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RESUMO: O plasma rico em plaquetas (PRP) consiste em um concentrado suprafisiolégico de plaquetas extraido a partir do
sangue autégeno do paciente e centrifugado adequadamente. O presente relato descreve a utilizacdo do PRP no tratamento de
ferida cutanea, apos exérese de massa com evolucdo de 4 meses em um cao fémea, da raca Beagle, de 7 anos de idade. Citolo-
gia aspirativa por agulha fina (CAAF) foi realizada na massa e diagndstico sugestivo de neoplasia de anexo cutaneo de baixo
grau foi identificado. O tratamento instituido consistiu na excisdo da massa e aplicacdes topicas e intradérmicas do produto
obtido nos bordos da ferida. A les@o apresentou diminui¢ao da resposta inflamatdria, cicatrizacdo limpa, bordos uniformes,
e auséncia de exsudato purulento, tecido de granulacdo exagerado e complicacdes sob o carater neoplasico da etiologia da
ferida, cicatrizando completamente ap6s 17 dias.

PALAVRAS-CHAVE: Dermatologia. Neoplasia. Plasma rico em plaquetas.

USE OF PLATELET-RICH PLASMA IN THE TREATMENT OF CUTANEOUS WOUND IN DOGS: A CASE
REPORT

ABSTRACT: Platelet-rich plasma (PRP) consists of a supra-physiologic platelet concentrate extracted from the patient’s
autogenous blood, after being properly centrifuged. This report describes the use of PRP in the treatment of cutaneous wound,
after excision of mass with 4-month evolution in a 7-year-old beagle bitch. Fine needle aspiration cytology (FNAC) was
performed in the mass and suggestive diagnosis of cutaneous adnexal neoplasm was identified. The treatment consisted of
mass excision, added by topical and intradermal applications of the studied product in the wound edges. The wound presented
decreased inflammatory response, clean healing, uniform edges, and absence of purulent exudate, exaggerated granulation
tissue or complications under the neoplastic character of the wound, healing completely after 17 days.
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UTILIZACION DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS EN EL TRATAMIENTO DE HERIDA CUTANEA EN
PERRO: RELATO DE CASO

RESUMEN: El plasma rico en plaquetas (PRP) consiste en un concentrado supra fisioldgico de plaquetas extraido a partir
de la sangre autdgena del paciente y centrifugado adecuadamente. El presente relato describe la utilizacion del PRP en el
tratamiento de herida cutanea, tras exéresis de masa con evolucion de 4 meses en una perra, de la raza Beagle, de 7 afos
de edad. Citologia aspirativa por aguja fina (CAAF), se realizo en la masa y el diagnostico sugestivo de neoplasia de anexo
cutaneo de bajo grado fue identificado. El tratamiento instituido consistié en la escision de la masa y aplicaciones tdpicas e
intradérmicas en los bordes de la herida con el producto obtenido. La lesion presentd reduccidn de la respuesta inflamatoria,
cicatrizacion limpia, bordes uniformes, ausencia de exudado purulento, tejido de granulacion exagerado y complicaciones
bajo el caracter neoplasico de la etiologia de la herida, cicatrizando completamente después de 17 dias.

PALABRAS CLAVE: Dermatologia. Neoplasia. Plasma rico en plaquetas.

Introducao

A propria lesdo tecidual, independentemente de sua
causa, inicia o processo de reparagdo do tecido (FOSTER
et al., 2009). Esse processo ¢ equilibradamente coordenado,
a partir da lesdo, a nivel celular, bioquimico e molecular, e
objetiva a cicatrizagdo da ferida, impedindo assim que seja
mantida uma porta de entrada de patdgenos no organismo
(CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

A cicatrizagao de tecidos conectivos ocorre em trés
fases: inflamagdo, proliferagcdo e remodelamento (FOSTER
et al., 2009), e envolve processos complexos e mediado-
res bioquimicos como citocinas e fatores de crescimento

DOI: 10.25110/arqvet.v22i2.2019.6854

(WILLIAMS; MOORES, 2009). A fase inflamatoria € por
vezes subdividida em resposta vascular (hemostasia) e res-
posta celular (inflamacgao), e consiste na ativagao plaquetaria,
que leva a formacao de codgulos de fibrina e secrecdo de
agentes quimiotaticos. Por sua vez, a fase proliferativa con-
siste no reparo das estruturas que foram danificadas (epider-
me, derme e outras estruturas como vasos sanguineos, nervos
e unidades pilo-sebaceas). Enfim, a fase de remodelamento
visa normalizar a espessura da epiderme, contetdo extracelu-
lar e demais estruturas a fim de restabelecé-las o mais proxi-
mo possivel a um estagio pré-ferida (RITTIE, 2016).

