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CAPITULO 1 - Considerag@es gerais

1. Introducéo

LesOes extensas resultantes de resseccado cirlrgica de tumores, anomalias
congénitas e de eventuais traumas séo feridas na qual se tem a indicacao de se
utilizar técnicas de cirurgias reconstrutivas, objetivando sua reconstrucdo e rapida
recuperacdo (PAZZINI et al., 2015). Sao indicadas em pacientes na qual a ocluséao
direta da ferida ndo é possivel (TROUT, 2007). Entre as técnicas reconstrutivas
disponiveis ao cirurgido encontram-se as de fechamento em padrdo de figura
geométrica, que podem ser usadas na presenca de margens amplas e favorecem a
obtencéo de bons resultados estéticos (PAZZINI et al., 2015).

A grande manipulagéo tecidual que ocorre ao se utilizar técnicas cirdrgicas
reconstrutivas implica em um pés-operatorio doloroso (USCATEGUI; SILVA, 2015).
Nesse contexto o emprego de técnica de anestesia por tumescéncia proporciona
melhor analgesia trans-operatoria (GARCIA-SOMACARRERA et al., 2003) e pos-
operatoria (THOMAS, 2001; GARCIA-SOMACARRERA et al., 2003).

A técnica de anestesia por tumescéncia consiste em injetar no plano
subcutaneo, grande volume de lidocaina e epinefrina diluidas, deixando a area
cirirgica firme e tumescente, proporcionando anestesia local adequada (KLEIN,
1996; WELCH, 1998). No entanto, apesar de ser um método eficaz, seguro e com
minimas complicagfes (BREWER; ROENIGK, 2010) , estar relacionado com menor
consumo de anestésico inalatério e maior estabilidade das frequéncias cardiaca e
respiratoria (GUIRRO; CUNHA; THOMAS, 2013), a lidocaina empregada na solucao
tumescente pode ter influéncia negativa sob aspectos relacionados a reparacéo
(RODRIGUES et al., 2011).

Objetivou-se com este estudo avaliar o processo de cicatrizacdo de defeitos
cutaneos induzidos, fechados em padrdo de figura geométrica, associado ao
emprego de técnica de anestesia por tumescéncia com lidocaina em coelhos
(Oryctolagus cuniculus). Ademais, avaliar a influéncia da acéo local da anestesia por
tumescéncia com lidocaina em parametros cardiorrespiratorios, monitorados nos

periodos pré e trans-cirdrgicos, bem como na analgesia pos-operatoria.



2. Revisao de Literatura

2.1 Cirurgia reconstrutiva

A remocéo de lesBes cutaneas por meio de incisdo cutanea eliptica, quando
possivel, é aconselhavel, visando facilitar o fechamento da ferida. Porém, em
algumas situacbes, em virtude do tamanho e localizacdo da lesdo, este
procedimento ndo é possivel, promovendo como resultado final, defeitos irregulares
(HEDLUND, 2005). Nos casos de feridas na qual existe dificuldade na ocluséo por
suturas aposicionais simples, seja pela ndo oclusdo ou pela criacdo de tensao
excessiva da pele, indica-se a utilizacdo de técnicas alternativas de oclusdo como
opcao terapéutica para reconstrucéo da lesdo (TROUT, 2007).

Cirurgias reconstrutivas sdo geralmente realizadas para o fechamento de
defeitos oriundos de traumatismos, corre¢do de anormalidades congénitas ou na
exérese de neoplasias (HEDLUND, 2005; PAZZINI et al., 2015). Na maioria das
técnicas cirdrgicas reconstrutivas, a criacdo de uma nova ferida cirdrgica é
necessaria, na qual deve-se levar em consideracdo principios cirdrgicos gerais,
como assepsia, instrumentos adequados, delicado manuseio do tecido, além de
material e técnica de sutura adequados (CASTRO et al.,, 2015). Ademais, seu
planejamento deve levar em consideracdo a localizacdo da lesédo, elasticidade do
tecido disponivel, o suprimento sanguineo e a qualidade do leito da ferida
(HEDLUND, 2005). Segundo Pazzini et al. (2015), além da manipulacédo cautelosa
dos tecidos envolvidos, da assepsia rigorosa e da preservacédo da microcirculacao, o
fechamento sem tensdo, auséncia de espaco morto e a escolha da técnica
adequada, sdo pontos fundamentais para o sucesso final.

Sado varias as técnicas cirargicas reconstrutivas disponiveis, sendo que a
escolha da técnica apropriada para cada situacédo é importante no sentido de evitar
complicagBes e custos desnecessarios. Pode-se fechar defeitos utilizando incisbes
de relaxamento ou técnicas de plastia, como retalhos pediculados, deslocados
parcialmente de um local doador com a finalidade de cobrir um defeito, ou enxertos,
que consistem na transferéncia de uma porcdo de pele para um lugar distante
(HEDLUND, 2005).



Assim como 0s principios cirdrgicos gerais devem ser aplicados em cirurgias
reconstrutivas, as complicacdbes que envolvem tais técnicas também sao
semelhantes as que ocorrem em animais submetidos a cirurgias gerais de tecidos
moles, como deiscéncia, infeccdo, desenvolvimento de hematoma ou seroma, além
da formacgéao de cicatriz exuberante, que podem ser evitados quando o procedimento
é planejado de maneira adequada, antes da realizacdo da cirurgia (CASTRO et al.,
2015).

O retorno da funcdo de forma mais rapida e com resultados cosmeéticos
favoraveis estdo entre os objetivos da cirurgia reconstrutiva, e para que isso
aconteca, é fundamental que o cirurgido tenha conhecimentos basicos de
cicatrizacdo, de técnicas reconstrutivas e de fatores que podem afetar as feridas,

além de eventuais sequelas (PAZZINI et al., 2015).

2.2 Fechamento em padrédo de figura geométrica

Excisbes classicas em formatos circulares ou em elipse, realizadas para
resseccdo de lesbes cutaneas, podem comprometer o fechamento da ferida
cirtrgica, além de criar cicatrizes com aspectos cosméticos negativos. Isto posto, a
ressecc¢ao cirargica em formato de figura geométrica, reconstruindo os defeitos em
formato de tridangulo, quadrado ou gravata borboleta, colaboram no sentido de se
alcancar bons resultados cosméticos (PAZZINI et al., 2015).

Técnicas de fechamento em padrdo de figura geométrica sdo usadas,
sobretudo, em correcdes cirargicas resultantes da resseccdo de neoplasias e em
anomalias congénitas, uma vez que margens amplas podem ser empregadas e a
sintese da ferida cirargica apresenta-se facil (PAZZINI et al., 2015). Nos casos em
que ha pele mdvel frouxa ao redor da ferida, triangular, retangular ou quadrada,
pode-se realizar a oclusdo centripeta, na qual a sutura € realizada nos cantos e
segue em dire¢do ao centro da ferida (TROUT, 2007), obtendo-se como resultado
final, uma linha de sutura em formato de Y, em lesdes triangulares, e de X, nos
defeitos quadrados e retangulares (HEDLUND, 2005).

