UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

PLASMA RICO EM PLAQUETAS EMPREGADO NA
CIRURGIA RECONSTRUTIVA EM COELHOS (Oryctolagus
cuniculus): AVALIACAO DA EXEQUIBILIDADE DA
TECNICA, ACHADOS MACROSCOPICOS E
HISTOPATOLOGICOS

Josiane Morais Pazzini

Médica Veterinaria

2014



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

PLASMA RICO EM PLAQUETAS EMPREGADO NA
CIRURGIA RECONSTRUTIVA EM COELHOS (Oryctolagus
cuniculus): AVALIACAO DA EXEQUIBILIDADE DA
TECNICA, ACHADOS MACROSCOPICOS E
HISTOPATOLOGICOS

Josiane Morais Pazzini
Orientador: Prof°® Dr. Andrigo Barboza De Nardi

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para obtencao do titulo de Mestre em
Cirurgia Veterinaria.

2014



P348p

Pazzini, Josiane Morais

Plasma rico em plaquetas empregado na cirurgia reconstrutiva em
coelhos (Oryctolagus cuniculus): Avaliagdo da exequibilidade da
técnica, achados macroscopicos e histopatolégicos / Josiane Morais
Pazzini. — — Jaboticabal, 2014

xvi 88f.:1il. ;28 cm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2014

Orientador: Andrigo Barboza De Nardi

Banca examinadora: Paola Castro Moraes, Geérgia Modé
Magalhées

Bibliografia

1. Cirurgia reconstrutiva. 2. Coelhos. 3. Ferida. 4. Neo-
vascularizagdo. . Titulo. Il. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias.

CDU 619:617:636.92




DADOS CURRICULARES DA AUTORA

JOSIANE MORAIS PAZZINI - filha de Antonio Celso Pazzini e Roseli Prado
de Morais Pazzini, nasceu em Sao José dos Campos — SP, no dia 02 de
Dezembro de 1988. Formada pela Faculdade Doutor Francisco Maeda —
FAFRAM, em julho de 2012. Em agosto de 2012 iniciou o curso de Mestrado
em Cirurgia Veterinaria, Area de Concentracdo em Cirurgia Experimental,
pela Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de
Jaboticabal, SP. Atende no Servico de Oncologia Veterinaria na Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboticabal, SP.



Dedicatoria

Dedico este trabalho aos meus pais

Antdnio Celso Pazzini e Roseli Prado de Morais Pazzini,
e a minha irma Juliana Morais Pazzini,

gue com amor e carinho

sempre me apoiaram na realizagdo do meu sonho



AGRADECIMENTO ESPECIAL

Ao meu orientador
Prof° Dr. Andrigo Barboza De Nardi
Pela sua orientagéo, incentivo, amizade e contribuigdo na minha

formacéo profissional



AGRADECIMENTOS

A DEUS que sempre esteve me guiando e iluminando durante o caminho para que
tudo desse certo.
Aos meus familiares pela forca e incentivo na minha formacgéo.
Ao meu namorado Eduardo pela forca, carinho e compreensao durante toda essa
caminhada.

Aos amigos e companheiros das cirurgias, anestesiologia, patologia e estatistica,
Rafael Ricardo Huppes, Camila Pinto Baltazar da Silveira, Marilia Ferreira, Ana
Paula Gering, Mayara Luzzi, Rafaela Viéra Bortolotti, Roberta Renzo, Romeu dos
Santos, Jodo Ademir de Oliveira.

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria, Servico de Oncologia Veterinaria e a P0s Graduacéo.
Aqueles que, direta e indiretamente, colaboraram para que este trabalho fosse

realizado.



viii

SUMARIO
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt e e e Xi
LISTA DE FIGURAS . ...ttt e et e et e e e e Xi
LISTA DE TABELA . ... ettt e et e e e e e XVi
CAPITULO 1 — CONSIAEraghes GEIAIS .........c.eeureveereireereeieereeteeseeseesesseeessessessessesaesseans 1
1.0 INEFOTUGED .. 1
1.2 REVISE0 0 ITEIATUIA. ... .. 2
L.2.0 FOIAAS ... 2
1.2.2 Cicatrizag8o das feridas..........ooooeeeeii i 2
1.2.31rmigag8o da Pele ..o 6
1.3 CIRURGIAS RECONSTRUTIVAS ...t 7
1.4 PLASMA RICO EM PLAQUETAS ...ttt 9
1.4.1 Obtencado do plasma rico em plagqUetas.............uuceeiieeeeiieeeiiiiiie e 9
1.4.2 Mecanismo de ativacao das plaquetas .............cceeiviieiiiieeeiiiiiie e 11
1.4.3 FAtOr de CreSCIMENTO .....eeviieeiiiiiiiirie et e e e e e s e e e e e e e e e e 11
1.5 RETEIENCIAS ...coeeiiiiitteie ettt e e e e e e e eeas 13

CAPITULO 2 - Utilizacdo de plasma rico em plaquetas para estimulacdo da
angiogénese em flape de padrdo axial toracodorsal em coelhos (Oryctolagus

(oL 1 (o1 ] ) OSSR 19
RESUMO ...t e e e e e e e e e e e e 19
AB ST R A CT ettt e et e e et e e e e e e e e ennaaas 21
P20 I 11 (0T U o= T LRSS 23
2. 2 Material € METOTO. ........uueeieiieeeii ittt e e e e s 24
2.2.1 INSTAIAGOES ... et 24
2.2.2 SElECA0 A0S PACIENTES ... et e e e e e 24
2.2.3 GrupOS EXPEMHMENTAIS ....uiieeeeieeeeiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e s s 25
2.2.4 Protocolo anestésico e obtencdo do plasma rico em plaguetas.................... 25
2.2.5 ProcedimentO CirUIQICO. .......ccciiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e 27
2.2.6 POS-0PEIAtONIO. .. ..coeeiiiiiii e e e e 31

2.2.7 Curativos e avaliaGao MacCrOSCOPICA .........uvvvveieieieiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 32



2.2.8 Eutanasia e colheita de material ...........cccccoiiiiiiiiiiiiie e 33
2.2.9 AvaliagBes MICIOSCOPICAS ...ceeeeiiiuiitirieieaeee e e ettt ee e e e e e e e s s siabee e e e e e e e e e aeanneees 34
2.2.10 ANALISE ESALISHICA ....uvvveeeiiiie et 35
2.3 RESUItAOS € DISCUSSAO .......ceeieeeieeeeee e 36
2.3.1 Preparagdo dO PRP ........oooiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 36
2.3.2 AVAlIAGAD FISICA ...eee et 39
2.3.3 AVAliaGa0 MACIOSCOPICA. . .eeeieeeeeiiiiiitieeeeee e e e e e ettt et e e e e e e e s et eeeeeaeeeaaannneees 40
2.3.4 AValiaGa0 MICTOSCOPICA . .. ueeeeeeeeeiiiiititieeeaeee e e e ettt e e e e e e e s s e ennbbeeeeeeeaaeeeaaannneees 51
2.4 CONCIUSDES. ... 60
2.5 RETEIENCIAS ... 61
A NN |5 L PSPPI 66
NN | 5 N | PP UPPRPT 67
AN | 0 1 PP 68
ANEXO [V e 69
CAPITULO 3 — Método de obtencdo do plasma rico em plaquetas em coelhos
(Oryctogalus CUNICUIUS) ...ceeveiiiiie ettt e e e e e et a e e e e e e e eeenannn s 70
RESUMO ... e e e e e e e e e e e e e 70
AB ST RA CT ettt e e e e e e 71
G 700 I 1 11 o o [ o> Vo RSP 72
3.2 Material € MELOUO. ...t e e e e 73
3.2.1 SEleCA0 dOS PACIENTES .....coieeeiiiiiei e e e e e e e e e e 73
3.2.2 Obtencéo do plasma rico em plaquetas........ccccoeeevvveeiiiiiiiiii e, 74
3.2.3 ANAIISE EStALISHICA. ... et 78
3.3 RESUItAAOS € DISCUSSAO ......ueeeiiiieeiiiiiiiiiiee et e e e e e sttt e e e et e e e e e e e e nneees 79
3.4 CONCIUSDES. ...ttt ettt e ettt e e e e e e et r e e e e e e e e e e nneees 84

B REIEIENCIAS ... e e e 85



AV

STATAY UN.IVERSiDADE ESTADUAL PAULISTA 5/ fonosp

u n e s p " “JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Jaboticabal

aborncabal

CEUA — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 028406/12 do trabalho de pesquisa
intitulado “Estimulagdo da angiogénese com plasma rico em plaquetas, em
cirurgias reconstrutivas”, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Andrigo Barboza
De Nardi estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal,
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao (COBEA) e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), em reunido ordinaria de 14
de janeiro de 2013.

Jaboticabal, 14 de janeiro de 2013.

i AN I —%\7 \ =
Prof. Dr. Mateus José Rodrigues Paranhos da ;osta
Vice-Coordenador - CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n CEP 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
Tel. 16 3209 2600 - fax 16 3202 4275 www.fcav.unesp.br



LISTA DE ABREVIATURAS

cm: Centimetro

EGF: Fator de crescimento de endotelial

Fcs: Fator de crescimento

FGF: Fator de crescimento fibroblastico

GC: Grupo controle

GPRP: Grupo plasma rico em plaquetas

HE: Hematoxilina e eosina

IGF: Fator de crescimento semelhante a insulina
kg: Quilograma

KGF: Fator de crescimento de queratindcitos
L: Litro

mg: Miligrama

min: Minuto

mL: Mililitro

mm: Milimetro

PDGF: Fator de crescimento derivado das plaquetas
PPP: Plasma pobre em plaquetas

PRP: Plasma rico em plaquetas

RPM: Rotacéo por minuto

TGFB: Fator de crescimento tranformador beta
pum: micrémetros

uL: microlitros

VEGF: Fator de crescimento endotelial vascular

Xi



Figura 2.1

Figura 2.2

Figura 2.3

Figura 2.4

Figura 2.5

LISTA DE FIGURAS

Imagens fotogréficas e esquema ilustrativo da diérese do
procedimento cirdrgico de reconstrucdo em coelhos (Oryctolagus
cuniculus) realizado no Hospital Veterinario da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2003......... i
Imagens fotograficas e esquema ilustrativo da sintese do
procedimento cirargico de reconstru¢cdo em coelhos (Oryctolagus
cuniculus) realizado no Hospital Veterinario da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2013.......ccoouiiiiiiii s
Imagem fotografica da aplicacdo do gel de plasma rico em
plaquetas em coelhos (Oryctolagus cuniculus) confeccionado no
Laboratério de Patologia Clinica do Curso de p6s Graduacdo em
cirurgia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal,

Resultado da centrifugacdo para confeccionar o PRP em coelhos
submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital
Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013.................c........
Resultado da avaliagdo do ganho de peso médio no 1° e no 14°
dia dos grupos experimentais submetidos ao procedimento de
cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2013........coooiiiiiiii

xii

29

30

31

38



Figura 2.6

Figura 2.7

Figura 2.8

Figura 2.9

Figura 2.10

Imagens fotograficas demonstrando as varidveis macroscopicas
em coelhos (Oryctolagus cuniculus) com 14 dias, que foram
significativas entre o0s grupos (p<0,05) submetidos ao
procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp,
Campus de Jaboticabal, 2013..........ccoeieiiiiieeiieeeeee e
Imagem fotografica demonstrando auséncia de rubor, necrose e
integridade da pele em coelhos (Oryctolagus cuniculus) no 3° dia
de pGs operatério no GC submetidos ao procedimento de cirurgia
reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2003.... ...
Resultados da avaliacdo de exsudato em coelhos (Oryctolagus
cuniculus) no 3° dia de poOs-operatorio nos grupos experimentais
GPRP e GC submetidos ao procedimento de cirurgia
reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2013........ccooiiiiiii i
Resultados da avaliacdo de exsudato em coelhos (Oryctolagus
cuniculus) no 7° dia de poOs-operatdrio nos grupos experimentais
GPRP e GC submetidos ao procedimento de cirurgia
reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2013.......cccoiiiiiiiiii

Resultados da presenca de rubor no 7° dia de p6s-operatdrio nos
grupos experimentais GPRP e GC submetidos ao procedimento
de cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2013.........oo

xiii

41

42

43

44



Figura 2.11

Figura 2.12

Figura 2.13

Figura 2.14

Figura 2.15

Resultados da coloracdo da pele em coelhos (Oryctolagus
cuniculus) no 14° dia de pos-operatorio nos grupos experimentais
GPRP e GC submetidos ao procedimento de cirurgia
reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2013......c.u i
Resultados da presenca de exsudato em coelhos (Oryctolagus
cuniculus) no 14° dia de pOs-operatdrio nos grupos experimentais
GPRP e GC submetidos ao procedimento de cirurgia
reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2003 .. ..o
Aspecto histologico da Intensidade de proliferagcdo vascular na
porcado distal do flape no grupo GC e GPRP submetidos ao
procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp,
Campus de Jaboticabal, 2013.........c.ccccoiiiiiiieeeeeeeeeee e
Aspecto histologico da presenca de reacdo inflamatoria em
coelhos (Oryctolagus cuniculus). Fotomicrografia O6ptica da
derme de animais do GPRP submetidos ao procedimento de
cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2013.......ccoouiiiiiii s
Aspecto histologico da proliferacdo de colageno, fibroblastos e
hemorragia em coelhos (Oryctolagus cuniculus).
Fotomicrografia 6ptica da derme de animais do GPRP e GC
submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital
Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal,

Xiv

46

a7

51

53



Figura 2.16

Figura 2.17

Figura 2.18

Figura 3.1

Figura 3.2

Aspecto histolégico da intensidade de reepitelizagcdo em coelhos
(Oryctolagus cuniculus). Fotomicrografia 6ptica da porgéo distal
derme de animais do GPRP submetidos ao procedimento de
cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2013........cooo
Aspecto histologico de epitélio alterado em coelhos (Oryctolagus
cuniculus). Fotomicrografia Optica da derme de animais do GC
submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital
Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal,

Aspecto histologico de necrose em coelhos (Oryctolagus
cuniculus).. Fotomicrografia 6ptica da derme de animais do GC
submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital
Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal,

Imagens fotograficas das etapas de obtencdo do PRP em
coelhos no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2013.......ccoiuiiiiiiii
Resultado da centrifugacdo para confeccionar o PRP em coelhos
submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital
Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal,

XV

57

58

59

76



Tabela 2.1

Tabela 3.1

LISTA DE TABELA

Resultados da contagem plaquetaria das amostras sanguineas
de coelhos utilizadas para o preparo do PRP e quantidade de
plaguetas obtidas apds o enriquecimento realizado no Hospital
Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal,

Resultados da contagem plaquetaria das amostras sanguineas
de coelhos utilizadas para o preparo do PRP e quantidade de
plaquetas obtidas apds o enriquecimento realizado no Hospital
Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013.......................

XVi

36



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1.1 Introducgéo

As feridas de pele apresentam alta prevaléncia no atendimento clinico de
pequenos animais. As lesbes mais frequentes sdo de origem traumatica, por
atropelamento, mordedura, projétil balistico, quedas, queimaduras, assim como as
lesBes neoplasicas. No entanto, diante de feridas de grandes extensdes se faz
necessario 0 uso de técnicas cirargicas reconstrutivas, a fim de permitir que o
paciente retorne sua rotina normal com maior rapidez e com resultados estéticos
satisfatorios. O importante em cirurgias reconstrutivas é escolher a técnica mais
apropriada para cada situacéo, evitando o aparecimento de complicacbes e custos
desnecessarios (FOSSUM 2007; PAVLETIC 2010).

Em virtude de muitos problemas relacionados com a neo-vascularizagdo em
procedimentos cirargicos, alguns estudos ja foram realizados em diversas areas
médicas, principalmente em ortopedia e odontologia, com o plasma rico em
plaquetas (PRP) (SILVA et al., 2011; VENDRUSCOLO et al., 2012; GARCEZ et al.,
2013). Esse produto € resultado do processamento do sangue do paciente em
centrifugas que promovem a separacao dos seus constituintes e permite a extracao
do plasma com uma concentracdo maior de plaquetas. Estudos tém sugerido que a
utilizacdo do plasma de plaquetas potencializa o processo de cicatrizacao tecidual,
por meio da liberacdo de mediadores bioldgicos denominados fatores de
crescimento no local da aplicacédo. Acredita-se que eles sejam capazes de estimular
varios processos envolvidos na recuperacdo tecidual entre eles a mitose e
diferenciacao celular, a quimiotaxia e angiogénese (SOMMELING et al., 2013).

Dessa forma, delineou-se um estudo a fim de utilizar o gel produzido a partir
do plasma rico em plaquetas (PRP) em cirurgias reconstrutivas, para avaliar a
possibilidade de favorecer a integracdo do retalho no leito receptor por meio da
estimulagcdo da angiogénese, bem como a reducdo de necrose na extremidade dos

flapes.