No processo de cicatrizagdo podem se desenvolver
dois tipos caracteristicos de reparo tecidual: cicatrizagdo por
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primeira intengdo e por segunda inten¢do. Na cicatrizagdo
por primeira intengdo, verifica-se a formagao de coagulo de
fibrina que une os bordos da ferida. O coagulo seca em sua
superficie, formando uma crosta que bloqueia a lesdo exte-
riormente ¢ auxilia na prevengdo de possiveis infec¢des. A
resposta inflamatéria induz a vasodilatacdo, que permite a
chegada de grande quantidade de células sanguineas e de-
mais substancias ao local da injiria. O edema surge com o
aumento da permeabilidade vascular e novos vasos sangui-
neos crescem para revascularizar a area. A fibrina ¢ degrada-
da e o coagulo ¢ substituido por tecido conjuntivo, resultando
no tecido de granulagdo (COSTA; SANTOS, 2016).

A cicatrizac¢do por segunda inten¢do ocorre de for-
ma parcialmente semelhante a cicatrizagdo por primeira in-
tengdo. As diferengas se estabelecem em fungdo de que nesse
tipo secundario de processo cicatricial, os bordos da ferida
encontram-se distantes e, portanto, as células epiteliais le-
vam mais tempo para regenerar e recobrir a lesdo. Além dis-
so, o grau de resposta inflamatéria ¢ maior e mais detritos
celulares sdo encontrados (COSTA; SANTOS, 2016). Por-
tanto, nessa forma de cicatrizagdo o reparo ¢ lento, passivel
de infeccdes e de formagdo exacerbada de tecido de granula-
¢do (SOUZA et al., 2014).

Segundo Khalil ez al. (2015), os elementos sistémi-
cos que influenciam a cicatrizagdo podem ser divididos em:
fatores que afetam a cicatrizagdo, comorbidades existentes e
medicamentos utilizados. Diante dos mesmos, destaca-se na
clinica de pequenos animais, a idade avangada, a ndo adesao
ao tratamento correto, auséncia de controle eficiente da dor; e
as comorbidades como a hipertensdo, hipotensao e diabetes,
distarbios enddcrinos/metabdlicos, desordens nutricionais,
doengas cardiovasculares, infecgdo, osteoartrite e uso de an-
ticoagulantes.

Em funcdo das dificuldades encontradas em alguns
casos clinicos para a cicatriza¢do adequada de feridas, o Plas-
ma Rico em Plaquetas (PRP) caracteriza terapéutica promis-
sora para acelerar e estimular o processo de cura em lesdes
de pele (MOLINA-MINANO et al., 2009). Este tratamento
consiste na utilizagdo de um concentrado de plaquetas obtido
através da centrifugacdo do sangue anticoagulado autdégeno
do paciente, e possui vantagens de estimular a cicatrizagio
sem ser toxico, sendo o mesmo incapaz de gerar imunorrea-
¢do (TORRIANI et al., 2005, COSTA; SANTOS, 2016).

No processo de lesdo do tecido, a degranulacdo de
plaquetas libera fatores de crescimento na area lesionada e
promove a migragdo e proliferagdo de células, resultando na
formacao de novos vasos sanguineos e tecido de granulagio,
fatores essenciais para o reparo tecidual (SUZUKI; MORI-
MOTO; IKADA, 2013). Assim, por meio da utilizagdo do
PRP alcanga-se concentragdes supra fisioldgicas dos fatores
envolvidos no processo de reparo das lesdes, possibilitan-
do sua aplicagdo diretamente na ferida (RIENZI; MILLER;
CUEVAS, 2016).