A técnica de fechamento em quadrado pode ser empregada como boa opcao

em defeitos extensos, tanto no térax quanto no abdémen. Para a realizacdo da
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técnica é necessario delimitar a regido que sera tratada, levando-se em
consideracdo as margens necessarias nos casos de neoplasias, estabelecendo e
demarcando previamente a regido ao redor da lesdo, onde sera realizada a inciséo.
Nos quatro cantos da ferida cirargica deve ser realizada a sintese do defeito em
padrao de sutura simples separado, na qual os tecidos s&o progressivamente
apostos e as quatro linhas de sutura irdo convergir ao centro do defeito sendo
observado, ao final da oclusdo, uma cicatriz em formato de X (dois tridangulos
invertidos) (PAZZINI et al., 2015).

2.3 Anestesia por tumescéncia

A técnica de anestesia por tumescéncia foi desenvolvida na medicina, por
dermatologistas, sendo descrita inicialmente em cirurgias plasticas, como a
lipoaspiracdo, e cirurgias dermatologicas (KLEIN, 1993). A técnica consiste na
infiltracdo de grandes volumes de lidocaina diluida no espaco subcutaneo (KLEIN,
1996). Grandes quantidades do anestésico podem ser injetadas com seguranca, em
virtude de sua natureza diluida, implicando em baixos riscos de intoxicacdo (OSTAD;
KAGEYAMA; MOY, 1996).

Sao vérias as formulacdes propostas para 0 uso na medicina, no entanto o
consenso de férmula padrdo é de 1000 mL de NaCl 0,9%, 50 a 100 mL de lidocaina
1%, 1,0 mL de epinefrina 1:1000, e 12,5 mL de bicarbonato de sodio (MEINE, 2009).
Porém, outros anestésicos locais também séo usados como a bupivacaina (BILGIN
et al., 2011), ropivacaina (JOHANSSON et al., 1994; VIGNEAU et al.,, 2011,
ABIMUSSI et al., 2014) e levobupivacaina (DERE et al., 2009; BARI et al., 2011). A
técnica ja foi descrita em procedimentos variados na medicina, como lipoaspiracdes
(PINTO et al.,, 1996; UTIYAMA et al.,, 2003), cirurgias dermatolégicas (UPADYA;
UPADYA, 2005), cirurgias de plastica facial (HANKE, 2001), mastectomia
(CARLSON, 2005), cirurgias para retirada de linfonodos em pacientes com cancer
(EICHHORN; RENNER; HAUSTEIN, 2004) e em cirurgias reparadoras de
gueimaduras (BUSSOLIN et al., 2003).

Entre as inUmeras vantagens da anestesia por tumescéncia estdo a melhor
analgesia trans-operatéria (GARCIA-SOMACARRERA et al., 2003) e pds-operatéria



(THOMAS, 2001; GARCIA-SOMACARRERA et al., 2003). Ademais, o emprego de
epinefrina diluida na solucdo proposta, causa vasoconstricdo generalizada e
prolongada (KLEIN, 1995; KLEIN, 1996), resultando em menor hemorragia durante o
procedimento cirdrgico (SAMDAL; AMLAND; BUGGE, 1994; THOMAS, 2001;
REPLOGLE, 1993). Além disso, a técnica possui efeito antibacteriano, importante na
tematica das infecgcbes na ferida cirargica (KLEIN, 1999). Também, a expanséo
tecidual, resultante do grande volume injetado da solucdo tumescente, minimiza o
trauma causado e facilita a cirurgia (THOMAS, 2001).

Figuram entre os transtornos descritos na literatura causados pelo uso da
técnica tumescente, a morte de uma paciente submetida a anestesia por
tumescéncia para realizacdo de lipoaspiracdo (MARTINEZ et al., 2008) e um caso
de edema pulmonar (GILLILAND; COATES, 1997). Ademais, alguns estudos
demonstraram que a lidocaina e a bupivacaina inibem a sintese de colageno em
culturas de tecidos de fibroblastos, além de apresentaram efeitos citotoxicos sobre
diferentes linhagens celulares (STURROCK; NUNN, 1979; DRUCKER et al., 1998;
DESAI et al.,, 2008; HARRIS et al., 2009; SCHERB et al., 2009; FEDDER et al.,
2010). No entanto, a investigacdo do efeito de anestésicos locais, na cicatrizagao,
apresenta resultados controversos (VASSEUR et al., 1984; DRUCKER et al., 1998;
DERE et al.,, 2009; FEDDER et al., 2010; WAITE et al., 2010) e embora existam
descricfes de complicacdes e fatalidades decorrentes do emprego de anestesia por
tumescéncia, um estudo envolvendo mais de 15000 pacientes demonstrou que,
quando executada de maneira correta, a técnica apresenta riscos minimos e
insignificantes (HANKE; BERNSTEIN; BULLOCK, 1995).

2.4 Anestésicos locais

No ano de 1860 foi descoberto o primeiro anestésico local, a cocaina,
principio ativo das folhas do arbusto andino Erythroxylon coca. Seu uso clinico foi
proposto, porém em 1892, foi sintetizada a procaina, que por ndo ser vasoconstritora
como a cocaina e nao causar dependéncia, tornou-se o protétipo dos anestésicos
locais (FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI, 2006).



Define-se como anestésico local toda substancia que, quando aplicada em
concentracbes adequadas, tem a capacidade de bloquear de modo reversivel a
conducado nervosa. Causam a perda da sensibilidade dolorosa por meio do bloqueio
da conducao nervosa do estimulo doloroso no sistema nervoso central, sem causar
a perda da consciéncia do paciente. Seu mecanismo de agao envolve interacdes do
farmaco com os canais de sédio, sendo que, dessa forma, os anestésicos locais
interagem com o0s canais de sodio na parte interna da membrana celular,
bloqueando estes canais (FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI, 2006).

O tecido nervoso, a gordura, vasos sanguineos e linfaticos competem pelo
farmaco no local em que este foi depositado, restando ao tecido nervoso, para sua
acao anestésica, apenas uma pequena parte, sendo fundamental o controle de sua
absorcdo no local da aplicacdo, garantindo um bloqueio anestésico e duracéo

adequados, além da menor toxicidade sistémica (CARVALHO, 1994).

2.5 Cloridrato de lidocaina

A lidocaina é uma amina derivada da xilidina, que apresenta peso molecular
de 234,33 e ponto de fusédo entre 127°C e 129°C. Possui lipossolubilidade e tempo
de acdo moderados, além de alta estabilidade e poder de penetracdo no tecido
nervoso (STEINBROOK; CONCEPCION, 2000).