1.2 Revisao de literatura

1.2.1 Feridas

De acordo com Slatter (2007), ferida € uma leséo ocasionada pela perda da
continuidade normal do tecido. J& o trauma, por definicdo, consiste de leséao fisica ou
ferimento causado por forga externa ou violéncia. No entanto, o trauma é usado para
indicar os aspectos gerais de uma lesédo fisica, enquanto ferida é usado para
descrever com maior especificidade a lesédo (PAVLETIC, 2010).

As feridas na pele, tecido subcutaneo, e musculatura estdo entre as lesdes
mais comuns na veterinaria, e podem ser divididas em duas categorias: acidentais e
cirargicas. As acidentais sdo decorrentes da acdo de um agente fisico do meio
exterior, como lesdes provocadas por acidentes automobilisticos, traumas,
mordedura, e arma de fogo. As feridas cirargicas compreendem nao apenas as
resultantes de intervencao cirargica, mas também aquelas ocasionadas por métodos
terapéuticos como injecdo, puncdo, bidpsia, desbridamento ou exérese cirurgica
(REMY, 1994).

Todas as feridas séo resultados da absorcdo da energia transferida para o
corpo, seja a partir de um projétil, corrente elétrica, ou pelo cirurgido por meio do
bisturi. A gravidade da lesdo depende da forca da fonte de energia, como é
dispersado para o corpo, e o tecido especifico que ira absorver a energia. O
conhecimento dos processos de reparacdo de feridas € essencial para que haja
abordagem cuidadosa no tratamento (PAVLETIC, 2010).

1.2.2 Cicatrizacéao das feridas

De acordo com Albuquerque e colaboradores (2008), a cicatrizacdo de feridas
€ resultado do conjunto de fendmenos celulares, moleculares, fisiolégicos e
bioquimicos, que por meio da quimiotaxia, neovascularizacdo, proliferagéo, depoésito

e reorganizacgéo da matriz extracelular levam a reparacao da ferida.



Um ponto importante no processo de cicatrizacdo é a angiogénese, a qual
consiste na formacdo de novos vasos. E responsavel pela sobrevivéncia dos
fibroblastos, os quais necessitam de circulagdo adequada para se multiplicarem e
sintetizarem o coladgeno, auxiliando no processo de reepitelizagdo (PAVLETIC,
2010).

Durante a cicatrizacdo das feridas ocorrem trés processos fundamentais na
consolidacdo da leséo, a inflamacao, a proliferacéo (reepitelizacdo, sintese da matriz
e neo-vascularizagcdo) e maturacdo. Entretanto, isso ndo significa que as fases
acontecam em uma sequéncia, sendo assim, na maioria das vezes sdo fendmenos
gue ocorrem concomitantemente (TAZIMA et al., 2008).

A fase inflamatdria tem como caracteristica ativar o sistema de coagulacéo,
promover o desbridamento e defender a ferida contra bactérias. Essa fase €
caracterizada pelos sinais comuns do processo inflamatorio: calor, rubor, dor e
tumor, que ocorrem principalmente pela vasodilatacdo local, extravasamento de
liquido para o espaco extravascular e a oclusédo dos vasos linfaticos (SWAIM, 1980).

Segundo Slatter (2007), a fase inflamatdria da cicatrizac&o inicia-se no exato
momento da lesdo, ocorrendo a liberagéo de células inflamatérias no tecido, devido
a hemorragia. Nessa fase ocorre a hemostasia do local lesionado por meio da acéo
de mediadores quimicos oriundos da degranulacdo dos mastocitos (LEFKOVITS et
al., 1995). Depende da atividade plaquetaria e da cascata de coagulacao
(TERKELTAUB et al., 1998). O resultado dessa sequéncia € a formacao do trombo
hemostatico rico em plaquetas, que provisoriamente tampona a lesdo endotelial
(LEFKOVITS et al., 1995).

Em seguida, as plaguetas sdo ativadas por grande numero de substancias
agonistas presentes na matriz subendotelial e na corrente sanguinea. O colageno
subendotelial exposto pela ruptura do vaso e a trombina gerada pelos processos de
coagulacao sao fortes agonistas da ativacdo e agregacao plaquetérias e ativacdo do
processo de coagulacdo, transformando o fibrinogénio em fibrina, iniciando a
formacdo de matriz provisoria (DAVIES, 1990). Nesta etapa ainda ocorrem o0s

eventos inflamatérios, predominando a fagocitose através de células granulociticas



(polimorfonucleares) e macréfagos (mononucleares), caracterizando-se assim as
etapas granulocitica e macrofagica, respectivamente (SLATTER, 2007).

De acordo com Slatter (2007), na etapa granulocitica, ocorre atracdo dos
neutroéfilos por substancias quimiotaticas decorrentes dos produtos da clivagem dos
complementos C3a e Cba, da fibrina e do colageno que se desenvolvem durante a
agregacao plaguetaria e a coagulacdo sanguinea. ApdOs atingirem o local da leséo,
liberam enzimas proteoliticas como as colagenases, as elastases e as hidrolases
acidas. Devido a presenca de todos estes elementos, o resultado € a ocorréncia da
fagocitose das bactérias, a decomposicao de tecido necroético e a limpeza da area
lesada.

Na etapa macrofagica, os macréfagos séo atraidos para o local lesionado
pelos mesmos fatores quimiotaticos dos granuldcitos. Na éarea lesada, os
macréfagos sao responsaveis pela fagocitose e também secretam substancias
biologicamente ativas como as proteases (enzimas digestivas) que atuam na
remodelacdo da matriz extracelular; eles liberam também substancias vasoativas e
diversos fatores de crescimento, que desempenham papel importante nas fases
subsequentes do processo (RODRIQUES et al., 2001; CANDIDO, 2007).

A fase proliferativa € responsavel pela unido das bordas da lesdo. Nessa fase,
0S eventos importantes que ocorrem sdo a fibroplastia, neo-angiogénese, e
reepitelizacdo. A fase de fibroplastia € de intensa sintese de colageno, o qual &
responsavel pela forca da cicatriz e é substituido ao longo das semanas devido a
formacédo de ligacéo cruzada entre os feixes de colageno (MEDEIROS, 2005).

A formacdo de tecido de granulacdo (fibroblastos, células inflamatérias,
componentes neovasculares, fibronectina, glicosaminoglicanas e colageno) € muito
importante, e os fibroblastos estdo diretamente relacionados com a formacéo desse
tecido de granulacdo. Além de produzir coldgeno, o fibroblasto produz elastina,
fibronectina, glicosaminoglicanas e proteases, responsaveis pelo desbridamento e
remodelamento fisioldgico (VAN WINKLE, 1967). A eficiéncia de todas as atividades

exercida pelo fibroblasto € necessaria na formacdo de novos vasos sanguineos
(KNIGHTON et al., 1981).



A neo-angiogénese compreende a formacdo de novos vasos sanguineos,
responsaveis em manter o ambiente da cicatrizacdo da ferida. Os novos vasos se
formam em virtude de brotos endoteliais sélidos, capazes de migrar da periferia da
ferida para o centro, sobre a malha de fibrina depositada em seu leito (MEDEIROS,
2005). A formacdo de neocapilar nesta fase resulta da liberacdo de fatores
angiogénicos secretados pelos macrofagos que estimulam a proliferacdo de células
endoteliais dos vasos sanguineos (TAZIMA, et al., 2008).

Entretanto, a angiogénese é um processo complexo e depende de quatro
fenbmenos interrelacionados como: alteracdo no fendtipo celular, quimiotaxia,
estimulacdo mitogénica e desenvolvimento local de uma matriz extracelular. O
crescimento e os fatores quimiotaticos ocorrem dentro da ferida através da liberacéo
de enzimas endoteliais, porém o ambiente local da ferida também é visto como um
agente potencializador da angiogénese, através de alguns fatores que ocorrem
como a pressao diminuida de oxigénio, presenca de aminas e acido latico. Esta
condicao de hipoxia, e altas concentraces de acido lactico sédo capazes de atrair os
macréfagos para produzirem e secretarem fatores angiogénicos para a ferida
(PAVLETIC, 2010).

Sob estimulo de fatores de crescimento e de outros mediadores, as células
endoteliais do interior de capilares intactos nas margens da ferida passam a secretar
colagenase e ativador de plasminogénio. Essas enzimas promovem hidrolise da
membrana basal, liberando as células endoteliais, que permitem a migracdo e
proliferacdo, formando novos vasos que migram em direcdo a regido da lesdo. As
células endoteliais migratérias formam no exterior do vaso um broto capilar que em
seguida uni-se ao capilar de onde eram originarias para o restabelecimento do fluxo
sanguineo (OLIVEIRA et al., 2010).

Ja a fase de reepitelizacdo ocorre nas primeiras 24 a 36 horas apos a leséo.
Nessa fase, ocorre a migracédo de queratinécitos nao danificados para as bordas da
ferida e dos anexos epiteliais, 0os quais sdo responsaveis em restabelecer a
integridade da epiderme e da derme, caracterizando-se pela granulagédo e
reepitelizacdo do tecido. A proliferacdo epitelial € proveniente da estimulagéo

mitogénica e quimiotatica do fator de crescimento transformador beta (TGFp), fator



de crescimento de epitelial (EGF) e fator de crescimento de queratindcitos (KGF)
gue serdo responsaveis pela proliferacdo das células do epitélio, sendo capazes de
sintetizar diversas citocinas que estimulam a cicatrizacdo das feridas (MEDEIROS,
2005).

A fase de maturacdo ou contracdo ocorre por volta da 32 semana, sendo
caracterizada pelo aumento da resisténcia, sem aumento da quantidade de
colageno. Nessa fase, ocorre um processo de substituicdo dos tecidos lesados por
cicatriz funcional (TAZIMA et al., 2008). A contracdo envolve o movimento do tecido
existente na borda da ferida, e ndo a formacao de nova pele (SWAIM, 1980).

Ao final desta etapa, o leito da ferida esta completamente preenchido pelo
tecido de granulacédo, a circulacéo € restabelecida pela neovascularizacdo e a rede
linfatica estd se regenerando. Lentamente, o tecido de granulacdo é enriquecido
com mais fibras de colagenas comecando a melhorar a aparéncia da cicatriz devido
ao acumulo de massa fibrosa (GUIDUGLI-NETO, 1987).

1.2.3 Irrigacédo da pele

A irrigacdo da derme ocorre por meio da microcirculacdo cutanea, por
pequenas artérias terminais que se ramificam progressivamente até originarem as
arteriolas e metarteriolas e por fim, os capilares. Os capilares arteriais desembocam
no sistema vascular venoso, dando origem as pré-vénulas, vénulas e pequenas
veias (SLATTER, 2007).

Os vasos cutaneos sdo formados pelo plexo subdérmico, cutdneo e
subpapilar. O subdérmico € caracterizado por ser o mais profundo, responsavel em
nutrir glandulas, foliculo piloso e seus musculos eretores. Os vasos cutaneos sao
classificados como intermediarios, que nutrem as glandulas sebaceas, as redes de
capilares, os foliculos, as glandulas tubulares e o0s musculos. Ja 0s vasos
subpapilares ou superficiais, sdo menos desenvolvidos, tendo apenas a funcao de
suprir o interior da epiderme (FOSSUM, 2007).



1.3 CIRURGIAS RECONSTRUTIVAS

As feridas de grandes extensdes provocadas por traumas, anormalidades
congénitas e neoplasias que resultam em perda da viabilidade dos tecidos e retardo
na cicatrizacdo por segunda intencdo, sao casos onde se faz necesséario o emprego
de técnicas cirdrgicas reconstrutivas. Entretanto, o sucesso da técnica ir4 depender
da extensdo da lesdo e a quantidade de estruturas comprometidas (SLATTER,
2007). No entanto, as cirurgias reconstrutivas devem ser planejadas, considerando a
localizagdo do ferimento, a elasticidade do tecido disponivel, o suprimento
sanguineo e a qualidade do leito da ferida (FOSSUM, 2007).

Durante a execuc¢dao das cirurgias reconstrutivas é fundamental a preservacao
da microcirculacdo da pele, para manutencdo de sua viabilidade (MOTA et al.,
2012). No entanto, quando a microcirculacdo nédo é preservada, em virtude de
manipulacdo cirdrgica inadequada, pode-se iniciar um processo de isquemia, e
posteriormente levar a necrose local da regido cirdrgica comprometendo todo o
procedimento (SLATTER, 2007; AMSELLEM, 2011).

Segundo Pavletic (2007), feridas que apresentam dificuldade em serem
restauradas por suturas primarias, devem ser tratadas com técnicas reconstrutivas,
podendo-se adotar flape cutédneo para correcdo. O emprego dessa técnica é
alternativa terapéutica Util para reconstruir lesbes resultantes de traumatismo,
remocao de tumores, ou isquemias.

O flape consiste numa porcéo de tecido removido parcialmente do seu local
de origem e transferido para outro (leito receptor) onde ira cobrir o defeito. A grande
vantagem de se empregar os flapes cutaneos € devido ao fato deles permitirem a
cobertura imediata da regido afetada e reduzirem o tempo de cicatrizacao do tecido,
proporcionando ao paciente melhores resultados estéticos e funcionais (HEDLUND,
2005).

De acordo com Pavletic (2010) os flapes mais utilizados em medicina
veterinéria sdo os de avanco, que podem ser pediculo Unico, bipediculado, H-plastia
e Y-V, entretanto, ainda podem ser utilizados os flapes de transposicao,

interpolacédo, bolsa, dobradi¢ca ou rotacional. Outras modalidades também podem ser



empregadas como os flapes de padrdo axial, sendo esses representados de
diversas formas de aplicacdo, como o modelo omocervical, toracodorsal, temporal
superficial, entre outros.

Os retalhos de padréo axial proporcionam ao cirurgido a transferéncia segura
de amplos segmentos cutdneos em um Unico estagio, sem a necessidade de
prorrogacao da intervencdo (SLATTER, 2007). Esse tipo de flape é constituido por
uma artéria e veia cutanea direta em sua base, e geralmente esses retalhos séo
retangulares ou em “L” (FOSSUM, 2007).

Os flapes de padrdo axial toracodorsal sdo preferiveis em alguns casos, em
virtude de serem mais robustos. Sdo usados para corrigir defeitos que envolvem
ombros, membros toracicos, cotovelos, axilas e térax. E constituido de um ramo
cutaneo da artéria toracodorsal e da veia associada, localizadas na depresséao
escapular caudal. Devido a presenca de uma artéria calibrosa associada ao retalho,
0 mesmo pode ser utilizado para revestir defeitos maiores (SLATTER, 2007).

A realizacdo da cirurgia reconstrutiva utilizando os retalhos de padrao axial
requer planejamento adequado e cuidadoso, sendo recomendado fazer marcacdes
prévias antes de incisar o tecido. Atribuindo tais cuidados durante o procedimento,
as taxas de sobrevivéncia do retalho apresentam-se duas vezes maiores quando
comparado com procedimentos utilizando os retalhos comuns sem planejamento,
mas € importante ressaltar que complicacbes podem surgir como drenagem de
secrecdo purulenta da ferida, deiscéncia parcial de sutura, necrose distal do retalho,
infeccdes e formacao de seroma (SLATTER, 2007; PAVLETIC, 2010).

Segundo Almeida e colaboradores (2007), a vascularizacao do flape é ponto
importante e muito discutido, as propor¢cdes de comprimento e largura determinam
sua viabilidade, pois quando este € extenso, ocorre comprometimento vascular e as
regides das extremidades ficam sem irrigacdo sanguinea, ocasionando a necrose
nas margens distais do flape. Diante desse problema, muitos autores (VENDRAMIN
et al., 2006) tém relatado o uso de componentes que visam melhorar a viabilidade
do retalho, por meio da estimulacdo de angiogénese, a qual tem sido promovida pelo
emprego do plasma rico em plaquetas (PRP) nas feridas cirlrgicas associado ao

emprego de técnicas reconstrutivas em seres humanos.



1.4 PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto obtido pela centrifugacao do
sangue autégeno, que resulta em maior concentracdo de plaquetas em menor
volume de plasma (PAGLIOSA E ALVES, 2007; SOMMELING et al., 2013). A
comprovacédo da eficacia do uso do plasma rico em plaquetas € motivo para muitos
estudos (SILVA et al., 2011; VENDRUSCOLO et al., 2012; GARCEZ et al., 2013),
Visto que poucos sao 0s experimentos relacionados ao plasma rico em plaguetas em
medicina veterinaria, justificado desta forma a realizagdo de novos estudos com
animais (MAIA E SOUZA, 2009; VENDRAMIN et al., 2010).