As plaquetas secretam diferentes tipos de substan-
cias reparadoras de tecido como proteinas adesivas, fatores
de crescimento e citocinas para ativar e recrutar células como
neutrdfilos, macrofagos e fibroblastos ao local da les@o. Essas
células se ligam a matriz extracelular, se diferenciam (macro-
fagos sdo ativados) e secretam interleucinas (IL-1a, IL-1B) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Além disso, ha secre-
¢do de fator de crescimento de fibroblasto-2 (FGF-2), fator
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de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), e fator de
crescimento transformador beta-1 e -2 (TGF-bl, TGF-B2),
para ativar a sintese de colageno, e ainda a secregdo de fa-
tor de crescimento do endotélio vascular (VEGF), e fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), para ativar a an-
giogénese. Todos esses processos determinam a cicatrizagdo
adequada do tecido lesionado (DREIFKE; JAYASURIYA;
JAYASURIYA, 2015).

Varios estudos acerca da utilizagdo do PRP no tra-
tamento de feridas tém sido realizados. De acordo com as
pesquisas de Tambella et al. (2018) ¢ Martins et al. (2012),
ambos estudos observaram a diminuigdo da resposta infla-
matoria e, durante o periodo aproximado de uma semana, a
auséncia de tecido de granulagdo exuberante além de cica-
trizagdo mais limpa e bordo da ferida mais uniforme. Ostvar
et al. (2015) constataram reducdo significativa da lesdo quan-
do comparada ao controle. Quanto a regeneracdo tecidual,
Ganceviciene ef al. (2012) concluiram que o PRP, quando in-
jetado, promoveu aumento da regeneragdo tecidual, melhora
na vascularizagio tecidual, angiogénese e indugdo da sintese
de colageno por meio da estimulagdo de fibroblastos, e Bar-
rionuevo (2014) verificou que o PRP, independente da fonte,
melhora e acelera o processo de cicatrizagdo, comprovando
seu potencial terapéutico sobre as lesdes cutaneas. Tal pro-
duto bioldgico pode ser utilizado em diferentes areas, tanto
da medicina humana quanto na veterinaria: ortopedia (rege-
neragdo ¢ revascularizagdo de ossos, cartilagens ¢ tenddes),
cirurgia e implantodontia buco-maxilo-facial (regeneracdo
e revascularizacdo de ossos e tecidos moles), oftalmologia
(fechamento de feridas, reepitelizagdo corneal e revascula-
rizacdo) ¢ dermatologia através de aplica¢des topicas ou in-
jecgoes subcutaneas (restitui¢do da matriz, revascularizacdo e
regeneracdo do foliculo piloso) (ETULAIN, 2018).

Considerando as importantes vantagens associadas
ao uso de PRP, como o baixo custo de sua obtengao (PINTO;
PIZANI, 2015), facilidade de aplicagdo, elevada aderéncia
no local da lesdo (YAMADA, 2012), efeito antimicrobiano
contra Staphylococcus aureus ¢ Escherichia coli, ¢ a redu-
¢do potencial do risco de infecgdo por esses microrganismos
(BIELECKI ef al., 2007), desenvolveu-se um protocolo te-
rapéutico utilizando exérese cirirgica com cicatrizagdo por
segunda intengdo em massa tumoral de pele associada a ad-
ministragdo intradérmica e topica de PRP, o qual sera apre-
sentado na forma de relato de caso. O estudo teve o objeti-
vo de analisar a viabilidade técnica, como estudo piloto, da
utilizagdo do referido protocolo de tratamento para estudos
posteriores elaborados com amostragens adequadas, além
de apresentar o processo cicatricial de ferida cutdnea em céo
utilizando o plasma rico em plaquetas como terapéutica prin-
cipal e os resultados de cicatrizagdo obtidos.

Relato do Caso

Foi atendida em uma clinica veterinaria na cidade
de Foz do Iguagu, Parana, uma cadela da raca Beagle, com
sete anos de idade, 12 kg, apresentando massa ulcerada em
face medial de membro posterior direito medindo 2,1 x 2,7
cm (Figura 1), com evolugdo de quatro meses. A tutora rela-
tou tratamento prévio com pomadas antibidticas e cicatrizan-
tes, sem éxito. Citologia aspirativa por agulha fina (CAAF)
foi realizada no tumor e o diagndstico sugestivo de neoplasia
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de anexo cutaneo de baixo grau foi identificado. A tutora ndo
autorizou o exame histopatologico da amostra para confirma-
¢do do diagndstico.