Segundo Smith e Duce (1971), é um anestésico local hidrossoluvel de curta
duracdo, sob forma de cloridrato, tendo como caracteristicas, além de sua acao
anestésica local, acdes antiarritmicas e hipotensiva, apresentando biotrasformacao
hepatica, sendo que, apds sua passagem pelo figado, 75% néo se encontra mais no
sangue, ocorrendo  transformacao sobretudo em glicinaxilidina e
monoetilglicinaxilidina.

Além de seu uso como anestésico local, também pode ser usada como
analgésico sistémico, apresentando um mecanismo de acdo multimodal, por meio da
interacdo direta com os canais de sodio e a transmissdo do estimulo nervoso, e de
maneira indireta, através de diferentes receptores e vias de transmissao nociceptiva
(USCATEGUI; SILVA, 2015).



2.6 Reparacgao tecidual

Comum a todo tipo de ferida e independente do agente causal, o processo de
cicatrizacdo esta relacionado diretamente com as condicdes gerais do organismo,
tendo como caracteristica ser sistémico e dinamico (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006b). Tem inicio imediatamente apds a ocorréncia de trauma, por
meio de estagios continuos e complexos podendo ser definido como o processo de
reparacao cutanea, na qual as células lesadas sdo substituidas por tecido fibroso,
tendo como consequéncia a formagéo de cicatriz, restaurando a continuidade da
pele apos a ocorréncia do trauma (GOMES; BIANCHI, 2015).

A lesdo do tecido e o consequente contato do sangue com o colageno e
elementos da matriz extracelular leva a degranulacdo das plaquetas e ativacdo da
cascata de coagulacdo e do complemento causando a liberagcdo de mediadores
vasoativos e quimiotaticos, responsaveis pelo processo de cicatrizagdo por meio da
atracdo de células inflamatérias para a lesdo (WITTE; BARBUL, 1997).

O processo de cicatrizacdo de feridas pode ser dividido em trés fases
distintas, sendo elas a fase inflamatéria, de proliferacdo e de remodelacdo
(SERHAN; CHIANG, 2004). E um processo continuo sendo cada uma das fases
essencial para o resultado final do reparo. As fases ndo se excluem, mas se
sobrepem, sendo que a anterior influencia no desenvolvimento e duracdo da
proxima fase. Sao reguladas, principalmente por citocinas, mediadores responsaveis
pela coordenacédo celular para a producao de proteinas, glicoproteinas de adeséo,
proteinoglicanos, enzimas e outros componentes empregados na reparacgao tecidual
(GOMES; BIANCHI, 2015).

2.6.1 Fase inflamatdéria da reparacao tecidual

A fase inflamatéria tem inicio imediatamente apds a lesdo por meio da
liberacdo de substancias vasoconstritoras como tromboxano A2 e prostaglandinas.
O endotélio lesado e as plaquetas estimulam a cascata de coagulacdo. Granulos
sdo liberados das plaquetas, objetivando a hemostasia, contendo Fator de
Crescimento de Transformacao Beta (TGF-B), assim os neutrofilos sdo atraidos para

a regido lesionada e produzem radicais livres que auxiliam na destruicdo de



bactérias, sendo gradativamente substituidos por macrofagos que migram para
ferida apds 48 a 96 horas da ocorréncia da lesdo. Os macrofagos sdo responsaveis
pela secrecdo de citocinas e fatores de crescimento e contribuem para angiogénese,
fibroplasia e sintese de matriz extracelular, sendo as principais células antes dos
fibroblastos migrarem e a replicagcdo ser iniciada (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006a).

2.6.2 Fase proliferativa da reparacéao tecidual

A fase proliferativa tem inicio aproximadamente no quarto dia apos a
ocorréncia da lesdo e vai até o término da segunda semana. E constituida pela
reepitelizacdo, angiogénese, formacdo de tecido de granulacdo e deposicdo de
colageno. Com a lesdo da membrana basal, ocorre proliferacdo das células epiteliais
das bordas da ferida buscando restabelecer a barreira protetora (LAWRENCE;
DIEGELMANN, 1994). A fase de proliferacdo epitelial tem inicio por meio da
estimulacdo mitogénica e quimiotatica dos queratinécitos, sendo que a formacéo do
tecido de granulacdo, contendo capilares neoformados é tdo importante quanto a
propria epitelizacdo no reparo da ferida (FRADE, 2003). A rede vascular encontra-
se quiescente no organismo adulto, no entanto, € capaz de dar inicio a
angiogénese, como no processo de cicatrizacdo (LI et al., 1999).

A angiogénese, processo ha qual novos vasos sanguineos sdo formados a
partir de vasos pré-existentes, é essencial para que ocorra cicatrizacdo adequada
(FOLKMAN; SHING, 1992). E regulada por sinais presentes no soro e na matriz
extracelular local (RISAU, 1997). Esses novos vasos, envolvidos na formacdo do
tecido de granulacdo, sdo responsaveis pela nutricdo e oxigenacao do tecido em
crescimento (LI et al., 1999). Fibroblastos dos tecidos vizinhos migram para a ferida
e sao ativados, sendo que, o fator de crescimento mais importante na ativacao e
proliferacdo dos fibroblastos é o Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas
(PDGF) (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006b).



2.6.3 Fase de maturacéo da reparacao tecidual

A fase de maturacdo ou remodelamento tem como caracteristica principal a
deposicdo de colageno de maneira organizada, sendo que, este colageno inicial
(colageno tipo IIl) tem como caracteristicas ser mais fino quando comparado aquele
presente na pele normal. No decorrer do tempo, o coldgeno tipo Ill € reabsorvido e
substituido por um coldgeno mais espesso resultando no aumento da forca ténsil da
ferida, na qual os fibroblastos e leucoOcitos sdo 0s responsaveis por secretar
colagenase, que promovera a lise da matriz antiga. No entanto, a forca ténsil jamais
retornara a 100%, alcancando 80% trés meses apds a lesdo em que a regido da
ferida apresentara colageno menos organizado, quando comparado a pele normal
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006b).

Ao final da fase de maturacéo, o leito da ferida estara preenchido por tecido
de granulacdo, que lentamente € enriguecido com mais fibras coladgenas,
melhorando esteticamente a cicatriz, em virtude do acumulo de massa fibrosa.
Ademais, a neovascularizacdo ja terd restabelecido a circulacdo local e a rede

linfatica estara se regenerando (GUIDUGLI-NETO, 1987).

2.7 Fatores que podem interferir na reparagao tecidual

Sao varios os fatores que interferem na reparacdo tecidual, entre eles
incluem-se fatores relacionados ao animal, ao proprio ferimento e fatores externos.
Animais idosos, apresentando doengas intercorrentes, animais desnutridos e
animais com diabetes mellitus apresentam retardo no processo de cicatrizacao
(HEDLUND, 2005). Segundo Gomes e Bianchi (2015), endocrinopatias como
hipotireoidismo,  hiperadrenocorticismo e  diabetes mellitus, influenciam
negativamente na cicatrizacao de feridas em pequenos animais. Da mesma forma, a
presenca de materiais estranhos no local, como sujeira ou mesmo fios de sutura
podem interferir na cicatrizacdo normal devido a intensa reacdo inflamatéria
(HEDLUND, 2005).