A producéo do plasma rico em plaquetas inicialmente foi utilizada para reduzir
a ocorréncia de hemorragias durante a realizacdo de procedimentos cirlrgicos,
entretanto, o seu uso foi tornando-se cada vez mais difundido nas diversas
modalidades cirurgicas humanas, e em 1998, foi publicado um artigo relatando o
sucesso da cicatrizacdo de enxertos 6sseos quando associados ao plasma rico em
plaquetas (ALBUQUERQUE et al., 2008). Com esse episédio, 0 produto passou a
ser usado com sucesso em cirurgias ortopéedicas, cardiacas, plasticas, geral,
vascular, neuroldgica, obstétrica, ginecolégica e oftdlmica (MARX, 2004,
VENDRAMIN et al., 2010).

1.4.1 Obtencéao do plasmarico em plaguetas

O plasma rico em plaquetas € visto como produto de facil obtencéo e de baixo
custo, entretanto, quando comecou a ser produzido, sua obtencdo era mais
complexa e de alto custo, por necessitar de maquinas automatizadas e Kkits
especificos (MAIA E SOUZA, 2009). Em virtude da dificuldade da obtencéo do PRP,
alguns protocolos foram criados para se obter pequenas quantidades do produto,
utilizando-se centrifugas comuns e reduzindo consideravelmente os custos na
preparacado do hemoderivado (EFEOGLU et al., 2004).

Segundo Camargo et al. (2002), a obtengao do plasma rico em plaquetas de

baixo custo e facil obtencdo consiste inicialmente na centrifugacéo, a qual pode ser
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realizada em um Unico momento ou em duas etapas, dependendo dos protocolos
empregados. Entretanto, Anitua (1999) preconiza o protocolo de Unica centrifugacao,
embora 0 aumento na concentracdo de plaquetas obtidas com esse procedimento
néo tenha sido demonstrado.

No entanto, o protocolo de dupla centrifugacdo é capaz de elevar a
concentragéo das plaguetas durante o preparo do PRP. Nesse protocolo, a primeira
etapa da centrifugacéo resulta na formacao de trés camadas dentro do tubo, sendo
a parte superior composta pelo plasma pobre em plaquetas (PPP) 80%, a fracéo
mediana constitui-se do plasma rico em plaquetas e parte inferior contém as
heméacias, as quais tendem a depositar no fundo por terem peso estrutural maior
(CAMARGO et al., 2002; FERRAZ et al., 2007; NUNES FILHO et al., 2007). Em
seguida, € realizado o descarte das hemacias com uma pipeta, restando no tubo
apenas o plasma, o qual é centrifugado novamente, e ira resultar na decantacdo das
plaquetas e de poucas hemacias no fundo do tubo. Apds este processo, a parte
superior constitui em média de 80% de plasma pobre em plaquetas (PPP), que deve
ser descartado, o botdo plaquetario no fundo do frasco, deve ser resuspendido no
restante do plasma, originando o plasma rico em plaquetas (PRP) (CAMARGO et al.,
2002).

Apés sua producdo, deve-se realizar a contagem das plaquetas, sendo
fundamental que a contagem seja superior ao do sangue total para que ocorra a
adequada liberacdo dos fatores de crescimento no local da sua aplicacdo
(PAGLIOSA E ALVES, 2007). A contagem deve apresentar concentracdo de
plaquetas superior a 1.000.000/uL, que pode ser realizada em maquina automatica,
no hemocitrdbmetro ou ainda por contagem indireta em esfregaco sanguineo
(LEMOS et al., 2002)

Em seguida, é necessario ativar as plaquetas, por meio do processo de
degranulacdo e consequentemente liberacdo dos fatores de crescimento
(ALBUQUERQUE et at., 2008). Alguns protocolos recomendam a ativacdo das
plaquetas com adi¢cdo da trombina bovina, trombina autdgena, tromboplastina ou
gluconato de calcio. Isso resulta na formacdo de substancia gelatinosa similar a um

trombo denominada gel de plaquetas (BOLTA, 2007).
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O sucesso na obtencdo do plasma rico em plaquetas se da por boas préticas
de coleta e centrifugagdo com precisao, sendo que, a fragmentacéo inadequada das
plaquetas e a liberagdo precoce dos fatores de crescimento na solucdo reduz a
eficacia do PRP. No entanto, a ativacdo das plaquetas deve ser realizada apenas na
hora da aplicacdo do produto, pois apds as plaquetas serem ativadas a liberacéo
dos fatores de crescimento (FCs) ocorre imediatamente. Logo apés a liberacdo dos
FCs, o produto adquire uma consisténcia gelatinosa, a qual proporciona mais
facilidade durante a aplicacéo no local desejado (ALBUQUERQUE et al., 2008).

1.4.2 Mecanismo de ativacdo das plaquetas

De acordo com Reece e Swenson (2006), o mecanismo de ativacdo das
plaquetas consiste em mudar seu formato, para que apresente novas projecdes
membranosas, que partem da sua superficie conhecida como pseuddpodes e 0s
granulos localizados no seu interior sejam rompidos levando a liberacdo do seu
conteudo. Os granulos sédo responsaveis por secretarem mediadores biolégicos
apos a ativacdo das plaquetas, as principais substancias liberadas sao a trombina,
tromboxano A2, adenosina difosfato, tromboplastina, fatores de coagulacéo, calcio,
serotonina, histamina, fator de Von Willebrand, fibrinogénio e catecolaminas.
Entretanto, a substancia mais importante na producédo do plasma rico em plaquetas
€ o fator de crescimento (FC) (BOLTA, 2007; GOBBI E VITALE, 2012).

1.4.3 Fator de crescimento

Segundo Santos (2007) a producdo do fator de crescimento ocorre em
diversas células e tecidos como fibroblastos, macréfagos, células endoteliais,
osteoblastos, leucdcitos, glandulas salivares e lacrimais, entre outros. No entanto,
em grande parte dos estudos que sédo realizados, as plaquetas sdo alvo de maior
interesse, por serem relativamente de facil obtencdo e por possuirem outras
substancias importantes no processo de regeneracao e reparacao tecidual.

Os fatores de crescimento produzidos pelas plaguetas sdo fator de

crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador



12

beta (TGFp), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento
endotelial (EGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF) e fator de crescimento
semelhante & insulina (IGF) (BOLTA, 2007). Dentre todos os fatores de crescimento,
0S mais abundantes e encontrados nos granulos a-plaquetarios, que apresentam
atividades especificas como angiogénese, mitogénese e ativacdo dos macrofagos,
sdo os fatores de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e fator de
crescimento transformador beta (TGFB) (CAMARGO et al., 2002).

As funcbes exercidas pelos fatores de crescimento sdo muito importantes
para o funcionamento do organismo, sendo que a angiogénese adquire maior
importancia quando se trata de cicatrizacdo de feridas cirargicas e reducédo das
complicacdes pos-operatorias, principalmente a isquemia tecidual (CLIFFORD et al.,
2001).

Pesquisas como estas sdo importantes para a elaboracdo de novos
compostos terapéuticos que possam ser empregado em cirurgias reconstrutivas,

visando a reducéo do indice de necrose ap0s a execucao do procedimento cirurgico.
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CAPITULO 2 - Utilizacdo de plasma rico em plaquetas para estimulacdo da
angiogénese em flape de padrdo axial toracodorsal em

coelhos (Oryctolagus cuniculus)

RESUMO - Feridas de grandes extensdes, com perda da viabilidade tecidual
e retardo na cicatrizacdo por segunda intencdo sao casos que se faz necessario o
emprego de técnicas cirurgicas reconstrutivas. O plasma rico em plaquetas (PRP) é
um produto com maior concentracdo plaquetaria, adjuvante no processo cicatricial
de cirurgias reconstrutivas, auxiliando nos processos de hemostasia e estimulagcao
da angiogénese. Dessa forma, delineou-se um estudo a fim de avaliar a eficacia do
uso do gel produzido a partir do plasma rico em plaquetas (PRP) em flapes de
avanco de padréo axial toracodorsal em coelhos, para avaliar a possibilidade de
favorecer a integracao do retalho no leito receptor. Utilizaram-se 30 coelhos da raca
Nova Zelandia branco, separados em dois grupos de 15 animais, compreendendo os
grupos plasma rico em plaquetas (GPRP), na qual empregou-se o0 gel antes da
sintese da ferida cirdrgica, e controle (GC), na qual utilizou-se apenas solucéo
fisiologica. Para obtencdo do PRP, coletou-se sangue dos animais, e determinou-se
a contagem plaquetaria antes da preparacdo do gel. No inicio e término do
experimento os animais foram pesados para posterior andlise de ganho peso médio.
Apoés o procedimento cirargico iniciou-se as avaliacdbes macroscopicas no 3°, 7° e
14° dia, e avaliou-se presenca ou auséncia de exsudato, integridade da pele, edema,
rubor e necrose. ApdOs esta etapa, coletou-se o material da ferida cirargica para
confeccdo das laminas histologicas e posterior avaliagdo microscopica. Avaliou-se a
proliferacdo vascular, presenca de células mononucleares e polimorfonucleares,
proliferacdo fibroblastica, colagenizacdo, reepitelizacdo e hemorragia. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise estatistica (Teste t Student, t emparalhado, e
Kruskall Walis, sendo p<0,05). O ganho de peso médio nao foi significativo entre os
grupos; a concentracdo plaquetéria da amostra final do PRP foi significativamente
maior quando comparada com a inicial; exsudato e necrose foram significativamente

maior no grupo controle quando comparado ao grupo PRP; proliferagéo vascular e
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reepitelizacdo foram significativamente maior no grupo PRP, enquanto que a
presenca de mononucleares, polimorfonucleares, proliferagdo de fibroblastos,
colagenizagao e hemorragia nao foram significativas entre os grupos. Obteve-se no
terceiro dia, diferenca significativamente maior quanto a variavel exsudato no grupo
controle quando comparado ao grupo PRP, no sétimo dia exsudato e rubor foram
significativamente maior no grupo controle, e ao décimo quarto dia exsudato e
integridade da pele foram significativamente maior no grupo controle. Os resultados
obtidos neste estudo evidenciaram que a utilizagdo do plasma rico em plaquetas na
forma de gel em cirurgia reconstrutiva foi capaz de estimular a angiogénese na

ferida favorecendo o processo de cicatrizacao.

Palavras — chave: Cirurgia reconstrutiva, ferida, neo-vascularizacéo
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ABSTRACT - Wounds of large tracts with loss of tissue viability and delayed
healing by secondary intention are cases where it is necessary the use of
reconstructive surgical techniques. The platelet rich plasma (PRP) is a product with a
higher platelet concentration, adjuvant in the healing process of reconstructive
surgeries, assisting in the processes of hemostasis and stimulation of angiogenesis.
Thus, a study was devised to assess the efficacy of the gel produced from the
platelet rich plasma (PRP) in the forward axial flaps thoracodorsal pattern in rabbits
to evaluate the ability to promote the integration of the flap the recipient bed. We
used 30 white rabbits New Zealand, separated into two groups of 15 animals,
comprising the platelet rich plasma groups (GPRP), in which we used the gel before
the synthesis of the surgical wound , and control (CG), in which only saline was used.
To obtain the PRP, the blood was collected from the animals, was determined and
the platelet count before preparation of the gel. At the beginning and end of the
experiment the animals were weighed for analysis of average weight gain. After
surgery began macroscopic in the 3rd, 7th and 14th day reviews, and we assessed
the presence or absence of exudate, skin integrity, edema, redness and necrosis.
After this step, yielded the material for the manufacture of surgical wound, followed
by microscopic histological slides. We evaluated vascular proliferation, presence of
polymorphonuclear and mononuclear cells, fibroblast proliferation, collagen
deposition, reepithelialization and hemorrhage. The data were subjected to statistical
analysis (Student t test, t paired, and Kruskal Wallis test, and p<0.05). The average
weight gain was not significant between the groups; platelet concentration in the final
sample of PRP was significantly higher when compared with the original; exudate
and necrosis were significantly higher in the control group compared to PRP group,
vascular proliferation and reepithelialization were significantly greater in PRP group,
whereas the presence of mononuclear cells, polymorphonuclear cells, proliferation of
fibroblasts, collagen and hemorrhage were not significant between groups. Obtained
on the third day, as the difference significantly greater exudate variable in the control
group compared to the PRP group; on the seventh day exudate and flushing were
significantly higher in the control group, and the fourteenth day exudate and integrity

of the skin were significantly higher in the control group. The results of this study
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showed that the use of platelet rich plasma gel in the form of reconstructive surgery
was able to stimulate angiogenesis in the wound favoring the healing process.

Key — words: Reconstructive surgery, wound, revascularization
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2.1 Introducéo

Segundo Pavletic (2007), o conhecimento anatdmico da pele é fundamental
no momento da aplicacéo de técnicas cirdrgicas reconstrutivas. Entretanto, em cées
e gatos, a escolha pelo emprego de flapes cutéaneos é dificultada, pois muitas vezes
a neovascularizacao apresenta-se comprometida apos a realizacdo do procedimento
cirirgico. E importante ressaltar que a aplicagdo da mesma técnica em humanos
apresenta resultados satisfatérios, devido a conformacdo anatbmica dos vasos
musculo cutédneos deslizarem-se perpendicularmente a superficie da pele e
encontrarem-se em maior quantidade quando comparado com cées e gatos. Dessa
forma, a melhor técnica cirargica reconstrutivas em cées e gatos ainda sdo 0s
“flapes” deslizantes, devido a vascularizagdo acompanhar um segmento de pele
(PIPPI, 2009).

As feridas de grandes extensdes provocadas por traumas, anormalidades
congénitas e neoplasias, que apresentam a perda da viabilidade dos tecidos e
demoram a cicatrizarem por segunda intencdo, sdo casos onde se faz necessario o
emprego de técnicas cirurgicas reconstrutivas. Entretanto, o sucesso da técnica ira
depender da extensdo da lesdo e a quantidade de estruturas comprometidas
(SLATTER, 2007; PAVLETIC, 2010).

Em muitos estudos, o plasma rico em plaquetas (PRP) é tido como produto
adjuvante no processo cicatricial de cirurgias reconstrutivas, devido ao seu potencial
auxilio nos processos de hemostasia e estimulacdo da formacdo de novos vasos
sanguineos (NUNES FILHO et al., 2007; VENDRAMIN et al., 2010).

O PRP é obtido por meio da centrifugacdo do sangue autégeno, que resulta
em maior concentracdo de plaguetas em menor volume de plasma (PAGLIOSA E
ALVES, 2007; SOMMELING et al., 2013). A comprovacado da eficacia do uso do
plasma rico em plaquetas ja foi demostrada em varios estudos (BAUER et al., 2009;
SILVA et al., 2011; VENDRUSCOLO et al., 2012; GARCEZ et al., 2013) e ainda
pesquisadores buscam o conhecimento da eficacia dos efeitos biolégicos do PRP

guando aplicado em tecidos moles, 0sso e tegumento (ANITUA, 2007).



24

Objetivou-se avaliar a eficacia do uso do gel produzido a partir do plasma rico
em plaquetas (PRP) em flapes de avanco de padrao axial toracodorsal. Bem como
avaliar a angiogénese local onde o procedimento foi realizado, a redugédo da
ocorréncia de necrose na extremidade dos flapes e ainda avaliar a eficicia da fase
reparacdo e integracdo do retalho no leito receptor em coelhos da raca Nova
Zelandia Branco.

2. 2 Material e Método

2.2.1 Instalacdes

Os procedimentos cirargicos deste estudo foram realizados no Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV), Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Jaboticabal.

As laminas destinadas a andlise histologicas foram confeccionadas no

Laboratério VetPat em Campinas — SP.

2.2.2 Selecao dos pacientes

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de animais
(CEUA) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal®.

O modelo experimental utilizado para a realizacao das cirurgias reconstrutivas
foi o coelho (Oryctolagus cuniculus). Foram utilizados 30 coelhos da raca Nova
Zelandia Branco, com a aproximadamente 170 dias de idade, fémeas e peso médio
de 3,45 Kg, provenientes de produtor especializado na criacdo da espécie. Os
coelhos foram mantidos no biotério do Curso de Pos-graduacdo em Cirurgia
Veterinaria, em gaiolas individuais com dimensdes de 80 cm x 50 cm x 35 cm,
obedecendo-se os principios éticos em experimentacdo animal preconizados pelo

Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA). Foi fornecido durante

? Protocolo nimero: 028406/12
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todo o experimento aos animais racédo comercial® propria para a espécie e agua ad
libitum.

Durante o periodo experimental os animais foram pesados no 1° e no 14° dia,
para avaliar a diferenca relacionada ao ganho de peso médio dos animais de cada
grupo, a fim de verificar se 0 procedimento cirdrgico provocaria resposta organica

ao trauma que repercutisse no estado geral dos animais.