O tratamento instituido consistiu na excisdo do n6-
dulo e cicatrizagdo por segunda intengdo da pele com aplica-
¢do intradérmica e topica de PRP no local da lesdo cirurgica,
utilizando-se como fundamento técnico os estudos realizados
por Lee et al., (2011), e Kim, Park e Park (2009).

O animal foi submetido a avaliagdo hematologi-
ca prévia a cirurgia (hemograma, ureia, creatinina, alanina
transaminase (ALT) e fosfatase alcalina). Todos os indices
encontraram-se dentro dos valores de referéncia para cées,
de forma a classificar sua condigdo pré-anestésica em bom
estado clinico, estavel, de baixo risco anestésico, € assim, o
paciente foi considerado apto para realizar o protocolo anes-
tésico proposto. O protocolo anestésico e analgésico foi re-
alizado mediante sedagdo com Zoletil®50' (0,1ml/kg/IV),
bloqueio local com Lidocaina 2%? (0,2mg/kg) e analgesia
com Dipirona 50%?° (30mg/kg/SC), Tramadol 50mg* (4mg/
kg/SC) e Maxicam 0,2%° (0,2mg/kg/SC).

O protocolo anestésico empregado, composto por
uma associacdo de agente anestésico dissociativo e um ben-
zodiazepinico, exigiu a observagao quanto uma possivel alte-
rag@o no funcionamento do sistema cardiovascular e respira-
torio no transcorrer da anestesia (FANTONI; CORTOPASSI,
2018, p. 457). Esta monitorizagao foi realizada durante toda
a vigéncia anestésica, sendo feita por meio de auscultagdo
cardiaca e pulmonar, com avaliagdo da frequéncia respira-
toria, frequéncia cardiaca, pressdo arterial, tempo de preen-
chimento capilar e aspecto ¢ coloragdo das mucosas do pa-
ciente. Nao houve detecgio de alteragdes cardiorrespiratorias
importantes no periodo cirirgico, sendo o0 mesmo transcorri-
do sem intercorréncias. O periodo de recuperagio anestésica
teve duragdo aproximada de 3 horas, e apesar de se esperar
uma agitagdo nesse periodo, com possivel apresentagdo de
émese, vocalizacdo, movimentos de pedalagem e excitagdo
em geral, em fun¢do do protocolo anestésico utilizado (FAN-
TONI; CORTOPASSI, 2018, p. 459), o paciente recuperou-
-se desse periodo sem intercorréncias, apresentando apenas
leve estado cataleptoide.

1Zoletil 50, Virbac do Brasil Industria e Comércio LTDA., Sdo Paulo — SP.
Lidovet, Laboratorio Bravet LTDA., Rio de Janeiro — RJ.

D500, Zoetis Industria de Produtos Veterinarios LTDA., Campinas — SP.
“Cloridrato de tramadol 50mg/mL, Laboratorio TEUTO Brasileiro LTDA.,
Anapolis — GO.

*Maxicam 0,2%, Ouro Fino Satde Animal LTDA., Cravinhos — SP.
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Figura 1: Massa ulcerada em face medial de membro poste-
rior direito de um cdo da raga Beagle com sete anos de idade.
A)2,7cm, B) 2,1 cm.

Fonte: Arquivo pessoal

Para extracdo do PRP, 10 mL de sangue periféri-
co foram coletados da veia jugular externa e acondicionados
em frascos contendo anticoagulante citrato de sodio a 3,2%
(SANTOS, 2016). A primeira etapa da centrifugagdo se deu
a 400g (Centrifuga Clinica Centribio/Daiki 80-2B) durante
10 minutos para formagdo de dois niveis, um superior com
coloragdo amarelada denominada plasma pobre em plaquetas
(PPP) e um inferior avermelhado (Figura 2A).