Segundo Hedlund (2005), alguns quimioterapicos e tratamentos
radioterapicos podem retardar e inibir a cicatrizacdo. Agentes antineoplasicos

apresentam efeito deletérios no processo de cicatrizagdo, sendo que a citotoxicidade
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e efeitos antiproliferativos e antimetabdlicos dos quimioterapicos, nas células, sao
criticos para a cicatrizacdo (GOMES; BIANCHI, 2015).

O uso de corticosteroides durante o tratamento de doencas imunomediadas,
neoplasicas e inflamatérias prejudicam a cicatrizacdo tecidual, ja que apresentam
efeitos sobre células reparadoras (GOMES; BIANCHI, 2015). Segundo Hedlund
(2005), terapias envolvendo o uso de corticosteroides deprimem todas as fases da
cicatrizacdo, além de aumentarem as chances de infeccao.

Pacientes ndo submetidos a tratamento analgésico adequado apresentam
dificuldades no processo de cicatrizacdo, comparando-se a animais em que a dor é
tratada de maneira correta, sendo que, além de prolongar o tempo da cicatrizacdo
das feridas, as chances de infec¢do cirdrgica também aumentam, em decorréncia da

depresséao do sistema imunoldgico (HUPPES et al., 2015).

2.8 Efeitos dalidocaina na reparacdo tecidual

Com relacdo ao seu efeito na reparacdo de feridas, Eichhorn e Peterkofsky
(1979), sugeriram que a lidocaina desativa a despolimerizagdo microtubular, inibindo
a secrecdo de colageno, interferindo, assim, na reparacdo. Ademais, por serem
dependentes da concentracdo de lidocaina, ela reduz a sintese de
mucopolissacarideos e provavelmente de coladgeno (MORRIS; TRACEY, 1977).
Além disso, interfere na reparacao, ao afetar a estabilidade da membrana celular, a
condutividade do sédio e 0 movimento intracelular de célcio (CHVAPIL et al., 1979).

Segundo Rodrigues et al. (2011), a lidocaina tem influéncia negativa sob
aspectos relacionados a reparacdo, podendo reduzir os niveis de mastdcitos no
inicio da cicatrizacéo e retardar o rearranjo de coladgeno. No entanto, apesar desse

comprometimento inicial, seu uso nao provoca efeitos a longo prazo.
2.9 Dor
Segundo Natalini (2007), a dor pode ser definida como a percepcao central e

consciente de trauma tissular, ocorrendo frequentemente em animais traumatizados,

apresentando alguma enfermidade sistémica ou submetidos a intervencdes



11

cirirgicas. A injuria tecidual, decorrente dos procedimentos cirlrgicos, provoca
reacdo inflamatéria com aumento da liberacdo de prostaglandinas, responsavel pelo
estimulo de nociceptores (ALVES et al., 2001). A dor pos-operatéria nos animais
causa efeitos morbidos, aumenta o tempo de recuperacédo e as complicacoes, além
de retardar o processo de cicatrizagcdo e deprimir o perfil imunolégico (USCATEGUI;
SILVA, 2015).

A dor provoca diversas alteracfes fisiolégicas que podem ser prejudiciais,
entre elas a diminuicdo da ingestdo hidrica e de alimentos, o que leva a perda de
peso e de proteinas, além de desidratacdo (PULZ et al., 2005). Além de predispor a
perda de peso corpdreo e ao catabolismo protéico, pacientes com dor também se
apresentam mais predispostos a automutilacdo (USCATEGUI; SILVA, 2015). A dor
deve ser tratada no sentido de reduzir a morbidade e mortalidade, acelerar a
recuperacdo e diminuir a incidéncia de dor cronica (POSSO et al., 2006). Além de
prejudicar a saude e o bem-estar animal, dependendo de sua gravidade e
intensidade, a dor pode levar o animal a 6bito (PENNING, 1996).

Cirurgias oncoldgicas e que envolvem técnicas reconstrutivas caracterizam-se
por apresentar um periodo poés-operatorio acentuadamente doloroso devido a
grande manipulacao tecidual (USCATEGUI; SILVA, 2015). Em virtude de inibir a
fonte primaria do processo nociceptivo a analgesia regional diminui a necessidade
de anestésicos e analgésicos no periodo peri-operatorio, sendo que, somado a isso,

o tempo de recuperacao é mais rapido (POSSO et al., 2006).

2.10 Anélise de dor nos animais

Segundo Mathews (2000), a sensac¢ao de dor € uma experiéncia individual, na
qual animais submetidos a condicbes semelhantes podem apresentar sensagdes de
dor diferentes. O grau de dor vivenciado pelos animais e sua capacidade de lidar
com ela é de dificil avaliacdo (MATHEWS, 2000; USCATEGUI; SILVA, 2015). Nesse
sentido, a avaliacdo da dor animal revela-se uma missao complicada na medicina
veterinaria (CASTRO, 2008), sendo necessario saber reconhecé-la para poder
preveni-la e trata-la (LUNA, 2008). Alteracdes comportamentais nos animais como

choros, latidos, rosnados, uivos, gemidos, alteragbes de postura e de expressao
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facial, midriase, sialorreia, protecdo da regido lesionada, autotraumatismo, além do
aumento da frequéncia cardiaca e da presséo arterial, podem ser indicativos de dor
(HUPPES et al., 2015).

Assim como em neonatos humanos, a avaliacdo da dor animal é complicada
em virtude da complexidade de se interpretar reacdes aversivas (LUNA, 2008).
Diante da dificil avaliacdo da dor pés-operatdria em animais, torna-se necessario a
utilizacdo de escalas validadas espécie-especificas, tentando-se atingir a
objetividade e resultados confiaveis (MATICIC et al., 2010). Dessa forma, Varios
métodos de avaliacdo foram desenvolvidos no sentido de possibilitar a avaliacdo da
dor animal, sendo baseados em analises comportamentais e fisioldgicas
(USCATEGUI; SILVA, 2015).

2.10.1 Escala visual analégica

Varias escalas séo utilizadas na clinica de pequenos animais (LUNA, 2008),
entre elas a Escala Visual Analégica (VAS), um sistema de pontuacdo semiobjetivo
que tem a finalidade de quantificar a intensidade da dor (GAYNOR; MUIR, 2009). E
apresentado como uma linha reta horizontal com 100 mm de comprimento
delimitada por intensidades antagonicas de dor, sendo uma delas a auséncia total
de dor e a outra 0 maximo de dor possivel (HELLYER, 2005). Em humanos, o
préprio paciente desenha uma linha vertical no ponto compativel ao grau da sua dor,
enquanto que na medicina veterinaria, compete a um observador julgar a dor do
animal marcando-a na linha horizontal (MICH; HELLYER, 2009), tendo sua precisao
influenciada pela variabilidade entre os observadores que tem como tarefa identificar

e interpretar os sinais de dor apresentados pelos animais (HOLTON et al., 1998).