2.2.3 Grupos experimentais

Os animais foram separados em dois grupos de 15 animais cada,
compreendendo os grupos plasma rico em plaquetas (GPRP) e controle (GC). Em
todos os animais foram realizados flapes de avanco de padrdo axial toracodorsal,
sendo que no GPRP empregou-se o gel de plasma rico em plaguetas antes da

sintese da ferida cirdrgica, e no GC, apenas foi utilizado solucao fisiol6gica®.

2.2.4 Protocolo anestésico e obtencéo do plasma rico em plaquetas

N&o foi necessario submeter os animais ao jejum alimentar e hidrico. O
protocolo anestésico consistiu em Cloridrato de Clorpromazina®, na dose de 0,5
mg/kg, e Morfina®, na dose de 0,5mg/kg, diluidos na mesma seringa, por via
intramuscular (IM) como medicacéo pré anestésica.

Apés sedacdo, foram coletadas amostras de sangue dos 30 coelhos
submetidos ao procedimento cirdrgico. As amostras de sangue do GC nao foram
submetidas ao preparo de PRP, apenas coletadas para ndo haver diferencas entres
0S grupos quanto ao volume de sangue corporeo. Realizou-se tricotomia da regido
cervical para acesso das veias jugulares, e procedeu-se antissepsia com clorexidine
e solucédo de alcool a 90%. Os animais foram posicionados em decubito esternal
com 0 pescoco em extensdo dorsal maxima para permitir a visualizacdo adequada

das veias jugulares (Anexo ). Procedeu-se venopuncao e coleta de 8mL de sangue,

* Nature multivida coelho - Socil - Sgh Ind. e Com, Ltda — Descalvado - S3o Paulo - Brasil.

* Fisioldgico 0,9% - JP Industria Farmacéutica S.A — Ribeir3o Preto - S3o Paulo — Brasil.

> Clorpromazina® - Cristélia Produtos Quimicos e Farmacéuticos - Itapira - S30 Paulo - Brasil.
® Dimorf — Cristalia — Itapira - S30 Paulo - Brasil
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acondicionada em trés tubos estéreis, dois com capacidade de 3,6mL contendo
citrato de sodio’ (anticoagulante) destinados & preparacdo do PRP, e um terceiro
tubo com capacidade de 1mL contendo EDTA® (anticoagulante) foi preenchido com
0,8ml de sangue o qual foi destinado a contagem de plaquetas (Anexo ).

Ap6s determinar em maquina automatica® a contagem plaquetaria dentro dos
parametros fisioldgicos para a espécie, deu-se inicio a preparacao do PRP por outro
integrante da equipe, enquanto o procedimento cirdrgico foi realizado.

O frasco com citrato de sédio foi empregado na producéo do plasma rico em
plaquetas (PRP) pelo protocolo de dupla centrifugacdo em centrifuga laboratorial
comum® conforme descrito por Morato (2013). Os tubos foram centrifugados com
tampa fechada, a 1600 rotacGes por minuto (rpm) durante 10 minutos, resultando na
separacao de hemacias e plasma contendo leucdcitos e plaquetas.

Em capela de fluxo laminar'!, os tubos eram destampados para que o plasma
fosse pipetado e transferido para outro tubo estéril. O plasma era novamente
centrifugado a 2000 rotacdes por minuto (RPM) por 10 minutos, resultando em duas
partes de plasma: a superior, consistindo o plasma pobre em plaguetas (PPP) e a
parte inferior, um botdo plaquetario. O PPP foi descartado de modo que
permanecesse apenas 1ml de PPP e botdo plaquetario. Esse material foi levemente
agitado para promover a ressuspensdo das plaquetas, resultando assim na
producédo do plasma rico em plaquetas (PRP).

Ao término do processo de enriquecimento do plasma, a contagem da
concentracdo de plaquetas foi realizada em maquina automatica®, a partir de uma
aliquota de 80uL da amostra do PRP. Ao término da contagem das plaquetas na
amostra, com auxilio de seringa de 1mL, o PRP dentro do tubo estéril foi ativado por
meio da adicéo de 0,3 mL de gluconato de célcio*?, no momento de sua utilizagdo
terapéutica, adquirindo assim, propriedades semelhantes a um gel, estando dessa

forma, pronto para ser utilizado (Anexo 1).

’ Tubo BD vacutaneir® citrato de sédio — BD — S50 Paulo — Sdo Paulo — Brasil.

® Tubo pediatrico BD vacutaneir® EDTA — BD — S50 Paulo — S3o Paulo — Brasil.

® Poch — 100iV Diff- médica comércio representacdes e importacdes LTDA — Recife — Pernambuco — Brasil.
% Modelo 206 | centrifuge/Fanem® - SP.

" Vecoflow LTDA — Modelo bio 12 — Campinas — S0 Paulo — Brasil.

2 Gluconato de célcio 100mg/ml/ Hipolabor — Sabara — Minas Gerais - Brasil.
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Em seguida, a coleta do sangue, realizou-se ampla tricotomia da face lateral
esquerda do térax e membro toracico ipisilateral. Apdés o término da tricotomia
realizou-se venopuncdo da veia auricular dos pacientes com cateter 24 para
fluidoterapia de manutencéo com solucéo de ringer lactato™, e procedeu-se inducéo

anestésica com propofol™

, ha dose de 10 mg/kg. Na sequéncia procedeu-se
intubacao orotraqueal com sonda de Magill de 3,0 mm de diametro, conectada ao
aparelho de anestesia para fornecimento fluxo total de 1L/min de oxigénio a 100%
por meio de circuito anestésico sem reinalacédo de gases®®. Foi realizada anestesia

geral inalatéria com isofluorano®’, na dose de 3%, diluido em 100% oxigénio.

2.2.5 Procedimento cirurgico

Para a realizacdo da ferida dermoepidérmica e demarcacdo do segmento de
pele a ser retirado em regido de cotovelo esquerdo, foi utilizada caneta cirtrgica™®
(Figura 2.1A) e régua estéril para criar uma lesdo de 4 cm de comprimento por 4 cm
de largura, no formato de um quadrado. Com o auxilio de uma lamina de bisturi
n°15% foi excisado o fragmento cutaneo de 16 cm?, 1 cm acima e 3 cm abaixo da
extremidade do olecrano (Figura 2.1B).

Logo apos a realizacdo da lesédo do cotovelo, o procedimento de cirurgia
reconstrutiva foi realizado, confeccionou-se o flape de padrdo axial toracodorsal com
caneta cirargica (Figura 2.1B), com o paciente em decubito lateral, e o membro
toracico em extenséo, perpendicular ao tronco. O flape foi criado por ampla incisédo
cutdnea em “L” invertido, com limites determinados de acordo com as referéncias
anatbmicas descrita na literatura (FOSSUM, 2007) e conforme a espécie, as quais
foram previamente palpadas e demarcadas na pele do paciente com caneta

cirargica. Para tal, foi estimada a localizacdo da artéria e veia toracodorsal (Figura

3 Cateter BD Angiocath 24 — Becton, Dickinson Industria Cirurgica Ltda — Juiz de Fora - Minas Gerias — Brasil.
% Riger lactato — JP IndUstria Farmacéutica S.A — Ribeirdo Preto — S3o Paulo — Brasil.

™ Diprivan - zeneca Farmacéutica do Brasil Ltda. - S30 Paulo - S0 Paulo - Brasil.

'® Ohmeda — mod. Excel 210SE- Datex Ohmeda- Miami, EUA. (Processo FAPESP 97/10668-4)

7 |soflurine - Cristalia — Itapira - S30 Paulo Brasil

'8 Skins — T Surgical Skin Marker - Batrik Medical Manufacturing Inc — Quebec — Canada.

'® Lamina de bisturi N15 - Solidor — S30 Paulo - S30 Paulo - Brasil.
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2.1B) imediatamente caudal a articulagcdo escapulo-umeral (Figura 2.1B). A partir
deste ponto, seguindo em sentido dorsal, realizou-se duas incisbes paralelas entre
si: a primeira, 3 cm abaixo do processo espinhoso da coluna vertebral, iniciando
sobre a espinha da escapula, estendendo-se 8 cm pararela a linha média dorsal, e a
segunda iniciada 4 cm caudal a articulagdo do ombro e finalizada 7 cm caudal a
lateral do térax (Figura 2.1C). O flape foi finalizado formando um “L” invertido, e o
limite considerado para profundidade da incisdo, o qual determinou a espessura do
flape, foi o muasculo cutédneo do tronco. Suspendeu-se o flape para iniciar a
confeccao do tubo de comunicacao (Figura 2.1D), era possivel observar a presenca
da artéria e veia toracodorsal junto ao retalho criado (Figura 2.1E). O flape foi entéo
mobilizado com sua por¢ao caudal até a porgéo distal da ferida no cotovelo (Figura
2.1F) e acomodado de modo que se pudesse cobrir completamente a solucdo de
continuidade oriunda da lesdo induzida no cotovelo (Figura 2.2A).

Para realizacdo da sintese cirargica das bordas da ferida a do flape no leito
receptor utilizou-se nailon 4-0%°, em padrdo simples separado. N&o foi realizado
suturas subcutédneas. O tubo de comunicacdo constituido da artéria e veia
toracodorsal que interligava o leito doador com o leito receptor foi aproximado entre
si com padrdo de sutura simples separado utilizando nailon 4-0 (Figura 2.2B). A
ferida do leito doador no torax foi submetida a reducédo de espaco morto com fio
absorvivel sintético monofilamentar poliglecaprone 4.0* (Figura 2.2C) e dermorrafia
com néilon 4-07, em padréo de sutura Wolf (Figura 2.2D).

O gel de plasma rico em plaquetas autdlogo (0,7mL de PRP) (Figura 2.3A) foi
colocado no GPRP antes da sintese da lesdo no cotovelo com auxilio do cabo de
bisturi?? e distribuido de maneira homogénea entre o subcutaneo do leito doador e o
subcutaneo do leito receptor (Figura 2.3B), e os animais do GC receberam uma
0,7mL de solucéo fisioldgicaz. Apds aplicacdo das respectivas solucdes procedeu-se

a sintese da ferida cirurgica.

% Nylon monofilamentar- Point Suture do Brasil IND. de fios cirurgicos LTDA.-Fortaleza - Ceard - Brasil.
?! Caprofyl - ETHICON™ Johnson & Johnson , S50 José dos Campos - S3o Paulo - Brasil.
> Cabo de bisturi n4 — Brasmed Empresa Brasileira de Cirurgia Veterinaria LTDA — Paulinia — S3o Paulo — Brasil.
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Figura 2.1

Imagens fotograficas e esquema ilustrativo da diérese do procedimento

cirargico de reconstrucdo realizado no Hospital Veterinario da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp,
Campus de Jaboticabal, 2013. A) Demarcacédo do segmento de pele a
ser retirado confeccionado com auxilio de caneta cirargica e régua
estéril (seta). B) Criacdo da lesdo com 4cm?, no formato de um
guadrado, com 1 cm acima e 3 cm abaixo da extremidade do olecrano
(seta azul); confeccdo do flape de padrdo axial toracodorsal com
caneta cirlrgica (seta roxa); localizacédo da artéria e veia toracodorsal
(asterisco) caudal a articulagcdo escapulo-umeral (seta verde). C)
Finalizagdo da marcacao do flape formando um “L” invertido no térax
do lado esquerdo. D) Suspensao do flape para iniciar a confeccédo do
tubo de comunicacao. E) Presenca da artéria e veia toracodorsal junto
ao retalho criado (seta). F) Mobilizacdo do retalho com sua porcéo
caudal (seta azul) até a por¢ao distal (seta roxa) da ferida no cotovelo

(asterisco).



Figura 2.2 Imagens fotograficas e esquema ilustrativo da sintese do

procedimento cirargico de reconstrucdo realizado no
Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal,
2013. A) Acomodacao do flape para o recobrimento da
solucdo de continuidade no cotovelo (seta). B) Confeccao
do tubo de comunicacdo do leito doador com o leito
receptor (seta). C) Reducdo de espaco morto do leito
doador com fio absorvivel sintético monofilamentar
poliglecaprone 4.0 em padrao “walking suture” (seta). D)
Sintese da ferida cirargica com fio inabsorvivel nailon 4.0,
em padrdo simples separado, no leito receptor (seta) e leito
doador com padrdao Wolf e com fio inabsorvivel nailon 4.0

(asterico).
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Figura 2.3 Imagem fotografica da aplicagéb d(; gel de plasma
rico em plaquetas em coelhos, confeccionado no
Laboratério de Patologia Clinica do Curso de pos
Graduacao em cirurgia Veterinaria da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp,
Campus de Jaboticabal, 2013. A) Gel de plasma
rico em plaquetas (seta). B) Aplicacdo do plasma
rico em plaquetas (seta) na ferida cirdrgica antes

da sintese completa.

2.2.6 Pés-operatorio

Os animais foram recolocados nas suas respectivas gaiolas para observacao
da recuperacao anestésica até a completa normalizacdo da frequéncia respiratoria e
inicio da movimentacdo ativa e busca por alimentos e agua. Além disso, foram
identificados com o dia do procedimento cirargico e o tipo do tratamento que
receberam (GPRP ou GC).

Como protocolo de analgesia, os animais receberam Morfina®® na dose de 0,5

mg/kg, por via subcutanea, com intervalos de 12 horas, durante 7 dias, antibiético

2> Dimorf — Cristalia — Itapira - S3o Paulo - Brasil.
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terapia com Enrofloxacina 10%%* na quantidade de 0,1 mL/kg (diluido em 0,7 mL de
Solugéo fisiolégica), por via subcutanea, com intervalo de 24 horas, durante 10 dias
e anti-inflamatério Meloxicam® na dose de 0,1 mg/kg, por via subcutanea, com
intervalos de 24 horas, durante 3 dias.

2.2.7 Curativos e avaliacdo macroscopica

Os animais submetidos ao procedimento cirtrgico foram observados por
periodo de 15 dias para realizar as avaliacdes macroscopicas da lesdo, a qual foi
feita por um observador cego. Ao término desse periodo, foi realizada eutanasia
para avaliacbes microscopicas do local onde foi realizado o flape de padrdo axial
toracodorsal.

Em todos os animais de ambos os grupos os curativos foram realizados no
pos operatorio imediato e trocados no 3°, 7° e 14° dias, juntamente foram realizadas
as avaliacbes macroscopicas, até a data da eutanasia.

A limpeza e troca dos curativos eram conduzidas da seguinte maneira:

1 - Limpeza da ferida com solucéo fisiologica (NaCl 0,9%?2);

2 - Remocao de exsudato quando necessario;

3 - Cobertura com gaze?®;

4 - Fixacdo da gaze com atadura®’ e esparadrapo®.

As avaliacbes macroscopicas da ferida consistiam em avaliar a presenca ou
auséncia de exsudato, integridade da pele, edema, rubor e necrose.

A presenca ou ndo de exsudato, para avaliar a instalacdo de provavel
processo inflamatério na ferida cirdrgica, foi avaliado e posteriormente graduado em:
0 auséncia de exsudato, 1 discreta presenca, 2 moderada presenca e 3 intensa
presenca. A avaliacdo da integridade da pele consistia em graduar sua coloracéo,
variando de 1 a 3, onde 1 representava pele résea, 2 hemorragia leve, e 3

hemorragia intensa.

?% Zelotril 10% — Uni3o Quimica Farmacéutica Nacional S/A, S3o Paulo - S50 Paulo - Brasil.
%> Maxicam. OuroFino Agronegécios. Cravinhos - S30 Paulo - Brasil.

?® Gaze hidrdfila estéril — Herika — América Medical LTDA — Curvelo — Minas Gerais — Brasil.
*7 Atadura Cremer - Blumenau — Santa Catarina — Brasil.

?® Esparadrapo — Cremer — Blumenau — Santa Catarina — Brasil.
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Para avaliacdo do edema utilizou-se a graduacao de 0 a 3, sendo 0 auséncia
de edema, 1 edema discreto, 2 edema moderado e 3 edema intenso. O rubor da
pele foi graduada em 1 e 2, sendo 1 ausente e 2 presente. E para avaliacado de
necrose utilizou-se a graduacédo de 0 a 1, sendo auséncia de necrose graduado em
0 e necrose presente 1. Os dados foram anotados em ficha propria, individual para
cada coelho (Anexo II).

2.2.8 Eutanéasia e colheita de material

No 15° dia de pés-operatorio, os coelhos foram eutanasiados para colheita de
material da avaliagdo microscopica. A eutanasia foi realizada com propofol, na dose
de 10mg/kg, administrado por via intravenosa, a fim de aprofundar o plano
anestésico, ato continuo realizou-se a infuséo de cloreto de potassio, obedecendo-
se 0s principios éticos em experimentacdo animal preconizados pelo Conselho
Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Em seguida, as feridas foram excisadas com margem de 1 cm de pele integra
em torno da lesdo de 16 cm?, e em relacéo a profundidade a fascia muscular foi o
limite. Dividiu-se o fragmento em trés porcdes distintas, de aproximadamente 1,2 cm
cada uma, as quais eram identificadas em: porcao distal, média e proximal para
avaliar histologicamente se houve diferenca significativa entre elas.