Toda a fracdo do plasma e mais 200uL da fragdo
vermelha foram alocados em novos tubos contendo antico-
agulante citrato de sodio a 3,2% e passaram por segunda
centrifugagdo a 400g durante 10 minutos (adaptado de Bar-
rionuevo, 2014). O PPP foi desprezado ¢ a por¢do averme-
lhada inferior foi aspirada, totalizando 1 mL de PRP (Figura
2B). As aplicagdes topicas e intradérmicas foram realizadas
de trés a cinco dias, na clinica, durante 17 dias, totalizando
cinco aplica¢des. Durante tratamento ndo foram administra-
dos antibidticos ou anti-inflamatoérios ¢ a limpeza da ferida
era realizada diariamente pela tutora com solucao fisiologica.

Figura 2: Niveis do plasma evidenciados ap6s primeira cen-
trifugag@o (A) e segunda centrifugacdo (B). Em A, apoés se-
paragdo do plasma, 200 pL da fragdo vermelha foi submetida
a segunda centrifuga¢do. Apds segunda centrifugacao (B),
camada superior (PPP) foi desprezada e PRP foi coletado
para aplicacao.

Fonte: Arquivo pessoal
Resultados

Apos 17 dias de tratamento, a ferida apresentou as
seguintes medidas: dia 0 (2,1 x 2,7 cm), dia 3 (1,5 x 2,1 cm),
dia 6 (1,4 x 1,5 cm), dia 11 (0,6 x 0,8 cm), dia 14 (0,1 x 0,5
cm), tendo cicatrizado completamente no dia 17 (Figura 3).
A lesdo ndo apresentou sinais de infecgdo ou exsudato puru-
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lento mesmo na auséncia de antibioticos e manifestou boa
qualidade de tecido cicatricial, além de tempo transcorrido
satisfatorio (Figura 4).

Figura 3: Tabela de progressao da contragao tecidual ao
longo tratamento.

3

2,5

—— Altura

ke 14 —B-Largura

DIA

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 4: Progressdo da contracdo tecidual ao longo do tra-
tamento, totalizando 17 dias.
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Fonte: Arquivo pessoal

Discussao

Uma das principais preocupagdes na utilizagdo
do PRP no referido paciente foi o diagnéstico sugestivo de
origem neoplasica da ferida (neoplasia de anexo cutaneo de
baixo grau), mas apesar da preocupag@o acerca de um pos-
sivel efeito carcinogénico local ou sistémico relacionado a
grande quantidade de fatores de crescimento encontrados no
PRP (DIGIOVANNI et al., 2000), a ferida ndo apresentou
qualquer prolifera¢do indesejada ou indicio de recidiva, ci-
catrizando de forma esperada 17 dias apds exérese tumoral.

Considerando a literatura especializada consultada,
e dentre estes, os estudos com utilizac¢do criteriosa de PRP
em terapia de feridas em caes, elencamos alguns trabalhos
publicados e os comparamos aos resultados obtidos pelo pro-
tocolo experimental instituido no relato de caso.

Um estudo realizado por Kim, Park e Park (2009)
relata o tratamento de lesdo extensa em um cdo, apos exérese
de cisto folicular em cauda. Neste estudo a metodologia de
obtengdo do PRP se desenvolveu mediante coleta de 8 mL
de sangue do paciente, acondicionados em tubo contendo
citrato de sodio e centrifugados primeiramente por 10 minu-
tos a 629 g. Apos a separagdo das duas camadas, o PRP foi
removido com auxilio de uma pipeta, misturado com 200uL
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da parte inferior e centrifugado novamente a 1233 g por 15
minutos. O produto obtido foi adicionado a uma mistura de
igual volume de solugao salina estéril com 10% de cloreto de
calcio. O sangue da lesdo necrdtica foi adicionado a mistura,
resultando em um gel de PRP (0,1 mL) utilizado nas aplica-
¢des topicas. Como resultado, a ferida média 2,5 x 3 cm e,
apesar de apresentar-se eritematosa e exsudativa apds o dia
2, regenerou-se completamente apds 4 semanas. Os pesqui-
sadores concluiram que o tratamento topico pode ser seguro
na cicatrizagdo de feridas demoradas.