2.10.2 Filamentos de von Frey

O método dos filamentos de von Frey consiste em um conjunto de filamentos
gue permite auferir a sensibilidade cutanea. O teste € iniciado com o filamento de
menor didmetro, que é substituido, sucessivamente, pelos filamentos de diametro
superior, até que se obtenha uma resposta aversiva, consequéncia da dor

provocada pelo contato do filamento com a regido avaliada. A pressao e deformacéao
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de suas hastes, durante a avaliacdo sao transformadas em parametros de forgca em
gramas, quantificando de maneira objetiva 0s processos nociceptivos. E uma
metodologia simples, de facil e rapida utilizacdo, que auxilia na avaliacdo da dor
superficial sem provocar leséo tecidual (VALADAO; MAZZEI; OLESKOVICZ, 2002).
Ja foram usados com o objetivo de avaliar a atividade analgésica de vérias
substancias em ratos (HARTRICK; WISE; PATTERSON, 1998) e equinos (REDUA,
2000; OLESKOVICZ et al., 2001) e a dor pos-cirargica em cadelas submetidas a
procedimentos de ovariohisterectomia (LASCELLES et al., 1997). Ademais, €&
considerado uma ferramenta confidvel para quantificacdo de hiperalgesia pos-
cirdrgica no ser humano (ILKJAER et al., 1998).
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CAPITULO 2 - Efeitos analgésicos e no processo de cicatrizagdo da anestesia
por tumescéncia com lidocaina em defeitos cutaneos fechados
em padrdo de figura geométrica em coelhos (Oryctolagus

cuniculus)

RESUMO - Cirurgias reconstrutivas sdo empregadas no fechamento de feridas na
qual existe dificuldades de oclusdo. Podem apresentar um pés-operatorio doloroso
devido a grande manipulacdo tecidual. Assim, o uso de técnicas como a de
anestesia por tumescéncia com lidocaina, sdo importantes, em virtude de
proporcionar melhor analgesia trans e pos-operatdria. No entanto, a lidocaina pode
interferir na cicatrizacdo. Assim, delineou-se um estudo a fim de avaliar a
cicatrizagcdo de defeitos cutaneos induzidos, fechados em padrdo de figura
geomeétrica, associado ao emprego de anestesia por tumescéncia com lidocaina em
coelhos (Oryctolagus cuniculus). Ademais, avaliar sua influéncia em parametros
cardiorrespiratérios e na analgesia poOs-operatéria. Foi realizado no Hospital
Veterinario da UNESP, Campus de Jaboticabal — SP, um estudo com 27 coelhos,
separados em trés grupos, compreendidos em GC (fechamento em padréo de figura
geométrica sem o emprego de tumescéncia), GS (fechamento em padréo de figura
geométrica associado ao emprego de tumescéncia com solucéo fisiolégica 0,9%) e
GL (fechamento em padrdo de figura geométrica associado ao emprego de
anestesia por tumescéncia com lidocaina). Realizaram-se avaliagdes macroscopicas
das lesbes, observando-se exsudato, edema, coloracdo e aspecto cosmético da
ferida e microscoépicas, observando-se proliferacdo vascular, células mononucleares
e polimorfonucleares, proliferacdo fibroblastica, colagenizacéo, reepitelizacdo e
hemorragia. A avaliagcdo da analgesia pés-operatoria foi realizada por Escala Visual
Analégica e por filamentos de von Frey. Os dados obtidos foram submetidos a
analise estatistica (teste ndo paramétrico de Friedman, poés-teste de Dunns, andlise
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, considerando-se diferenca significativa
guando p<0,05). Em nenhuma das variaveis macroscopicas e microscépicas ocorreu
diferencas significativas entre os grupos (p>0,05). Houve diferenca significativa na
frequéncia cardiaca (p=0,0002), sendo menor no GL, e respiratoria (p=0,002), sendo
maior no GC. Houve diferenca significativa na pressao arterial média (p=0,026),
sendo maior no GL e na concentracao expirada de isoflurano (p=0,02), sendo menor
no GL. Nao houve diferenca significativa entre os grupos (p>0,05) no teste de
filamentos de von Frey e na Escala Visual Analdgica, bem como entre os momentos
avaliados. Ainda em relacdo a Escala Visual Analdgica, ndo ocorreu diferenca
significativa entre os avaliadores (p>0,05). Ademais, em nenhum animal foi
necessario realizar reaplicacdo de analgésico além dos momentos propostos. Dessa
forma, conclui-se que ndo ha diferenca entre a anestesia geral inalatoria quando
comparada a sua associagdo com anestesia por tumescéncia com lidocaina na
analgesia pos-operatoria de coelhos submetidos a fechamento de defeitos em
padrdo de figura geométrica. No entanto, a técnica tumescente oferece beneficios
como a redugédo do consumo de anestésico inalatorio, estabilidade das frequéncias
cardiaca e respiratéria e menor hipotensdo. Ademais, ndo prejudica a cicatrizagao.

Palavras-chave: Anestésico local, Cirurgia reconstrutiva, Dor, Reparacao tecidual
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Analgesics effects and in the healing process of tumescent anesthesia with
lidocaine in cutaneous defects closed in geometric figure in rabbits

(Oryctolagus cuniculus)

ABSTRACT - Reconstructive surgeries are used to close wounds in which there is
difficulties of occlusion. Because of its large tissue manipulation it may have a
painful post-operative. Thus, the use of techniques such as tumescent anesthesia
with lidocaine are important because it provides better analgesia during and after the
surgery. However, lidocaine can interfering in the healing process. Therefore, a study
was devised to evaluate the healing process of induced cutaneous defects, closed in
geometric figure associated with the use of tumescent anesthesia with lidocaine in
rabbits (Oryctolagus cuniculus). Besides, to assess its influence in cardiorespiratory
parameters and in postoperative analgesia. It was held at the Veterinary Teaching
Hospital of UNESP, campus of Jaboticabal - SP, a study involving 27 rabbits, divided
into three groups being GC (defects closed in geometric figure without the use of
tumescence), GS (defects closed in geometric figure associated with the use of
tumescence with saline solution 0,9 %) and GL (defects closed in geometric figure
associated with the use of tumescent anesthesia with lidocaine). Macroscopic
assessments were made observing exudate, edema, color and cosmetic aspect of
the wound and microscopic evaluations, observing vascular proliferation,
mononuclear cells and polymorphonuclear cells, fibroblast proliferation, collagen
deposition, reepithelialization and bleeding. The evaluation of postoperative
analgesia was made by Visual Analogue Scale and von Frey filaments. Data were
subjected to statistical analysis (nonparametric Friedman test, Dunns post-test,
analysis of variance (ANOVA) and Tukey test, considering significant difference
when p<0,05). There was no significant difference between groups (p>0,05) on
macroscopic variables and microscopic variables. There was significant difference in
heart rate (p=0,0002), being lower in GL, and respiratory rate (p=0,002), being higher
in GC. There was significant difference in mean blood pressure (p=0,026), being
higher in GL, and In the isoflurane expired concentration (p=0,02), being lower in GL.
There was no significant difference between groups (p>0,05) on von Frey filaments
test and Visual Analogue Scale and between the moments assessed. Furthermore,
in the Visual Analogue Scale, there was no significant difference between the
evaluators (p>0,05). Moreover, in no animal was necessary to reapply analgesic
besides the proposed times. Thus, it's concluded that there is no difference between
inhalation anesthesia when compared to its association with tumescent anesthesia
with lidocaine in postoperative analgesia of rabbits subjected to the closing of defects
in geometric figure. However, tumescent technique offers benefits such as reducing
the consumption of inhalational anesthetic, stability of heart rate and respiratory rate
and less hypotension. Besides, it do not affect the healing process.