Identificou-se os fragmentos individualmente, fixando-os em cartolina branca,
e imersos em solucéo de formol®® a 10%. Ap6s 48 horas a solugéo que as amostras
encontravam-se imersas foi substituida por &lcool®® & 70%, em seguida
encaminhou-se o material fixado em cartolina branca para o Laboratério de
Patologia Veterinaria VetPat** em Campinas —SP para a confeccdo das laminas e

posterior avaliacdo histologica.

*® Formol tamponado 10% - Indaia Laboratério Farmacéutico LTDA — Dores do Indaid — Minas Gerais — Brasil.
*% Alcool etilico 70% - Emfal Especialidades Quimicas — Betim — minas Gerais — Brasil.
*! Laboratério de Patologia Veterinaria VetPat — Campinas — S3o Paulo — Brasil.
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2.2.9 Avaliagdes microscopicas

As amostras foram processadas conforme a rotina convencional de
processamento histolégico, com desidratacdo em diluicdes crescentes de alcoois e
diafanizacéo em xilol*?, para inclusdo em blocos de parafina histolégica. Estes foram
cortados em micr6tomo, com espessura de 4 pm e corados pelo método
histoquimico de rotina, pela hematoxilina e eosina, para analise em microscopia
Optica.

A analise dos cortes histologicos foi realizada pelo mesmo patologista sem o
conhecimento prévio da identificacdo dos grupos. A avaliagcdo histolégica das
laminas foi realizada em microscépio 6ptico™®> no aumento de 400x. As
fotomicrografias foram realizadas no programa Motic Images Plus 2.0.

Os dados obtidos foram classificados de acordo com a intensidade em que
eram encontrados e transformados em variaveis quantitativas mediante atribuicdo de
indice para o achado histoldgico, conforme preconizado por Garros et al.(2006) e

registrados em fichas individuais para cada animal (Anexo IlI).

32 Xilol — Quimidrol — Joinville — Santa Catarina — Brasil.
** Microscépio Nikon eclipse — E200.
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2.2.10 Anélise estatistica

Os dados de PRP (concentracdo plaquetaria) foram analisados pelo teste t
emparelhado com grau de significancia de 5%, e também foram analisados
descritivamente por meio de gréfico diferenciando as médias dos valores da
contagem plaquetaria pré e pés enriquecimento do plasma rico em plaquetas (PRP).

A comparacdo entre os grupos (GPRP e GC) em relacdo as variaveis
categoéricas (exsudato, integridade da pele, edema, RUBOR, necrose, proliferacédo
vascular, células mononucleares, células polimorfonucleares, proliferacdo de
fibroblasto, colagenizacéo, reepitelizacdo e hemorragia) foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis (ndo parameétrico), sendo que para valores de p iguais ou inferiores a
0,05 as diferencas das medianas entre os grupos foram consideradas significativas.
Para comparacdo entre os grupos GC e GPRP em termos de ganho de peso
utilizou-se o teste t de Student. Para ambas as analises foi utilizado o procedimento
General Linear Models (GLM) do programa computacional SAS (SAS 9.1, SAS
Institute, Cary. NC, USA.
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Preparacao do PRP

Nas amostras de sangue dos coelhos do GPRP, a contagem inicial de
plaquetas apresentava-se dentro dos padrdes fisiolégicos para a espécie, variando
de 290.000 a 678.000 plaquetas/pL. Obteve-se a partir de 7,2 mL de amostra de
sangue total, um volume médio de PRP de 0,7mL, sendo que a contagem média de

plaquetas obtidas apos a centrifugacédo foi de 1.176.933 plaquetas/pL (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Resultados da contagem plaquetaria das amostras sanguineas de
coelhos utilizadas para o preparo do PRP e quantidade de plaguetas
obtidas apdés o enriquecimento realizado no Hospital Veterinario da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp,
Campus de Jaboticabal, 2013.

Contagem de Contagem Diferenca entre os
plaquetas da obtida ap6s o enriguecimentos
Coelho : )
amostra enriguecimento
103plg/pL) (x 103plg/uL)
1 470 1.172 702
2 352 4.420 4.068
3 347 1.238 891
4 304 1.123 819
5 502 1.810 1.308
6 339 640 301
7 403 1.380 977
8 216 640 424
9 318 523 205
10 352 605 253
11 440 1.429 989
12 287 471 184
13 396 644 248
14 434 754 320
15 417 805 388

Média 371,8 1.176, 933 805,13
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A contagem de plaquetas apdés o processo de enriquecimento do PRP
apresentou-se maior quando comparada com a amostra inicial, com média de
1.176.933 plaquetas/uL. Os dados obtidos neste ensaio sdo semelhantes aos
resultados encontrados por Silva e colaboradores (2011), visto que em seu estudo a
contagem de plaquetas na amostra final, apés a o enriqguecimento do PRP, foi
significativamente maior quando comparado com a amostra de sangue inicial.

Entretanto, alguns autores relatam que a contagem plaquetéaria deve-se
apresentar valores superiores a 1.000.000 plaquetas/uL (DEL CARLO et al., 2009)
embora outros autores obtiveram efeitos terapéuticos desejados com concentracdes
superiores a 300.000 plaquetas/ul (CARMONA et al., 2009 e DEL CARLO et al.,
2009). Assim, os resultados obtidos nesta pesquisa foram condizentes com
Carmona e colaboradores (2009) e Del Carlo e colaboradores (2009), em virtude da
contagem plaquetaria ter variado entre 470.000 a 4.420.000 plaquetas/uL no PRP
final (desvio padrdo = 980.546 plaquetas/uL), e alcancou nessas concentracfes 0s
efeitos terapéuticos desejados.

O protocolo da dupla centrifugacédo foi capaz de promover uma média de
concentragcdo plaguetaria trés vezes maior em relacdo ao valor inicial da amostra
(desvio padrédo = 980.546 plaquetas/pL). Na Figura 2.4 estdo apresentadas as
médias dos valores de contagem plaquetaria pré e pos enriquecimento do plasma
rico em plaquetas (PRP). Sendo assim, a amostra final de PRP quando comparada

com a inicial foi significativamente maior no grupo PRP (p=0,006).
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Avaliacao do numero de plaquetas pré e
pos processo de enriquecimento

H Pré enriquecimento

M Pos enriguecimento

Numero de plaguetas p/L

GPRP

Figura 2.4 Resultado da centrifugacdo para obtencdo do PRP em
coelhos submetidos ao procedimento de cirurgia
reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp,
Campus de Jaboticabal, 2013, capaz de promover uma
média de concentracdo plaquetaria 3 vezes maior em
relacdo ao valor inicial de sangue coletada nos animais do
GPRP (p=0,006).

Nesta pesquisa, 0 protocolo de centrifugacao foi adequado para obtencéo de
PRP de boa qualidade, semelhante ao descrito por Morato (2013), estudo este que
utilizou o gel de PRP em enxerto 6sseo em coelhos, obtido pelo método de dupla
centrifugacéo, com tempos e velocidades semelhantes aos utilizados neste ensaio,
proporcionou a obtencéo de bons resultados seguindo esse protocolo.

Em relacdo ao citrato de sédio, utilizado como anticoagulante nesta pesquisa,
obteve-se bons resultados quanto ao preparo do PRP. Entretanto, sdo citados na
literatura outros anticoagulantes como solucdo de citrato de dextrose (LU et al.,
2008) e heparina (KASTEN et al., 2008). Nesta pesquisa, optou-se em utilizar citrato
de sodio devido sua facil obtencéo, e por adquiri-lo em tubos estéreis, diminuindo a

contaminagcdo no momento da colheita. Vanat e colaboradores (2012), testando a
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modificacdo de técnica de preparo do plasma rico em plaquetas em caes também
utilizaram tubos estéreis contendo citrato de sédio e obtiveram bons resultados livre

de contaminagao.

2.3.2 Avaliacao fisica

Durante todo o periodo experimental os animais foram acompanhados
diariamente, ndo sendo observado incomodo, apatia, e anorexia em nenhum dos
pacientes, e os pesos foram avaliados no 1° e no 14° dia de avaliacdo. Nos dois
grupos, em relacdo ao peso dos coelhos entre o inicio e o fim do experimento
(Figura 2.5), ndo houve diferenca significativa (p=0,66).

Avaliacao de peso dos grupos

B Pesoinicial MPesofinal  ® Ganhode peso medio

3,73K
3,47Kg © 3,43kg  02K8

PRP Controle

Figura 2.5 Resultado da avaliacdo do ganho de peso médio no 1° e no
14° dia dos grupos experimentais (p=0,66) submetidos ao
procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da

Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013.
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Em ambos o0s grupos, o peso dos animais entre o inicio e o fim do
experimento, manteve-se estavel, evidenciando que o0s animais se alimentaram
adequadamente e o procedimento cirdrgico ndo provocou resposta organica ao
trauma que repercutisse no estado geral dos animais. Estes achados foram
semelhantes aos de Salgado e colaboradores (2007), apds os animais terem sido
submetidos a procedimentos cirdrgicos reconstrutivos ndo apresentaram sinais de
desconforto, anorexia e apatia, porém em relacdo ao peso dos animais encontraram
variacao significativa entre o inicio e o fim do experimento nos animais do grupo
tratado em relagdo ao controle, e ndo utilizaram nenhuma terapia medicamentosa.
Embora neste ensaio ndo se tenha encontrado diferenca significativa quanto ao
ganho de peso, 0os animais mantiveram-se bem, ndo apresentaram sinais de perda
de peso, tampouco outras complicacbes como anorexia e apatia, e instituiu-se

terapia medicamentosa (anti-inflamatoério, analgésico e antibidtico).

2.3.3 Avaliacdo macroscopica

A avaliacdo do rubo, edema e integridade da pele, relacionando os grupos
GPRP e GC nao foram significativas (p=0,40; p=0,10; p=0,47 respectivamente).
Entretanto, as variaveis exsudato (Figura 2.6A) e necrose (Figura 2.6B) no GC foram
significativamente maiores em relagdo ao GPRP, sendo p=0,001 e p=0,02 nesta

ordem.



Figura 2.6
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Imagens fotograficas da lesdo do cotovelo de coelhos (Oryctolagus
cuniculus) mostrando as varidveis macroscOpicas exsudato com 14
dias que foram significativas entre os grupos (p<0,05) submetidos ao
procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp,
Campus de Jaboticabal, 2013. A) Presenca de exsudato (seta) no GC,
presenca de pelos (asterisco) indicando crescimento apos
procedimento cirargico. B) Presenca de necrose (seta) no GC,
presenca de pelos (asterisco) indicando crescimento apés

procedimento cirdrgico.

No 3° dia, as avalicBes macroscopicas de rubor, integridade da pele, edema e

necrose nado foram significativas entre os grupos (p>0,05) (Figura 2.7). Porém

exsudato apresentou-se significativamente maior no GC quando comparado com
GPRP (p=0,01).
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Figura 2.7 Imagem fotografica da lesdo do cotovelo de coelhos

(Oryctolagus cuniculus) indicando auséncia de
rubor (asterisco), necrose (seta amarela) e
integridade da pele (seta azul), presenca de pelos
(seta verde) em crescimento no 3° dia de pos
operatdério no GC submetidos ao procedimento de
cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias
(FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013.

Quanto a intensidade do exsudato no GC e GPRP indicando a presenca de
processo inflamatorio exacerbado na ferida cirurgica, observou-se que no GC em
20% dos animais a presenca de exsudato era ausente, 47% apresentaram discreta
ocorréncia de exsudato purulento, 33% moderada e nenhum paciente apresentou
exsudato intenso. No GPRP 47% das lesGes ndo apresentaram exsudato, 47%
presenca discreta, 6% moderada e nenhum paciente apresentou exsudato intenso.

Os dados da variavel exsudato indicaram que 80% dos animais do GC
apresentaram exsudato purulento quando comparado com GPRP que apenas 53%

manifestaram essa alteragéo (Figura 2.8).
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Variavel exsudato no 32 dia

B GPRP mGC

47% 47% 47%

AUSENTE DISCRETO MODERADO INTENSO

Figura 2.8 Resultados da avaliagdo de exsudato em coelhos (Oryctolagus
cuniculus) no 3° dia de poés-operatério nos grupos experimentais
GPRP e GC (p=0,01) submetidos ao procedimento de cirurgia
reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal,
2013.

Nas avaliacGes do 7° dia, edema, integridade da pele e necrose ndo foram
significativos entre os grupos (p>0,05). Entretanto, as variaveis exsudato e rubor
apresentaram diferenca significativa no GC (p=0,01 e p=0,02 respectivamente)
guando comparado com o0 GPRP.

Independente dos dias de avaliacdo das feridas cirargicas, o método de
gradua-las de acordo com a intensidade foi 0 mesmo, sendo assim, nos resultados
de exsudato observou-se que no 7° dia, 70% dos animais do GPRP nao
apresentaram exsudato, 30% dos animais do mesmo grupo manifestaram presenca
discreta, e presenca moderada e intensa ndo foram observadas nesse grupo.

Comparando os dados do GPRP com o GC observou-se que em 20% dos animais o
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exsudato foi ausente, 60% apresentaram exsudato discreto, 20% moderado, e
intenso néo foi observado em nenhum animal (Figura 2.9).

Em relacé@o a intensidade de rubor no 7° dia observou-se que a variavel foi
significativamente maior no GC (p=0,02) quando comparado com GPRP. Os
resultados indicaram que 54% dos animais do GPRP nao apresentavam rubor contra
14% do GC. A presenca de rubor nos animais do GPRP ocorreu em 46% das lesdes
e nos animais do GC foi 86% (Figura 2.10).

Variavel exsudato no 72 dia

B Gprp EGce

70%

Ausente Discreto Maoderado Intenso

Figura 2.9 Resultados da avaliacgdo de exsudato coelhos (Oryctolagus
cuniculus) no 7° dia de pds-operatorio nos grupos experimentais
GPRP e GC (p=0,01) submetidos ao procedimento de cirurgia
reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2013.
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Variavel rubor no 72 dia

B Gprp EGe

86%

Ausente Presente

Figura 2.10 Resultados da presenca de rubor em coelhos (Oryctolagus
cuniculus) no 7° dia de poOs-operatorio N0S grupos experimentais
GPRP e GC (p=0,02) submetidos ao procedimento de cirurgia
reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2013.

Edema, rubor e necrose no 14° dia de pds-operatorio ndao foram significativas
entre 0s grupos analisados (p>0,05). No entanto, as variaveis integridade da pele
(p=0,01) e exsudato (p=0,01) foram significativas no grupo controle quando
comparado com o grupo PRP.

Em relacdo a avaliacdo da integridade da pele observou-se que 100% dos
animais do GPRP apresentavam coloracdo résea no 14° dia de pos-operatério,
entretanto, no GC 66% dos animais apresentaram coloracéo résea, 20% hematoma

discreto e 14% hematoma intenso (Figura 2.11).
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Variavel integridade da pele no 142 dia

B Gprp EGe

100%

Rosea Hemorragia Hemorragia
discreta intensa

Figura 2.11 Resultados da coloracdo da pele em coelhos (Oryctolagus
cuniculus) no 14° dia de pds-operatério nos grupos
experimentais GPRP e GC (p=0,01) submetidos ao
procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da

Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013.

Na variavel exsudato, a graduacédo da intensidade seguiu 0S mesmos critérios
adotados anteriormente no 3° e 7° dia. Observou-se que em 86% dos animais do
GPRP néo existia a presenca de exsudato e em 14% das lesdes houve presenca
discreta. Ocorréncia de exsudato de forma moderada e intensa nao foram
observadas nesse grupo. Nos animais do GC em 40% dos animas nao foi observado
presenca de exsudato, 40% apresentaram exsudato discreto, 20% moderado, sendo

gue exsudato intenso ndo ocorreu neste grupo (Figura 2.12).
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Variavel exsudato no 142 dia

B Gprp BGc

86%

20%
0% 0% 0%
o4
Ausente Discreto Moderado Intenso

Figura 2.12 Resultados da presenca de exsudato em coelhos (Oryctolagus
cuniculus) no 14° dia de pos-operatorio nos  Qrupos
experimentais GPRP e GC (p=0,01) submetidos ao
procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da

Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013.

Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa quanto as variaveis
macroscopicas, presenca de edema ndo foi significativa entre 0s grupos,
diferentemente dos resultados encontrados por Bauer et al. (2009), que avaliaram os
efeitos do plasma rico em plaguetas no processo de reparacao de feridas dérmicas
em ratos e encontraram 24 horas ap0s o procedimento cirdrgico intensa presenca de
edema no grupo tratado e controle. Porém é importante saber que o0s animais
utiilizados em seu estudo nédo receberam nenhum tipo de terapia medicamentosa.