Apesar do protocolo experimental instituido no
relato de caso ter obtido resultados finais similares quando
comparado ao referido estudo de Kim, Park e Park (2009),
observa-se que no relato destes pesquisadores foi utilizada
uma metodologia de obtencdo e preparo do PRP distinta do
protocolo experimental instituido no relato de caso, o que di-
ficulta inferéncias mais concretas na comparagdo do referido
estudo ao nosso protocolo.

Outro estudo utilizando-se PRP em cées, igualmen-
te consistente, foi analisado e comparado ao protocolo expe-
rimental instituido no relato de caso: o estudo desenvolvido
por Zubin et al. (2015). Estes pesquisadores reportaram o
manejo de grande lesdo cutanea em cdo, apds atropelamento.
Neste estudo, associaram as aplicagdes de PRP com células
tronco derivadas de tecido adiposo (MSCs). O PRP foi pre-
parado apos coleta de 25-30 mL de sangue acondicionados
em tubos contendo citrato fosfato dextrose. A primeira cen-
trifugagdo se deu a 150 g durante 30 minutos e a fragdo en-
riquecida com plaquetas foi centrifugada novamente a 800
g durante 15 minutos. A ferida (30x35 cm) cicatrizou por
completo apos 3 meses e nunca apresentou sinais de infec¢do
ou necrose. Apesar da metodologia deste relato ndo consistir
apenas na utilizacdo do PRP, quando comparamos o seu re-
sultado obtido ao do protocolo experimental instituido no re-
lato de caso, também verificamos similaridades de resultado,
ou seja, a ndo ocorréncia de infec¢do e necrose, ¢ obtengdo
de cicatrizagdo adequada.

Ainda, verificamos que os resultados obtidos em
nosso protocolo experimental foram similares aos obtidos
por Martins et al. (2012) na utilizacdo de PRP, porém em
equinos, onde verificou-se diminuigdo da resposta inflamato-
ria, cicatrizagdo mais limpa, bordos da ferida mais uniformes
¢ auséncia de exsudato purulento.

Finalmente, constatamos que um dos grandes desa-
fios no estudo da utilizagdo do PRP como terapia ¢ a falta de
padrdo de técnicas de preparagdo e da auséncia de ensaios
randomizados de forma a possibilitar inferéncias mais con-
cretas (ETULAIN, 2018). Outra limitagdo ¢ a existéncia de
poucos estudos avaliando a habilidade do PRP em cicatri-
zar feridas cutaneas nas espécies alvo do estudo, cées e ga-
tos, tornando escassas as comparagdes entre os casos (KIM;
PARK; PARK, 2009).

Conclusao

Apos a realizagdo de um tratamento associativo de
exérese de massa neoplasica e cicatrizagdo por segunda in-
tencdo com a aplicagdo topica e intradérmica de PRP, consta-
tou-se os seguintes fatos:

Posteriormente a utilizagdo do protocolo de ob-
tencdo do PRP, a ferida apresentou diminui¢do da resposta
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inflamatoria, cicatrizagdo limpa, bordos da ferida uniforme
¢ auséncia de exsudato purulento ou tecido de granulagdo
exagerado, ¢ ainda com auséncia de complicagdes sob o
carater neoplasico da etiologia da ferida. Entretanto, apesar
da adequagdo dos resultados para um estudo piloto, sabe-se
que ha necessidade de ajustes na amostragem de cdes com as
mesmas caracteristicas clinicas para uma analise mais apro-
fundada, no sentido de comparar efeitos de animais tratados
e ndo tratados em uma amostra de individuos estatisticamen-
te relevante.

Destaca-se a evidente dificuldade de analise de re-
sultados imposta pela auséncia de uma técnica padrdo para
preparagdo do plasma rico em plaquetas. Essa situagdo se
torna um desafio a ser enfrentado e ultrapassado para o apri-
moramento dos estudos acerca desta terapéutica em caes.

Em func¢do da simplicidade metodologica de obten-
¢do e aplicacdo do plasma rico em plaquetas instituido neste
relato de caso, sugerimos sua utilizagdo em grupos de ani-
mais de mesmas caracteristicas clinicas em uma amostragem
maior ¢ estatisticamente determinada para estudos compara-
tivos entre animais tratados e ndo tratados com PRP, para a
validacdo dos resultados.
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