Keywords: Local anesthetic, Pain, Reconstructive surgery, Tissue repair



24

1. Introducéao

Dependendo do tamanho e da localizacdo de uma leséo, ndo é possivel
realizar sua exciséo cirurgica por meio de incisdo cutanea eliptica, criando-se assim,
defeitos irregulares (HEDLUND, 2005) que requerem a utilizacdo de técnicas de
ocluséo alternativas como as de cirurgia reconstrutiva (TROUT, 2007).

Sao varias as técnicas cirargicas reconstrutivas a disposicdo do cirurgiao
(HEDLUND, 2005). Entre elas encontram-se as técnicas de fechamento em padrao
de figura geométrica, indicadas na correcdo de resseccdes de neoplasias, bem
como em anomalias congénitas (PAZZINI et al., 2015). A oclusdo ocorre de forma
centripeta, na qual a sutura é realizada nos cantos e segue em dire¢do ao centro da
ferida (TROUT, 2007).

Cirurgias reconstrutivas tém como caracteristica a presenca de pds-operatorio
doloroso em decorréncia da grande manipulacdo dos tecidos envolvidos
(USCATEGUI; SILVA, 2015). O uso de técnicas como as de anestesia por
tumescéncia com lidocaina proporcionam uma anestesia local de qualidade, através
da infiltracdo subcutanea de grande volume de lidocaina e epinefrina diluida,
causando edema da regido cirdrgica (KLEIN, 1996; WELCH, 1998). Entre as
vantagens da anestesia por tumescéncia estdo a melhor analgesia trans-operatéria
(GARCIA-SOMACARRERA et al., 2003) e pos-operatoria (THOMAS, 2001;
GARCIA-SOMACARRERA et al., 2003), além de estar relacionada com menor
consumo de anestésico inalatério e maior estabilidade das frequéncias cardiaca e
respiratéria (GUIRRO; CUNHA; THOMAS, 2013). No entanto, segundo Rodrigues et
al. (2011), a lidocaina empregada na solucdo tumescente pode ter influéncia
negativa sob aspectos relacionados a reparacao.

Objetivou-se com este estudo avaliar o processo de cicatrizacdo de defeitos
cutaneos induzidos, fechados em padrdao de figura geométrica, associado ao
emprego de técnica de anestesia por tumescéncia com lidocaina em coelhos
(Oryctolagus cuniculus). Ademais, avaliar a influéncia da acao local da anestesia por
tumescéncia com lidocaina em parametros cardiorrespiratérios, monitorados nos

periodos pré e trans-cirargicos, bem como na analgesia pos-operatoria.
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2. Material e métodos

2.1 Selecao dos animais

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais
(CEUA) da Universidade Estadual Paulista — Unesp, Campus de Jaboticabal’.

Este estudo foi conduzido no Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”,
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP, Campus de
Jaboticabal, utilizando-se 27 coelhos (Oryctolagus cuniculus), da raca Nova Zelandia
Branco, fémeas, com 60 dias de idade. Os coelhos foram mantidos no biotério da
Pos-Graduacao do Hospital Veterinario em gaiolas individuais de dimensdes de 80
cm x 50 cm x 35 cm, sendo fornecidas racdo comercial prépria para a espécie e

agua a vontade.
2.2 Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos em trés grupos, de nove animais cada, e foram
todos submetidos a mesma técnica cirtrgica reconstrutiva de fechamento em padréo
de figura geométrica. Os grupos foram denominados de GC - Grupo Controle
(fechamento em padréo de figura geométrica sem o emprego de tumescéncia), GL -
Grupo Lidocaina (fechamento em padrdo de figura geométrica associado ao
emprego de anestesia por tumescéncia com lidocaina®) e GS - Grupo Solucéo
(fechamento em padréo de figura geométrica associado ao emprego de tumescéncia

com solucao fisioldgica 0,9%?°).
2.3 Protocolo anestésico

O protocolo anestésico ao qual os animais foram submetidos consistiu de

midazolam®, na dose de 0,5 mg/kg pela via intramuscular (IM) e cloridrato de

! protocolo n°: 01340/15

2 Xylestesin 2% com epinefrina — Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos — Itapira — Sdo Paulo — Brasil
3 Fisioldgico 0,9% — JP Industria Farmacéutica S.A — Ribeirdo Preto — Sdo Paulo — Brasil
* Midazolam — Medley Industria Farmacéutica Ltda — Campinas — Sdo Paulo — Brasil
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tramadol®, na dose de 5 mg/kg pela mesma via. Com os animais tranquilizados,
realizou-se ampla remocdo dos pelos da regido lateral esquerda do térax. Ato
continuo, realizou-se venopuncéo da veia auricular com cateter de calibre 24°, para
fluidoterapia de manutencdo com solucéo fisiolégica 0,9%° e procedeu-se inducéo e
manutencdo anestésica via mascara facial vedada, com isoflurano’ na dose de 3%

diluido em 100% oxigénio, para produzir um plano anestésico cirurgico.
2.4 Procedimento cirurgico

Os animais foram posicionados em decubito lateral direito para que a
demarcacao prévia do defeito de 4 cm2, no formato de um quadrado, fosse realizada
no lado esquerdo do torax. Partindo-se 3 cm da espinha da escapula no sentido
caudal e 1 cm abaixo do processo espinhoso da coluna vertebral, a demarcacéo do
defeito foi realizada com auxilio de caneta cirdrgica® e régua, do 9° ao 11° espaco
intercostal (Figura 1A). Na sequéncia, realizou-se a antissepsia prévia com
clorexidine® e solucéo de alcool & 70%*°. Ato continuo, empregou-se a técnica de
tumescéncia 10 minutos antes da incisdo cirlrgica apos se proceder a inducéo e
manutencdo anestésica. Com agulha hipodérmica 25x7', posicionada no
subcutaneo, conectada a uma seringa de 60 mL'? (Figura 1B), iniciou-se a
administracdo da solucdo de tumescéncia em leque com volume fixo de infiltracéo
de 15mL/kg para todos os animais (adaptado de Abimussi et al., 2013) e tempo de
administracdo de dois minutos (Figura 1C). No grupo GL, a solucao foi preparada no
momento em que se realizou o procedimento de tumescéncia e foi composta de
1000 ml de solucéo fisiolégica® 0,9%, 50 ml de lidocaina®? 1%, 1 ml de epinefrina?