Embora ndo tenha sido observado diferenca significativa neste ensaio quanto
ao edema, o processo de reparacgao tecidual seguiu um curso similar ao longo dos
periodos observados em ambos os grupos. Nas feridas tratadas com PRP, o edema
foi mais expressivo nos trés primeiros dias e menor no 14° dia de pds operatdrio.
Nas feridas tratadas com solucdo fisiolégica o edema foi maior nas primeiras 24
horas e menor no 14° dia. A presenca de edema mais intenso no inicio do processo

de reparacdo e menor no periodo final de observacdo estdo condizentes com as
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descricOes de Cotran et al. (1994) e Gregory (1999) que relataram a presenca de
edema em processo de cicatrizacao pode ser mais intensa no inicio, acompanhando
os sinais da inflamagao (calor, rubor, dor, tumor) e ao final da cicatrizacédo
apresenta-se em menor intensidade.

Quanto ao exsudato, essa alteracdo foi significativamente maior no GC
durante as trés avaliacdes. O exsudato presente por periodo prolongado no GC foi
devido a inflamacéo local. No GPRP, exsudato em menor intensidade também foi
encontrado, assim pode-se inferir que a aplicacéo do gel de PRP diminui a producéo
de exsudato. Entretanto os dados encontrados neste ensaio sdo contrarios aos de
Vendramin e colaboradores (2010), os quais estudaram a utilizacdo de PRP
autélogo em enxertos cutaneos em coelhos e observaram presenca significativa de
exsutado relacionado com maior reacdo inflamatoria no grupo com gel de PRP
guando comparado com grupo controle, justificando que melhor cicatrizacdo nesse
grupo ocorreu pela acdo potencializada dos fenoménos decorrentes da fase de
inflamacao. Porém, SWAIM (1980), relata que o0s componentes relacionados com a
fase inflamatdria (macrofagos e neutrofilos) favorecem a cicatrizacéo pela acéo de
enzimas proteoliticas capazes de destruirem bactérias, tecidos necrotico e por
serem responsaveis pelo remodelamento da matriz extracelular, e pela producéo de
tecido de granulacdo. Entretanto, se for observado inflamacao intensa, esse evento
sera desfavoravel para a cicatrizacdo devido a producédo de exsudato, presenca de
edema local e dor, fatores que causam complicacbes pOs cirargicas como
deiscéncia de sutura e retardo da cicatrizacdo (PAVLETIC, 2010).

O rubor esteve presente significativamente maior no 7° dia no GC. Os
resultados encontrados quanto ao rubor foram relacionados diretamente com os
sinais da inflamacdo (calor, rubor, tumor e dor) conforme descrito por Pavletic
(2010). Os resultados encontrados nesta pesquisa quanto a presenca de exsudato e
rubor ndo corroboram com Vendramin e colaboradores (2010), os quais em seu
estudo utilizaram PRP aut6logo em enxertos cutaneos e a intensidade de exsudato e
rubor nos animais que receberam PRP foi maior quando comparado com o grupo

controle.
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E importante ressaltar que todos os animais que foram submetidos ao
procedimento de cirurgia reconstrutiva neste ensaio, receberam no pdés operatoério
anti-inflamatorio, analgésicos e antibiéticos, e ainda assim, observou-se presenca de
reacdo inflamatéria local nos animais do GC. Os resultados obtidos nesta pesquisa
guanto a reacao inflamatoria local e associacdo de medicacdo pés cirlrgicas sao
contrarios aos resultados obtidos por Vendramin e colaboradores (2010) que
encontraram presenca de reacéo inflamatoria local e ndo associaram nenhum tipo
de terapia medicamentosa nos animais submetidos ao procedimento cirdrgico. Ja
Morato (2013) em seu estudo avaliando a consolidacdo de enxertos 0sseos com
PRP, instituiu analgésico (Cloritrato de Tramadol) e antibiético (Enrofloxacina 10%)
nos animais submetidos ao procedimento cirurgico, e ndo obteve reacéo inflamatéria
local. Sendo assim, a utilizacdo de terapia antiinflamatoria no pos operatorio torna-
se questionavel, diferentes estudos utilizando o gel de PRP apresentaram resultados
opostos quanto ao uso de anti-inflamatorios, porém de acordo com Fossum (2007) e
Pavletic (2010) deve-se instituir terapia com anti-inflamatério por no minimo trés
dias, antibioticoterapia de no minimo sete dias e analgesia de no minimo de 5 dias.
Dessa forma, nesta pesquisa, a terapia medicamentosa instituida no pos operatorio
do procedimento cirdrgico foi conforme o preconizado pela literatura (FOSSUM
2007; PAVLETIC 2010).

Visto que ambos os grupos foram submetidos ao mesmo procedimento
cirargico, diferindo apenas pela aplicacdo do PRP e solucéo fisiologica na ferida, e
sabendo-se que o flape era constituido de uma artéria e veia, poder-se-ia esperar
gue complicacdes relacionadas com comprometimento vascular fossem minimas,
em virtude do leito receptor possuir irrigacdo adequada, e suturas intradérmicas ou
no subcutaneo ndo terem sido realizadas, a fim de reduzir lesédo nos tecidos. No
entanto, os resultados no grupo controle foram significativamente maiores quanto a
variavel necrose (p=0,02), que pode ter ocorrido por situacfes inadequadas de
irrigacdo sanguinea. Conforme citaram Pavletic (1998) e Fowler (2004) retalhos
cutaneos de padréo axial incorporam uma artéria e uma veia cutanea direta, o que
proporciona irrigacdo sanguinea com area de sobrevida aproximadamente 50%

maior que retalhos de plexos subdérmicos em cédes, no entanto, alertam que
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utilizagcdo de suturas intradérmicas e no subcutdneo podem predispor a ocorréncia
de necrose, em virtude de provocarem maior lesdo no tecido, prejudicando a
irrigacdo local e angiogénese, porém indicam que em casos que as suturas
intradérmicas ou subcutédneas sejam indispenséaveis, a melhor opcao € a aplicacdo
de bandagem compressiva.

Outros autores citam que embora os flapes de padréo axial sejam melhores
por serem calibrosos, complicacbes podem surgir, como drenagem de secrecao
purulenta da ferida, deiscéncia parcial de sutura, necrose distal do retalho, infec¢cdes
e formagéao de seroma (SLATTER, 2007). Os resultados encontrados neste ensaio
guanto a variavel necrose indicam que o GC apresentou complicacdes provenientes
do comprometimento vascular do flape, visto que nenhum dos animais apresentou
deiscéncia de pontos, infeccdo e formacdo de seroma. Também néo utilizou-se
suturas no subcutaneo que pudessem comprometer a irrigacéo local. Sendo assim,
pode-se inferir que a necrose esteve presente em virtude de nédo ter ocorrido neo-
angiogénese de maneira adequada no grupo controle conforme descrito na literatura
(FOWLER, 2004; PAVLETIC 2010).

Quanto a coloracéao rosada nos flapes que receberam o PRP caracteriza a
presenca de elementos hematicos (hemacias, leucdécitos e plaguetas) nos vasos do
leito receptor. Atribui-se tais caracteristicas uso do gel de PRP sendo capaz de
favorecer a microcirculacdo local. Este achado corrobora as evidéncias de
Vendramin e colaboradores (2006) que relatam uso do PRP em enxertos cutaneos
em membro pélvico de humanos sendo capaz de reduzir o tamanho da leséo,
promovendo maior quantidade de tecido de granulacdo e apresentando aspecto
rosado da pele quando comparado com pacientes que nao receberam o produto.
Dessa forma, pode-se presumir que a utilizacdo do PRP resultou em melhor
coloracdo neste grupo, relacionando assim com 0S aspectos macroscopicos de
integridade da pele, ou seja, a pele ficou résea (100%) quando comparado com o
grupo controle (66%), no qual foi observada a presenca de hemorragia discreta

(20%) e hemorragia intensa (14%).
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2.3.4 Avaliagdo microscopica

A avaliacdo histolégica da intensidade de proliferagdo vascular foi
significativamente maior (p=0,001) no GPRP (Figura 2.13A), quando comparado
com o GC (Figura 2.13B). A proliferacao vascular obteve indice de proliferacdo maior
na porc¢ao distal relacionada com as demais porgoes. (p=0,01).

O emprego do gel de plasma rico em plaguetas no subcutdneo do leito
receptor da ferida no GPRP proporcionou bons resultados, quando comparado com
a solucédo fisiolégica no GC, indicando que a diferenca significativa encontrada
guanto a proliferacdo vascular esta relacionada com o uso do PRP, sugerindo a

capacidade deste composto de promover angiogénese no local de aplicacéo.
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Figura 2.13 Aspecto histologico da Ilnten5|dade de prollfera(;ao vascular em coelhos
(Oryctolagus cuniculus). Fotomicrografia optica da porcao distal derme
de animais do GPRP e GC submetidos ao procedimento de cirurgia
reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013.
Fotomicrografia 6ptica da derme superficial (asterisco) dos animais do
GC e GPRP apo6s 15 dias da aplicacdo da solucao fisiolégica e Gel de
PRP. A) Notar presenca acentuada de neovascularizacdo em A no
GPRP, aumento de 200X. B) Notar presenca discreta de

neovascularizagdo em A no GC. Aumento de 400X. Coloragéo HE.
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Avaliando a intensa proliferacdo vascular nos animais tratados com PRP
pode-se correlacionar tal fato com os fatores de crescimento presentes nas
plaquetas, responsaveis em atuar na fase inicial da cicatrizacdo. Dentre 0s inUmeros
fatores de crescimento, o fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) e fator
de crescimento epitelial (EGF) estimulam a angiogénese, mitogénese,
permeabilidade vascular, e induzem crescimento de tecido epitelial (BOLTA, 2007).
Os resultados encontrados neste ensaio indicaram que a proliferagdo vascular
ocorreu principalmente pelos fatores presentes nas plaquetas, assim, promoveram o
suprimento de oxigénio e nutricado da ferida, favorecendo o processo cicatricial.

A formacdo de novos vasos parece ser substancialmente favorecida pela
aplicagcédo do gel de PRP, o numero relativamente maior de elementos de pequeno e
medio calibre é observado no GPRP. Esse fato evidencia que o plasma rico em
plaquetas é capaz de estimular a proliferagdo vascular no leito receptor da ferida e
reduz as taxas de necrose por aumentar a irrigacdo local no leitor receptor, fazendo-
se alusado com os efeitos do PRP obtidos por Vendramin e colaboradores (2006) que
testaram a aplicacdo do produto em enxertos cutaneos, 0sseos e na cicatrizacao de
feridas, observando diminuicdo no tamanho das feridas, bem como o
desenvolvimento de um tecido de granulacdo de melhor qualidade, com uma
vascularizacdo mais intensa.

Quanto a reacdo inflamatdria da ferida avaliou-se a presenca das células
mononucleares e polimorfonucleares (macréfagos e neutrofilos), porém ndo foram
observado diferencas significativas (p=0,65 e p=0,14, respectivamente) entre 0s
grupos experimentais. Apesar de ndo se observar diferenca significativa quanto a
presenca de reacdo inflamatéria, observou-se nos cortes histolégicos de ambos os

grupos a presenca de macréfagos e neutréfilos, conforme ilustrado na Figura 2.14.
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Flgua 2. 14 Aspecto hlstologlco da presenca de reagao inflamatéria em oelhos
(Oryctolagus cuniculus). Fotomicrografia 6ptica da derme de animais
do GPRP submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no
Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013. Notar
presenca discreta de polimorfonucleados (seta), além da presenca

discreta de mononucleados (A). Coloracdo HE. Aumento de 400X.

Em relacdo a reacdo inflamatéria da ferida cirargica, avaliou-se a presenca
das células mononucleares e polimorfonucleares (macrofagos e neutrofilos), porém
ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimentais. Os resultados
encontrados neste ensaio sdo semelhantes ao obtidos por Vendramin e
colaboradores (2010), que embora no seu estudo tenham utilizando o plasma rico
em plaquetas autélogo em enxertos cutaneos em coelhos, observaram presenca de
infiltrado inflamatério nos cortes histolégicos, porém as variaveis categéricas néo

demonstraram diferenca estatisticamente significativa.
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Portanto, a presenca discreta de mononucleares e polimorfonucleares podem
ser justificadas pelo tempo de evolugcdo da ferida (14 dias). Os resultados
encontrados neste ensaio foram semelhantes ao obtidos por Bauer et al. (2009), que
avaliando efeitos do plasma rico em plaguetas no processo de reparacdo de feridas
dérmicas em ratos encontrou 24 horas ap0s procedimento cirargico presenca
intensa de neutrofilos, e apos trés dias intensa presenca de macréfagos, e apés sete
dias numero intenso de fibroblastos. Correlacionando os achados encontrados neste
ensaio com as fases da inflamacao, sabe-se que logo apds a ocorréncia da lesao
sdo recrutados polimorfonucleados para realizarem fagocitose das bactérias,
decomposicéo de tecido necrodtico e promover a limpeza da ferida, em seguida, por
meio de fatores quimiotaticos recrutam-se o0s macréfagos, que atuam na
remodelagdo da matriz extracelular, e também liberam substancias vasoativas e
fatores de crescimento para auxiliar nas fases subsequentes da inflamacéo
(RODRIGUES et al., 2001; CANDIDO, 2007; SLATER, 2007). O estudo histoldgico
comprovou que, mesmo ndo havendo diferenca significativa entre as variaveis
categoricas de presenca de células mononucleares e polimorfonucleares, foi
possivel visibilizar na microscopia Optica que houve discreta reacao inflamatoria
local com uso do PRP, que pode ter potencializado a reparacéao.

Quando se avaliou intensidade de proliferacdo de fibroblastos (p=0,52),
colagenizacao (p=0,87) e hemorragia (p=1,0) os resultados foram semelhantes entre
0S grupos experimentais, ndo apresentando diferencas significativas. Embora nao
tenha ocorrido diferenca significativa entre as variaveis, nas analises histoldgicas foi
possivel visualizar no GPRP discreta proliferacdo de fibroblastos, e colagenizacao

(Figura 2.15A), hemorragia e vasos congestos no GC (Figura 2.15B).
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Figura 2. 15 Aspecto histologico da prollfera(;ao de colageno, fibroblastos e hemorragla
em coelhos (Oryctolagus cuniculus). Fotomicrografia éptica da derme de
animais do GPRP e GC submetidos ao procedimento de cirurgia
reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013. A) Notar
presenca acentuada de proliferacdo de fibroblastos bem diferenciados
(seta) e presenca acentuada de colageno (A). B) Notar presenca
acentuada de hemorragia em A e presenca de vasos congestos (seta).
Coloracao HE. Aumento de 400X e 200X.

O aumento no numero de macréfagos e fibroblastos era esperado pelo efeito
de quimiotaxia e dos fatores de crescimento, porém nao foi significativo entre os
grupos, mas foi visivel nas laminas. A maior quantidade de colageno (colageno
imaturo) também observada foi devido ao estimulo dos fibroblastos pelos fatores de
crescimento. Os achados deste ensaio sdo semelhantes aos de Liu e colaboradores
(2002), que mostraram aumento da producdo de macrofagos, proliferacdo de
fibroblastos e colageno sdo proporcional ao aumento da concentracdo plaquetaria
no PRP. Bhanot et al. (2002) e Man et al. (2001) também relataram que o PRP
aumenta a taxa de producéo de colageno, angiogénese, proliferacéo de fibroblastos

e sintese de matriz extracelular, melhorando a reparacdo de modo geral.
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Quanto a hemorragia, os achados microscopicos indicaram discreta presencga
de hemorragia em ambos os grupos, sendo em alguns momentos mais intensa nos
animais do GPRP. Pode-se inferir que em virtude da estimulacdo da angiogénese
promovida pelo gel de PRP formando novos capilares de pequeno e médio calibre
acabem sendo rompidos por serem frageis, promovendo hemorragia local. Por outro
lado, os animais do GC apresentaram hemorragia e vasos congestos, fato que pode
ser correlacionado com os achados macroscopico quanto a presenca de RUBOR no
GC. Os resultados encontrados nesta pesquisa, sdo condizentes com o0s de
Vendramin et al. (2006) e Bauer et al. (2009), utilizando PRP em enxertos ésseos e
avaliando os efeitos do plasma rico em plaquetas no processo de reparacao de
feridas dérmicas em ratos, ndo sendo observada a presenca significativa de
hemorragia nos grupos experimentais.

A intensidade da reepitelizacdo no GPRP quando comparado com o GC foi
significativa (p=0,01). No GPRP a reepitelizacdo foi significativamente maior
(p=0,009) na regido distal quando comparada com as outras regides (Figura 2.16).

