneous flap revascularization. Archieves of Facial Plastic
Surgery. 2003; 5: 399-402.

Kazakos K, Lyras DN, Verettas D, Tilkeridis K, Tryfonidis M. The use of autologous
PRP gel as an aid in the management of acute trauma wounds. Injury: International
Journal of the Care of the Injured. 2009; 40: 801-05.

Kolb E. Fisiologia da pele. In: Fisiologia veterinéria. Rio de Janeiro: Editora
Guanabara Koogan; 1987. p.325-29.

Lind M. Growth factor stimulation of bone healing: effects on osteoblasts, ostemies
and implant fixation. Acta Ortopahedica.; 69: 1-37.

Luke Bold E, Wanamaker JR, Zins JE, Lavertu P. The use of fibrin glue in the healing
of skin flaps. American Journal of Otolaryngology. 1996; 17 (1): 27-30.

Mankad PS, Codispoti M. The role of fibrin sealants in hemostasis. American Journal
of Surgery. 2001; 182: 21-28.



108

Marx, RE. Platelet- Rich Plasma: Evidence to support its use. Journal of Oral
Maxillofacial Surgery. 2004; 62: 489-96.

Marx, RE. Platelet Rich plasma (PRP): What is PRP and What is not? Implant
Dentistry. 2001; 10 (4): 225- 28.

Mazzucco L, Medici D, Massimo S, Panizza R, Rivara G, Orecchia S, Libener R,
Cattana E, Levis A, Betta PG, Borzini P. The use of autologous platelet gel to treat

difficult-to-heal wounds: a pilot study. Transfusion Practice. 2004; 44: 1013-18.

Mobley SR, Hilinski J, Toriumi DM. Surgical tissue adhesives. Facial Plastic Surgery
Clinics of North America. 2002; 10: 147-54.

O’Grady KM, Agrawal A, Bhattacharyya TK, Shah A, Toriumi DM. An Evaluation of
fibrin tissue adhesive concentration and application thickness on skin graft survival.
The Laryngoscope. 2000; 110: 1931-35.

Paim CBV, Raiser AG, Cardoso E, Beck C. Enxerto autdlogo de pele, em malha,
com espessura completa, na reparagéo de feridas carpometacarpianas de caes.
Resposta a irradiacéo laser AsGa. Ciéncia Rural. 2002; 32 (3): 451-57.

Pallua N, Wolter T, Markowicz. Platelet-rich plasma in burns. Burns. 2009; 36: 4-8.

Pavletic, MM. Técnicas de enxertadura cutanea. In: BOJRAB. Técnica atuais em

cirurgia de pequenos animais. Sao Paulo: Editora Roca; 1996. p.443-45.



109

Pavletic MM. Tegumento. In: Slatter. Manual de cirurgia de pequenos animais. Sao
Paulo: Editora Manole; 1993; p. 255-57.

Piechotta FU, Flemming I. The maximization of wound healing with fibrin glue.
Aesthetic Plastic Surgery. 1983; 7: 81-82.

Pope, E.R. Enxertadura cutanea em malha. In: BOJRAB. Técnica atuais em cirurgia

de pequenos animais. Sao Paulo: Editora Roca; 1996. p.447-51.

Rahal SC, Amaral MSP, Pai VD, Barraviera SRCS, Caporali EHG, Crocci AJ. Effects
of fibrin glue derived from snake venom on the viability of autogenous slpit-thickness
skin graft. J. Venom. Anim. Toxins incl. Trop.Dis. 2004; 10 (2): 161-72.

Rahal SC, Mortari AC, Morishin Filho MM. Mesh skin graft and digital pad transfer to
reconstruct the weight bearin surface in a dog. The Canadian Veterinary Journal.
2007; 48: 1258-60.

Ratner D. Skin grafting: From Here to There. Excision and Repair. 1998; 16 (1): 75-
90.

Rezende MSVM, Silva CAA, Antunes VC, Ribeiro LEF, Tatsui N, Cvintal T. Uso do
concentrado de plaguetas em doenca da superficie ocular. Revista Brasileira de
Oftalmologia. 2007; 66 (4): 257-61.

Saltz R, Sierra D, Feldman D, Saltz MB, Dimick AD, Vasconez LO. Experimental and
clinical applications of fibrin glue. Plastic and Reconstructive Surgery. 1991, 88 (6):
1005-15.



110

Scalfani AP, Romo Il D, Ukrainsky G, McCormick SA, Litner J, Kevy SV, Jacobson
MS. Modulation of wound response and soft tissue ingrowth in synthetic and
allogeneic implants with platelet concentrate. Archives of Facial Plastic Surgery.
2005; 7: 163-69.

Smith SE, Roukis TS. Bone and Wound healing Augmentation with platelet rich
plasma. Clin Podiatr Med Surg. 2009; 26: 559-88.

Shumacher J, Ford TS, Brumbaugh GW, Honnas CM. Viability of split-thickness skin
grafts attached with fibrin glue. The Canadian Veterinary Journal . 1996; 60: 158-69.

Swaim SF. Enxertos cutaneos. In: Slatter. Manual de cirurgia de pequenos animais.
Séo Paulo: Editora Manole; 1993. p. 405-15.

Tridick RT, Warner ED. Fibrin fixation of skin transplants. Surgery. 1943; (15): 90-95.

Vandeput J, Nelissen M, Tanner JC, Boswick J. A review of skin meshers. Burns.
1995; 21 (5): 364-70.

Vendramin FS, Franco D, Nogueira CM, Pereira MS, Franco TR. Plasma rico em
plaguetas e fatores de crescimento: técnica de preparo e utilizacdo em cirurgia

plastica. Revista do Colégio Brasileiro de Cirurgides. 2006; 33 (1): 24-8.

Wilson EMK, Barbieri CH, Mazzer N. Estimulacéo da cicatrizacdo 0ssea pelo plasma
autdgeno rico em plaquetas. Estudo experimental em coelhos. Acta Ortopédica
Brasileira. 2006; 14 (4): 208-12.



111

Whitman DH, Berry RL, Green DM. Platelet Gel: an autologous alternative to fibrin
glue with applications in oral and maxillofacial surgery. Journal of Oral and
Maxillofacial Surgery. 1997; 55: 1294-99.

Zanini M, Machado Filho CDS, Timoner F. Uso de esponja cirurgica para curativo

compressivo de enxerto cutaneo. Anais Brasileiro de Dermatologia. 2004;79:359-62.