1:10000 e 12,5 ml de bicarbonato de sédio 8,4%", de acordo com a solucdo

> Tramal — Medley Industria Farmacéutica Ltda — Campinas — Sdo Paulo — Brasil

®Cateter BD Angiocath 24 — Becton, Dickinson Industria Cirurgica Ltda — Juiz de Fora — Minas Gerais — Brasil
"\soflurine —Cristalia — Itapira — S3o Paulo — Brasil

¥ Skins—T Surgical Skin Marker — Batrik Medical Manufacturing Inc — Quebec — Canada

9So|u<;5o de Digliconato de Clorexidina Logdo Aquosa 0,2% - Rioquimica Ind. Farmacéutica - Sdo José do Rio
Preto - Sdo Paulo — Brasil

1% Alcool Etilico 70% — Emfal Especialidades Quimicas — Betim — Minas Gerais — Brasil

" Agulha descartavel estéril — Injex Industria Cirargica Ltda — Ourinhos — Sdo Paulo — Brasil

© Seringa descartavel estéril — Becton, Dickinson Industria Cirurgica Ltda — Juiz de Fora — Minas Gerais — Brasil
 Bicarbonato de sédio — Farmace Industria Quimico — Farmacéutica Cearense Ltda — Barbalha — Ceara — Brasil
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tumescente de Klein, recomendada para humanos (SOMMER; SATTLER, 2001),
com valor de pH 7,66. No grupo GS, a solugcéo foi composta exclusivamente de
solucao fisiologia® 0,9%, com valor de pH 7,63. O valor de pH de ambas as solucdes
foi mensurado com auxilio de um pHmetro*. No grupo GC, foi confeccionado o

defeito nas mesmas condicbes dos outros dois grupos, porém ndo se utilizou

nenhuma solugéo para causar tumescéncia.

Figura 1 Imagens fotograficas da técnica de anestesia por tumescéncia com lidocaina realizada em
coelhos.
A) Quadrado de 4 cm? confeccionado com auxilio de caneta cirdrgica e régua, para
criacdo do defeito no térax, onde foi administrado no espacgo subcutaneo a solucao de
tumescéncia. B) Técnica de tumescéncia realizada com agulha hipodérmica 25x7,
posicionada no subcuténeo, conectada a seringa de 60mL (seta). C) Aspecto da regiao
apos a infiltracdo subcutanea da solugao tumescente (seta).
CR - Cranial; CD - Caudal.
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal,
2015.

Ato continuo a realizagcdo da técnica de tumescéncia, realizou-se a
antissepsia definitiva com clorexidine® e solucdo de &lcool & 70%™. Em seguida,
realizou-se a leséo no térax, dando inicio ao procedimento de cirurgia reconstrutiva.
Com o auxilio de uma lamina de bisturi n°15" foi excisado o fragmento cutaneo de 4
cm?, 2 cm de comprimento por 2 cm de largura formando um quadrado (Figura 2A),
sendo que o limite considerado para profundidade da incisao, foi 0 musculo cutaneo

do tronco. Apos retirar o fragmento de pele da solugdo de continuidade oriunda da

' Novatecnica — Equipamentos para Laboratério — Piracicaba — S30 Paulo — Brasil
' Lamina de bisturi N15 - Solidor — S30 Paulo — S&o Paulo — Brasil
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lesdo induzida no toérax, iniciou-se a sintese do defeito em padrdo de figura
geométrica partindo da extremidade para o centro da lesdo (Figura 2B). A sintese da
ferida cirargica foi realizada com suturas em padrdo simples separado utilizando fio
nylon 4.0'® para dermorrafia com fechamento em padréo de figura geométrica em
todos os grupos (Figura 2C). Ao final da cirurgia, a ferida foi coberta com auxilio de
gaze'’ e esparadrapo®®.

Os parametros de frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR),
pressdo arterial média (PAM) e concentracdo expirada de isoflurano foram
monitorados em 7 momentos diferentes entre os periodos pré e trans-cirurgicos (ato
continuo ap6s a administracdo da medicacdo pré-anestésica (MPA), a inducdo
anestésica, a administracdo da solucédo de tuméscencia, ao inicio da cirurgia, aos 5
minutos, aos 10 minutos e ao final da cirurgia).

O tempo do procedimento cirtrgico, desde a administracdo da medicacéao pré-
anestésica até o final da cirurgia, foi de 30 minutos para todos os animais. Além
disso, os animais foram operados de maneira aleatéria e todas as cirurgias foram

realizadas pelo mesmo cirurgido.

Figura2 Imagens fotograficas da ferida cirargica.
A) Defeito cutaneo em formato de quadrado medindo 4 cm?, 2 cm de comprimento por 2
cm de largura, masculo cutaneo do tronco como limite considerado para profundidade da
incisdo (seta). B) Sintese do defeito em padrao de figura geométrica partindo da
extremidade para o centro da lesdo (seta). C) Aspecto final da ferida cirdrgica
apresentando cicatriz em formato de X.
CR - Cranial; CD - Caudal.
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal,
2015.

16 Nylon Monofilamentar — Point Suture do Brasil IND. de Fios Cirurgicos Ltda — Fortaleza — Ceard — Brasil
' Gaze Hidréfila Estéril — Herika America Medical Ltda — Curvelo — Minas Gerais — Brasil
18 . .

Esparadrapo — Cremer — Blumenau — Santa Catarina — Brasil
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2.5 POs-operatorio

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

Como protocolo de analgesia, os animais receberam cloridrato de tramadol®
por via subcutanea na dose de 4 mg/Kg, em intervalos de 8h, durante 7 dias,
antibioticoterapia com pentabiético™® por via subcutanea na dose de 0,06 ml/Kg, em
intervalos de 48h para nova dose, por 5 dias e anti-inflamatério meloxicam?® durante
3 dias, administrado por via subcutanea na dose de 0,2 mg/Kg no primeiro dia, € no

segundo e terceiro dia na dose de 0,1 mg/Kg, com intervalos de 24 horas.

2.6 Avaliacdo da analgesia pdés-operatoria

Para a avaliacdo da analgesia no periodo pdés-operatorio realizou-se a
avaliacdo da sensibilidade da regido peri-incisional, aplicando-se filamentos de von
Frey (Eletronic von Frey Anesthesiometer, model 1601, IITC Inc. Life Science, CA —
USA) (Figura 3A). Foram realizadas duas avaliacbes com intervalos de trés
segundos em dois pontos distintos, previamente marcados, craniais a incisao

cirargica, um dorsal e um ventral, a 1 cm da lesdo (Figura 3B).