A reepitelizacdo, caracterizada pelo aumento das camadas epiteliais foi
significativamente maior no GPRP. Ocorreu de maneira mais acentuada na porcao
distal da lamina quando comparada com as outras por¢cdes. Sendo assim, a boa
resposta vascular mediante aplicacdo do gel de plasma rico em plaquetas é
considerada como fator positivo na reepitelizacdo, visto que ocorreu de maneira
progressiva, devido a nutricdo sanguinea da ferida ter sido adequada. A
reepitelizacdo intensa presente nos animais do grupo PRP estdo condizentes com
Bauer e colaboradores (2009), em seu estudo avaliando os efeitos do plasma rico
em plaquetas no processo de reparacao de feridas dérmicas padronizadas em ratos
encontrou maior reepitelizacdo apés 7 dias do procedimento cirlrgico nos animais

tratados com o PRP.
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coelhos (Oryctolagus cuniculus). Fotomicrografia Optica

da porcao distal derme de animais do GPRP (p=0,009)
submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no
Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterindrias (FCAV) da Unesp, Céampus de
Jaboticabal, 2013. Notar presenca acentuada de

reepitelizacao (seta). Coloracédo HE. Aumento de 200X.

Diante dos resultados encontrados neste ensaio, é importante ressaltar a
semelhanca entre a microscopica e a macroscopica quanto a presenca de necrose
nas lesbes do GC (Figura 2.17), o qual apresentou diferenca significativamente

maior quando comparada com GPRP.
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cuniculus). Fotomicrografia Optica da derme de animais do GC
submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital
Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013. Notar presenca
de necrose (A) e epitélio normal (B). Coloracdo HE. Aumento de
40X.

Conforme descrito por Bauer et al. (2009), existem casos que 24 horas e trés
dias apos procedimento cirirgico pode-se visualizar tecido necroético superficial na
epiderme e derme, e acima de sete dias tecido necrotico. Sendo assim, 0s
resultados obtidos neste estudo, sdo condizentes com a literatura, como as laminas
foram confeccionadas com material correspondente ao décimo quarto dia do pdés
operatorio pode-se correlacionar os achados macroscépico com 0S microscopicos.

Observou-se neste estudo, as laminas dos animais do GC com presenca de
tecido necroético na regido da epiderme, com fibroblastos em picnose, e areas com

destruicdo de colageno (Figura 2.18) em derme.
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Figura 2.18 Aspecto histolc’)gico de nerose em celho
(Oryctolagus cuniculus). Fotomicrografia 6ptica da
derme de animais do GC submetidos ao
procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital
Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de
Jaboticabal, 2013. Notar presenca discreta de
hemorragia (seta). Presenca de fibroblastos em
picnose em A. Auséncia de colageno em B e
presenca de mononucleares (asterisco). Coloracao
HE. Aumento de 200X.

Durante o processo de necrose ocorre morte celular de um organismo vivo.
As principais causas da ocorréncia de necrose no epitélio sdo obstrugdo vascular
por isquemia (coloracdo esbranquicada) e anoxia (coloracdo vermelho escuro). As
principais alteracdes decorrentes do processo de autélise podem ser visualizadas a
microscopia algum tempo apos ter ocorrido a morte celular. Os achados encontrados
podem ser picnose nuclear (intensa contragdo e condensagdo de cromatina,
tornando o nucleo intensamente basdfilo, de aspecto homogéneo e bem menor que

o normal), caridlise (digestdo da cromatina, com desaparecimento da afinidade
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tintorial do nacleo a ponto de néo identificA-lo em coloracdo de rotina) e cariorrexe
(fragmentacao e dispersédo do nucleo no citoplasma) (BRASILEIRO FILHO, 2011).
Os resultados encontrados neste ensaio sdo condizentes com a literatura, a
presenca de tecido necrético observado nas laminas apresentava areas com
destruicdo de colageno e fibroblastos com ntcleo picnético, lesdes caracteristicas de
presenca de necrose tecidual.

2.4 Conclusdes

Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram que a utilizagado do plasma
rico em plaquetas na forma de gel em cirurgia reconstrutiva € capaz de estimular a
angiogénese na ferida favorecendo o processo de cicatrizacao.

O gel de PRP é capaz de reduzir a ocorréncia de necrose na extremidade dos
flapes, e favorece a fase de reparacéo e integracdo do retalho no leito receptor.

A utilizacdo do plasma rico em plaquetas € uma boa opcdo em cirurgias

reconstrutivas, por reduzir complicacfes decorrentes do procedimento cirurgico.
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ANEXO |

Imagens fotograficas das etapas de obtencdo do PRP em
coelhos submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no
Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013. A)
Posicionamento do animal para puncédo da veia jugular (seta). B)
Amostras sanguineas para preparacédo do PRP (tubo de tampa
azul) e contagem de plaquetas (tubo de tampa roxa). C) Gel de
PRP (seta) pronto para ser utilizado.
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ANEXO I

AVALIACAO MACROSCOPICA

N° COELHO [ PESO [ SEXO
| | DATA
12avaliagdo - D3
Edema
Ausente Discreto
Moderado Intenso
Rubor
Ausente Presente
Integridade da pele
Résea Hemorragia discreta Hemorragia intensa
Necrose
Ausente Presente
Ausente Discreto | Moderado Intenso |
22 avaliagdo- D7
Edema
Ausente Discreto
Moderado Intenso
Rubor
Ausente Presente
da pele
Résea Hemorragia discreta Hemorragia intensa
Necrose
Ausente Presente LEGENDA
Necrose
Ausente 0
Presente
Ausente | Discreto | Moderado | Intenso |
| | | Edema
Ausente 0
32 avaliagdo- D14 Discreto 1
Edema Moderado 2
Ausente Discreto Intenso 3
Rubor
Moderado Intenso Ausente | 1
Presente | 2
Rubor
Ausente Presente Ausente 0
Discreto 1
Moderado 2
Integridade da pele Intenso 3
Résea Hemorragia discreta Hemorragia intensa Integridade da pele
Résea 1
Hemorragia discreta 2
Necrose Hemorragia intensa 3
Ausente Presente
Ausente | Discreto I Moderado [ Intenso

Ficha individual das avaliacbes macroscopicas do 3°, 7° e 14° dia dos animais
submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario

da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus
de Jaboticabal, 2013.




ANEXO Il

AVALIACOES MICROSCOPICAS

Porgdo: n¢

Achados HE Ausente | Discreto | Moderado | Acentuado
proliferacao vascular 0 1 2 3
células mononucleares 0 1 2 3
células polimorfonucleados 0 1 2 3
proliferagao fibroblasticas 0 1 2 3
colagenizagao 0 1 2 3
reepitelizagao 0 1 2 3
hemorragia 0 1 2 3

Ficha individual para avaliagbes microscopicas das variaveis
guantitativas mediante atribuicdo de indice para o achado
histoldgico.
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ANEXO IV
Critérios para avaliar a intensidade dos achados histolégicos dos animais submetidos
ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013.

Proliferagdo Vascular — foi considerada ausente, quando ndo se evidenciou vasos no corte
histoldgico; discreta, quando foram visibilizados poucos vasos esparsamente situados, de forma
isolada no contexto; moderada, quando os vasos apareceram com maior frequéncia e dispersos no
campo Optico e acentuada, quando foi possivel evidenciar com grande frequéncia a presenca de
vasos, dispostos em todo o contexto.

Células mononucleares — foram classificadas em ausente, quando estas células ndo for
visibilizadas no campo 6ptico; discreta, quando foram evidenciadas de forma isolada, possibilitando
distinguir areas livres de infiltrado; moderada quando apareceram com maior frequéncia,
constituindo agregados densos, mas possibilitando visibilizar areas livres de infiltrado; e acentuada,
guando as células foram evidenciadas com grande frequéncia, constituindo agregados densos e
justapostos, sem &reas livres de infiltrados.

Células polimorfonucleares — foram classificadas em ausentes, quando ndo foram visibilizadas no
campo Optico; discretas, quando foram visibilizadas esparsamente, de forma isolada, com muitas
areas livres de infiltrados; moderada, quando ja foram visibilizadas formando agregados, porém com
areas adjacentes livres de infiltrados; acentuada, quando estas células apareceram com grande
frequéncia, formando agregados densos, sem areas livres de infiltrados.

Proliferacdo fibroblastica — foram classificadas em ausente, quando n&o se evidenciou
proliferacdo de fibroblastos; discreta, quando houve esparsos fibroblastos proliferados em meio ao
tecido conjuntivo frouxo; moderada, quando houve moderada quantidade de fibroblastos
proliferados, constituindo pequenos feixes celulares multi-direcionalmente; e intensa, quando houve
grande quantidade de fibroblastos proliferados constituindo agregados compactos de células
arranjadas multi-direcionalmente.

Colagenizacédo — classificou-se como ausente, quando nao foi possivel a visibilizagdo do deposito
de fibras colagenas; discreta, quando a deposicdo de fibras colagenas foram em pequena
gquantidade, caracterizadas por fibras depositadas em meio aos fibroblastos proliferados; moderada
guando a deposicéo de colageno formou feixes de fibras eosinofilicas, espessas, intercaladas com
areas de tecido conjuntivo frouxo e fibroblastos proliferados; e intensa, quando houve grande
deposicédo de fibras colagenas, constituindo feixes de fibras eosinofilicas espessas, compactamente
arranjadas em meio a fibroblastos proliferados e sem areas de tecido conjuntivo frouxo.

Reepitelizacdo — classificou-se como ausente, quando nao houve epitélio visibilizado no campo
Optico; discreta quando o epitélio comecar a recobrir a area da ferida; moderada, quando apareceu
de forma parcial sobre a area acometida; acentuada, quando visibilizou-se de forma total ou
completa sobre o tecido conjuntivo.

Hemorragia — foi considerada ausente, quando ndo se evidenciou hemacias fora dos vasos
sanguineos; discreta, quando foram visibilizadas poucas hemacias ao redor de até dois vasos
sanguineos; moderada, quando foram observadas hemacias em maior quantidade ao redor de pelo
menos dois vasos sanguineos; acentuada, quando era observada grande quantidade de hemacias
ao redor de diversos vasos sanguineos.

Fonte: Garros e t al., 2006.




70

CAPITULO 3 — Método de obtenc&o do plasma rico em plaquetas em coelhos
(Oryctogalus cuniculus)

RESUMO - O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto de facil obtencao
e de baixo custo, destacando-se pelos seus fatores de crescimento na reparacao
tecidual. O presente trabalho teve como objetivo estudar o método de centrifugacéo
dupla na obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP), a fim de avaliar, a eficacia
do aumento da concentragéo de plaquetas no produto final, o preparo do gel de PRP
e otimizar o tempo de preparo da amostra final. Quinze coelhos, da raca Nova
Zelandia branco, fémeas, foram submetidas a colheita de sangue para o preparo do
PRP. O material foi submetido a contagem de plaquetas, e em seguida a
centrifugacédo dupla, apos ocorreu a separacdo das partes do plasma: a superior,
consistindo o plasma pobre em plaquetas (PPP) e a parte inferior as hemacias, e um
botdo plaquetario na zona intermediaria. O PPP foi descartado, de modo que
permanecesse apenas 1mL de PPP e o botdo plaquetario. Esse material foi
levemente agitado promovendo a resuspensdo das plaquetas, resultando na
producédo do PRP. Para obtencéo do gel de PRP ativou-se as plaquetas adicionando
0,3 mL de gluconato de calcio, formando gel de PRP, proximo ao momento de sua
utilizacdo terapéutica. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica
(Teste t emparalhado, sendo p<0,05 e analisados descritivamente por meio de
graficos e tabelas). A contagem de plaquetas obtida na amostra apés a preparacao
do PRP foi trés vezes maior quando comparado com a amostra de sangue total,
indicando que concentracdo de plaquetas apés a centrifugacdo dupla foi elevada. O
tempo de preparo do plasma rico em plaguetas neste estudo foi em média de 40
minutos. Conclui-se que o PRP foi obtido com sucesso pelo protocolo de dupla
centrifugacgéo, sendo capaz de aumentar a concentracdo plaquetaria na amostra de
PRP quando comparado com o sangue total, permitindo desta forma o emprego do

PRP em procedimentos cirdrgicos.

Palavras — chave: coelhos, concentragéo de plaquetas, PRP
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ABSTRACT - The platelet rich plasma (PRP) is a product easy to obtain and
inexpensive, especially for their growth factors in tissue repair. The present study
aimed to study the method of double centrifugation to obtain the platelet rich plasma
(PRP) in order to evaluate the effectiveness of increasing the platelet concentration
in the final product, the preparation of PRP gel and optimize time preparation of the
final sample. Fifteen white rabbits white, female New Zealand, underwent blood
sampling for the preparation of PRP. The material was subjected to platelets, and
then double centrifugation, separation occurred after the plasma parts: the top,
consisting of the platelet poor plasma (PPP) and the bottom of a platelet button. The
PPP was discarded, 1 ml of which remain only PPP and platelet button. This material
was gently agitated to promote resuspension of the platelets, resulting in production
of PRP. To obtain the PRP gel was activated platelets with 0,3 mL of calcium
gluconate, forming PRR gel, near the time of their therapeutic use. The data were
subjected to statistical analysis (Test t paired, with p <0.05 and descriptively
analyzed through graphs and charts). The platelet count in the sample obtained after
the PRP preparation was three times higher when compared to the whole blood
sample, indicating that the platelet concentration after the double centrifugation was
high. The time of preparation of platelet rich plasma in this study averaged 40
minutes. It follows that the PRP was successfully obtained by double centrifugation
protocol being able to increase platelet concentration in the PRP sample as

compared to whole blood, thereby permitting the use of PRP in surgical procedures.

Key — words: rabbits, platelet concentration, PRP
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3.1 Introducéao

O plasma rico em plaquetas (PRP) e o concentrado de plaguetas (CP) sao
produtos de facil obtencdo e de baixo custo, e se destacam por possuirem fatores de
crescimento de reparagdo tecidual importantes. Um exemplo dos fatores de
crescimento sdo os granulos alfa das plaguetas ativadas, os quais estimulam a
guimiotaxia, fibroplastia e angiogénese (MAIA E SOUZA, 2009).

Entretanto, outros agentes, como os fatores de crescimento mitogénicos,
também sdo liberados pelas plaquetas, estes se relacionam ao aumento da
populacdo de células cicatriciais por mitogénese. Os fatores de crescimento
transformador beta (TGFB), fator de crescimento endotelial (EGF), e fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) que agem sinergicamente na melhoria do
acesso das células inflamatoérias para a area da leséo, também séo fatores liberados
pelas plaquetas, que atuam principalmente na angiogénese, fibroplasia e regeneracéo
da pele (WERNER E GROSE, 2003).

A obtencdo dos componentes ricos em plaguetas é feita por meio da
centrifugacédo do sangue total, com forcas gravitacionais e tempos especificos. Este
componente pode ser obtido por uma (MACEDO, 2004; MESSORA et al., 2009) ou
duas centrifugacdes (VENDRAMIN et al., 2006; BARBOSA et al., 2008; CARMONA et
al., 2009). De acordo com Maia e Souza (2009) a ativacdo plaquetaria é realizada
préximo ao momento da aplicacédo terapéutica, podendo utilizar para esta finalidade,
diversas substancias como trombina recombinante humana, trombina autéloga ou
extra purificada, gluconato de célcio e cloreto de calcio.

O gel de plasma rico em plaquetas (PRP) é descrito como a mais recente linha
de colas teciduais com uma vantagem adicional em relacdo a cola de fibrina, pois
possui fatores de crescimento e citocinas, proporcionando grande beneficio na
cicatrizacdo, como menor tempo de reepitellizacdo, reducédo de exsudato da ferida e
necrose (BHANOT, 2002; MARX, 2004; VENDRAMIN et al., 2010).

A busca pela melhoria do plasma rico em plaquetas € muito importante e

inimeros estudos estdo sendo desenvolvidos a fim de realizar novas descobertas
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sobre esse subproduto do sangue (NUNES FILHO et al., 2007; VENDRAMIN et al.,
2010).

O presente trabalho teve como objetivo estudar o método de dupla
centrifugagcdo na obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP) em coelhos
(Oryctolagus cuniculus), para avaliar a efichAcia do aumento da concentracdo de
plaquetas no produto final e 0 método de preparo do gel de PRP, além de otimizar o
tempo de preparo da amostra final. Pesquisas como estas sdo importantes para
aprimorar a elaboracdo do PRP para que este possa ser empregado em cirurgias a
fim de melhorar a cicatrizagao.

3.2 Material e Método

O procedimento de preparacédo do plasma rico em plaquetas foi realizado no
Laboratério de Patologia Clinica do Curso de PoOs-Graduacdo em Cirurgia
Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) — UNESP —

Campus de Jaboticabal.

3.2.1 Selecéo dos pacientes

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais
(CEUA) Universidade Estadual Paulista — Campus de Jaboticabal®.

O modelo experimental utilizado para a realizacdo da coleta das amostras de
sangue foi o coelho (Oryctolagus cniculus). Foram utilizados 15 coelhos da raca
Nova Zelandia branco, com idade média de 170 dias, fémeas, com peso médio de
3,45 kg, provenientes de produtor especializado na criacdo da espécie. Os coelhos
foram mantidos no biotério do Curso de Pds-graduacdo em Cirurgia Veterinaria da
UNESP, Campus de Jaboticabal em gaiolas individuais com dimensdes de 80 cm x
50 cm x 35 cm, obedecendo-se 0s principios éticos em experimentacdo animal

preconizados pelo Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA). Foi

** protocolo nimero: 028406/12
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36
|

fornecido durante todo o experimento aos animais ragdo comercial®™ propria para a

espécie e agua ad libitum.
3.2.2 Obtencéo do plasmarico em plaquetas

Ap6s a sedacdo dos coelhos com Cloridrato de Clorpromazina®’ na dose de
0,5 mg/kg, e Morfina® na dose de 0,5mg/kg na mesma seringa, por via
intramuscular (IM), realizou-se a tricotomia da regido cervical para acesso das veias
jugulares, e procedeu-se antissepsia com clorexidine e solugédo de alcool a 90%. Os
animais foram posicionados em decubito esternal com 0 pesco¢co em extensao
dorsal maxima para permitir a visualizacdo adequada das veias jugulares.

Procedeu-se venopuncédo da veia jugular e coleta de 8 mL de sangue (Figura
3.1A) acondicionada em 3 tubos estéreis, dois com capacidade de 3,6 mL contendo
citrato de s6dio® (anticoagulante) destinados & preparacdo do PRP, e um terceiro
tubo com capacidade de 1mL contendo EDTA* (anticoagulante) foi preenchido com
0,8ml de sangue o qual foi destinado a contagem de plaquetas (Figura 3.1B). ApGs
determinar a contagem plaquetaria dentro dos parametros fisiolégicos para a
espécie, dava-se inicio a preparacdo do PRP.

O frasco com citrato de sédio foi empregado na producdo do plasma rico em
plaquetas (PRP) pelo protocolo de dupla centrifugacdo em centrifuga laboratorial
comum* (Figura 3.1C) conforme descrito por Morato (2013). Os tubos foram
centrifugados com tampa fechada, a 1600 rotac6es por minuto (rpm) durante 10
minutos, resultando na separacdo de hemacias e plasma contendo leucdcitos e
plaquetas.

Em capela de fluxo laminar®, os tubos eram destampados para que o plasma

fosse pipetado e transferido para outro tubo estéril (Figura 3.1D). O plasma era

%% Nature multivida coelho - Socil - Sgh Ind. e Com, Ltda — Descalvado - S3o Paulo - Brasil.

37 Clorpromazina® - Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos - Itapira - Sdo Paulo - Brasil.
*®*Dimorf — Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos - Itapira - S3o Paulo - Brasil.

*® Tubo BD vacutaneir® citrato de sédio — BD — S&o Paulo — S30 Paulo — Brasil.

** Tubo pediatrico BD vacutaneir® EDTA — BD — Sdo Paulo — S30 Paulo — Brasil.

* Modelo 206 | centrifuge/Fanem® - SP.

*2 Vecoflow LTDA — Modelo bio 12 — Campinas — S30 Paulo — Brasil.
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novamente centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos (Figura 3.1E), resultando em
duas partes de plasma: a superior, consistindo o plasma pobre em plaquetas (PPP)
e a parte inferior, um botdo plaquetario. O PPP foi descartado de modo que
permanecesse apenas 1mL de PPP e botédo plaquetario (Figura 3.1F). Esse material
foi levemente agitado para promover a ressuspensao das plaquetas, resultando
assim na producéo do plasma rico em plaquetas (PRP).

ApGs o processo de enriquecimento do plasma a contagem da concentracao
de plaquetas foi realizada em maquina automatica®®, a partir de uma aliquota de 80
UL da amostra do PRP. Apos a contagem das plaguetas na amostra, o PRP foi
ativado por meio da adicdo de 0,3 ml de gluconato de calcio*, préximo ao momento
de sua utilizacao terapéutica, adquirindo assim, propriedades semelhantes a um gel,

estando dessa forma, pronto para ser utilizado (Figura 3.1G).

* Poch — 100iV Diff- médica comércio representacdes e importacdes LTDA — Recife — Pernambuco — Brasil.
** Gluconato de célcio 100mg/ml/ Hipolabor — Sabara — Minas Gerais - Brasil.



Figura 3.1

76

Imagens fotogréaficas das etapas de obtencdo do PRP em coelhos no
Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013. A) Posicionamento
do animal para puncédo da veia jugular. B) Amostras sanguineas para
preparacdo do PRP (tubo de tampa azul) e contagem de plaquetas
(tubo de tampa roxa). C) Centrifuga utilizada para preparacdo do PRP
(seta). D) Amostras sanguineas ap06s primeira centrifugacéo (seta). E)
Amostras sanguineas apés segunda centrifugacdo, indicando o
volume total de plasma (seta). F) Plasma apés segunda centrifugacao
e descarte do sobrenadante . G) Gel PRP apds adicao de 0,3 ml de

gluconato de calcio com ativacéo das plaquetas.
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Figura 3.1 Imagens fotograficas das etapas de obtencdo do PRP em coelhos no
Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013. A) Posicionamento
do animal para puncao da veia jugular (seta). B) Amostras sanguineas
para preparacdo do PRP (tubo de tampa azul) e contagem de
plaquetas (tubo de tampa roxa). C) Centrifuga utilizada para
preparacdo do PRP (seta). D) Amostras sanguineas ap0s primeira
centrifugacdo (seta). E) Amostras sanguineas ap0s segunda
centrifugacéo, indicando o volume total de plasma (seta). F) Plasma
apos segunda centrifugacgéo e descarte do sobrenadante. G) Gel PRP
(seta) apos adicao de 0,3 ml de gluconato de célcio com ativagdo das

plaquetas.
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3.2.3 Andlise estatistica

Os dados de PRP (concentracdo plaquetaria) foram analisados pelo teste t
emparelhado com grau de significancia de 5%, e também foram analisados
descritivamente por meio de uma tabela representando a contagem plaquetéaria dos
coelhos antes e apOs o enriqguecimento do plasma rico em plaquetas, e por um
gréfico diferenciando as médias dos valores da contagem plaquetaria pré e pos

enriguecimento do plasma rico em plaguetas (PRP).
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3.3 Resultados e Discusséao

Nas amostras de sangue dos coelhos a contagem inicial de plaguetas estava
dentro dos padrbes fisiologicos para a espécie, variando de 290.000 a 678.000
plaquetas/pL. O volume obtido de PRP a partir de 7,2 mL de sangue foi 0,7 mL, a
contagem média de plaquetas ap0s centrifugacao foi de 1.176.933 plaquetas /uL. Os
resultados obtidos quanto a contagem plaquetaria dos coelhos antes e apés o
enriquecimento do plasma rico em plaquetas (PRP) sé&o apresentados na Tabela
3.1.

Tabela 3.1. Resultados da contagem plaquetaria das amostras sanguineas de
coelhos utilizadas para o preparo do PRP e quantidade de plaguetas
obtidas apdés o enriquecimento realizado no Hospital Veterinario da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp,
Campus de Jaboticabal, 2013.

Contagem de Contagem Diferenca entre os
plaquetas da obtida ap6s o enriquecimentos
Coelho : )
amostra enriguecimento
103plg/uL) (x 103plg/uL)
1 470 1.172 702
2 352 4.420 4.068
3 347 1.238 891
4 304 1.123 819
5 502 1.810 1.308
6 339 640 301
7 403 1.380 977
8 216 640 424
9 318 523 205
10 352 605 253
11 440 1.429 989
12 287 471 184
13 396 644 248
14 434 754 320
15 417 805 388

Média 371,8 1.176, 933 805,13
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Avaliando o protocolo de centrifugagéo observa-se que a dupla centrifugacéo
conforme preconizado por Camargo et al. (2002), e realizado neste ensaio foi
adequado, sendo que a concentracdo de plaquetas apds centrifugacdo dupla
aumentou, embora em algumas amostras a concentracdo de plaquetas nao tenha
aumentado conforme o esperado acima de 1.000.000 plaguetas/pL, ainda assim foi
possivel a obtencéo de bons resultados.

Entretanto, alguns autores relatam que a contagem deve apresentar uma
concentracdo de plaquetas superior a 1.000.000 plaquetas/uL (DEL CARLO et al.,
2009), outros autores obtiverem efeitos terapéuticos desejados com concentracdes
superiores a 300.000 plaquetas/uyl (CARMONA et al., 2009). Os resultados
encontrados nesta pesquisa quanto a contagem plaquetaria corroboram com a
literatura (CARMONA et al., 2009; DEL CARLO et al., 2009), sendo que na presente
pesquisa obteve-se contagem plaquetaria que variaram entre 470.000 e
4.420.000/uL no PRP.

Os resultados encontrados quanto ao volume médio de 0,7 mL do PRP obtido
a partir de 7,2 mL de sangue total, foram semelhantes ao encontrados por Morato
(2013), em seu estudo a partir de 8 mL de sangue total, obteve uma média de 0,8
mL de PRP.

Quanto ao valor inicial das amostras de sangue pode-se observar que 87%
apresentavam os valores dentro dos padrdes fisiol6gicos para a espécie, entretanto
13% estavam abaixo no limite minino, indicando que os animais estavam com algum
disturbio sistémico. Segundo Freitas (2009) coelhos infectados com o protozoario
Eimeria stiedae apresentam desordens sistémicas principalmente hematoldgicas
(trombocitopenia, anemia e leucocitose) e bioquimicas (hiperproteinemia e
hiperalbuminemia) pela tentativa de suprir as necessidades decorrentes do
parasitismo. Sendo assim, 0s animais que estavam com as concentracdes
plaquetarias abaixo do limite minimo para a espécie, poderiam estar apresentando

algum distarbio sistémico conforme descrito na literatura (FREITAS, 2009).
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O protocolo da dupla centrifugacédo foi capaz de promover uma média de
concentracdo plaquetaria 3 vezes maior em relacdo ao valor inicial da amostra
(desvio padrédo = 980.546 plaquetas/pL). Na Figura 3.2 estdo apresentadas as
médias dos valores de contagem plaquetaria pré e pds enriqguecimento do plasma
rico em plaquetas (PRP). Sendo assim, a amostra final de PRP quando comparada
com a inicial foi significativamente maior no grupo PRP (p=0,006).

Avaliacao do numero de plaquetas pré e
pOs processo de enriquecimento

H Pré enriquecimento

M Pos enriquecimento

Numerode plaquetas /L

GPRP

Figura 3.2 Resultado da centrifugacéo para obtencdo do PRP em
coelhos submetidos ao procedimento de cirurgia
reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp,
Campus de Jaboticabal, 2013, capaz de promover uma
média de concentracdo plaquetaria 3 vezes maior em
relacdo ao valor inicial de sangue coletada nos animais
do GPRP (p=0,006).

Quanto a contagem de plaquetas obtida antes do enriquecimento do PRP foi
menor quando comparado a obtida apds o processo de enriquecimento do produto.
No entanto, os dados obtidos nesta pesquisa sdo semelhantes aos resultados
encontrados por Silva et al. (2011), em seu trabalho a contagem de plaguetas na
amostra final, apos a obtencéo do PRP, foi significativamente maior que a contagem

de plaquetas da amostra de sangue inicial.
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O plasma rico em plaquetas € um produto de facil obtencdo e baixo custo,
entretanto, quando comecgou ser produzido, sua obtencdo era mais complexa e de
alto custo, devido aos métodos automatizados que necessitavam de equipamentos e
“kits” especificos, de volumes de sangue maiores, porém, dessa forma, eram obtidas
altas concentracbes plaquetdrias e maiores volumes de PRP (MAIA E SOUZA,
2009). Apos a realizacdo de inUmeras pesquisas para adequar o melhor método de
coleta associado a custos reduzidos, pesquisadores como Lemos et al. (2002)
Macedo (2004) e Barbosa et al. (2008) desenvolveram protocolos que usassem as
centrifugas laboratoriais na producdo do plasma rico em plaquetas. O presente
ensaio obteve o plasma rico em plaquetas a partir de métodos de facil execucéo e
de baixos custos, em virtude de utilizar-se o produto por profissionais de diversas
modalidades clinicas e cirargicas.

Embora ainda ndo exista um protocolo de centrifugacado padronizado, alguns
estudos indicam a centrifugacdo Unica, enquanto outros indicam a dupla
centrifugacdo (CAMARGO et al., 2002; JUNIOR, 2004; MACEDO, 2004). Como n&o
existe consenso entre a centrifugacdo Unica ou dupla, e também ndo existe uma
velocidade de centrifugacdo e tempo de obtencdo do produto pré estabelecido,
padronizou-se neste ensaio 2 ciclos de centrifugacédo para a obtencdo do PRP que
foram semelhantes ao descrito por Morato (2013), estudo este que para obtencéo do
PRP utilizou a centrifugacdo. Sendo assim, utilizando a dupla centrifugacéo foi
possivel obter a concentracdo de plaquetas, no PRP final, variando entre 470.000 e
4.420.000 plaquetas/pL.

O sangue obtido para a preparacdo do plasma rico em plaquetas foi
acondicionado em tubos estéreis contendo citrato de sodio (anticoagulante).
Entretanto alguns autores descrevem a utilizacdo de outros anticoagulantes como
solucéo de citrato de dextrose (LU et al., 2008) e a heparina (KASTEN et al., 2008)
para a confeccdo do PRP. Porém, o presente ensaio seguiu protocolo semelhante
ao de Barbosa et al. (2008) e Vanat et al. (2012) que utilizaram na obtencédo do PRP
tubos estéreis contento citrato de sodio e obtiveram bons resultados livre de

contaminacdo. A escolha do citrato de sodio, nesta ensaio foi pela facilidade de
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obtencédo, ja disponivel de forma estéril no frasco, e por diminuir os riscos de
contaminacdo no momento da colheita.

Entretanto, White e colaboradores (2000) descrevem que a utilizacdo de
outros anticoagulantes como EDTA podem causar danos na parte estrutural e
funcional das plaquetas, inclusive provocar lesbes aos tecidos tratados. Sendo
assim, a escolha do citrato de sédio neste ensaio foi a melhor op¢éo, em virtude de
nédo causar danos aos tecidos.

Apo6s a segunda centrifugacdo, o concentrado de plaquetas foi avaliado em
maquina automatica para contagem das plaquetas, e em seguida obteve-se o gel de
PRP através da adicao de 0,3mL gluconato de célcio. Segundo Efeoglu et al. (2004)
a obtencdo do gel ocorre pela administracdo de um ativador plaquetario como
trombina ou gluconato de célcio, estes ativam o sistema de coagulacao, resultando
na formacao do gel de PRP, facilitando sua aplicacdo em diversas cirurgias. Dessa
forma, o ativador plaquetario utilizado no presente ensaio seguiu 0S mesmo critérios
preconizado pela literatura (EFEOGLU et al., 2004; MORATO, 2013).

O volume de 0,3mL de gluconato de célcio, utilizado nesta pesquisa,
responsavel na ativacéo plaquetaria do PRP, foi suficiente para coagular a amostra,
e o tempo de coagulacéo variou de 8 a 20 minutos, com média de 17,6 minutos. O
tempo de preparo do plasma rico em plaquetas neste estudo, desde a coleta até a
obtencao do gel foi reduzido, sendo em média de 40 minutos. Em virtude da maior
aplicabilidade do PRP ser em procedimentos cirlrgicos o tempo torna-se um fator
importante na sua obtencdo Sendo assim, quanto a avaliacdo do tempo de obtencao
do PRP, a presente pesquisa apresentou resultados semelhantes ao descrito por
Garcez et al. (2013) e Morato (2013) que obtiveram o tempo de preparo do PRP

variando de 30 a 50 minutos.
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3.4 Conclusbes

Os resultados desse estudo indicaram que a preparacao do gel PRP através
do método de dupla centrifugacao, € reprodutivel e de facil aplicacdo, podendo ser
confeccionado em clinicas veterinarias e hospitais, desde que o local possua
equipamentos laboratoriais necessarios para obtenc¢éo do produto.

O método de dupla centrifugacdo é capaz de aumentar a concentracao
plaquetaria na amostra do PRP quando comparado com o sangue total. Além disto,
o tempo de preparo também é adequado, permitindo a obtencdo do PRP em apenas

40 minutos.
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