19 Mogipen — Jofadel Industia Farmacéutica S/A — Monte Mor — S3o Paulo — Brasil
2% Maxicam — OuroFino Agronegécios — Cravinhos — Sao Paulo — Brasil
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Figura 3 Imagens fotograficas do método de analise de analgesia.
A) Conjunto de filamentos de von Frey (Eletronic von Frey Anesthesiometer, model 1601,
IITC Inc. Life Science, CA — USA). B) Pontos marcados previamente com caneta,
demarcando o local para aplicacdo dos filamentos de von Frey, para avaliacdo da
analgesia no periodo pés-operatorio em coelhos, submetidos a procedimento cirdrgico de
reconstrucéo (seta).
CR - Cranial; CD - Caudal.
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal,
2015.

A auséncia de resposta apoés a utilizacdo de um filamento seguiu a avaliacédo
com o proximo, de maior didmetro e assim sucessivamente, até a obtencdo de uma
resposta aversiva (tentativa de fuga, vocalizar), sendo este filamento registrado
como o filamento de menor didmetro cuja forca gerada produziu resposta. Nos casos
em que o animal ndo produziu nenhuma resposta, mesmo apds a avaliagdo com o
filamento de maior didametro, admitiu-se auséncia de dor sensivel ao teste. O teste
foi realizado em conjunto por dois avaliadores sem conhecimento prévio dos grupos,
com inicio 2 horas apdos o término da cirurgia e repetido nos momentos 8, 12 e 24
horas apds o término do procedimento cirdrgico.

Ademais, para a avaliagdo da analgesia, foi utilizado o método semi-objetivo
Escala Visual Analégica (Visual Analogue Scale - VAS). Através de uma linha
horizontal reta, com 100 mm de comprimento e com as extremidades representando
intensidades antagbnicas de dor (auséncia de dor e maximo de dor possivel)
(HELLYER, 2005), dois avaliadores sem conhecimento prévio dos grupos, apos

avaliar visualmente cada animal, de maneira individual, e observar a auséncia ou a
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presenca de sintomas de dor especificos de coelhos, segundo Rivera (2002), a
diminuicdo do consumo de agua e alimentos, olhar para a parte de trds da gaiola,
movimentos limitados, fotossensibilidade e animais apresentando-se estdicos,
registraram com uma linha vertical o local que mais se adequava ao grau de dor do
animal. A primeira avaliacdo foi feita com 1 hora ap6s o término da cirurgia, 2 horas,
4 horas, 8 horas, 12 horas e 24 horas ap6s o final do procedimento cirdrgico.
Quando necessério, tais avaliadores foram instruidos a realizar a reaplicacdo de
analgésico (cloridrato de tramadol® por via subcutanea na dose de 4 mg/Kg) nos

animais com registro acima de 60 mm na escala (Figura 4).

0 100

Figura 4 Imagem representativa da Escala Visual Analdgica, utilizada para
avaliacdo de dor.

2.7 Curativos e avaliacdo macroscoépica

Os animais submetidos ao procedimento cirtrgico foram observados por um
periodo de 15 dias para realizacdo das avaliagdes macroscopicas da lesdo, a qual
foi feita por um mesmo avaliador sem conhecimento prévio dos grupos.

Todos os coelhos foram examinados diariamente, quanto as caracteristicas
fisiologicas, e as avaliagcbes macroscopicas da ferida foram feitas apés trés, sete e
14 dias do procedimento cirdrgico, observando-se a presenca de exsudato,
coloracdo, edema e o aspecto cosmético da ferida, posteriormente graduados

conforme descrito na Tabela 1 (Apéndice A).
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Tabela 1 Analise para classificacdo clinica da ferida cirargica.
(Adaptado de Paim et al., 2002)

Variaveis Intensidade

Exsudato 0 (ausente) 1(discreto) 2 (moderado) 3 (intenso)
Coloracdo 0 (esbranquicada) | 1 (résea) 2 (avermelhada - rubor) | 3 (enegrecida)
Edema 0 (ausente) 1(discreto) 2 (moderado) 3 (intenso)
Aspecto .
CoSMEtico 0 (excelente) 1 (bom) 2 (regular) 3 (ruim)

Os dados foram anotados em ficha proépria, individual para cada coelho, para
posterior andlise. Os curativos foram realizados com trés, sete e 14 dias, sendo
conduzidos da seguinte maneira:

1 - Limpeza da ferida com solucéo fisiolégica® (NaCl 0,9%);
2 - Remocéo de exsudato quando necessario;

3 - Cobertura com gaze'’;

4 - Fixagéo da gaze'’ com esparadrapo®®.

2.8 Eutanésia e coleta de material

A eutanasia foi realizada, em cada grupo, com trés, sete e 15 dias de pos-
operatorio, sendo 3 animais no terceiro dia, 3 animais no sétimo dia e 3 animais no
décimo quinto dia, totalizando os 9 animais do grupo para as avaliacbes
microscoépicas da ferida cirdrgica serem feitas nas trés fases da cicatrizacao, a fase
inflamatéria, de proliferacdo e de remodelacdo (SERHAN; CHIANG, 2004).

A eutanasia foi realizada com propofol?, na dose de 10 mg/kg, administrado
por via intravenosa, seguido da infusdo de cloreto de potassio, obedecendo-se 0s
principios éticos em experimentacdo animal preconizados pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagédo Animal (CONCEA).

Em seguida, cada uma das feridas foi excisada com margem de 1 cm de pele
integra em torno da lesdo, em profundidade até a fascia muscular. Cada amostra foi

identificada individualmente, fixada em cartolina branca e colocada em solucdo de

*! Diprivan — Zeneca Farmacéutica do Brasil Ltda — S30 Paulo — S30 Paulo — Brasil
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formalina a 10%2%*. Apds 48 horas, a solucéo foi substituida por alcool & 70%° para

posterior confeccdo das laminas para a avaliacdo microscopica.
2.9 Avaliacfes microscopicas

As amostras foram processadas conforme a rotina convencional de
processamento histolégico, inclusdo em blocos de parafina, e realizacdo dos cortes
histoldgicos. Estes foram cortados em micrétomo?®, com espessura de 4 pm. Apés a
confeccdo das laminas procedeu-se a coloracao especifica (Hematoxilina e Eosina)
e imuno-histoquimica (Ael/Ae3; Caveolina-1).

As laminas foram confeccionadas no Laboratério de Anatomia Patoldgica da
Universidade de Franca (UNIFRAN), na cidade de Franca — SP e também no
Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade do Porto, na cidade do Porto,
Portugal . A analise dos cortes histolégicos foi realizada por um patologista sem o
conhecimento prévio da identificacdo dos grupos. A avaliacdo histolégica das
laminas foi realizada em microscépio éptico®*. As fotomicrografias foram obtidas com
auxilio do programa Motic Images Plus 2.0. Os dados obtidos foram classificados de
acordo com a intensidade em que foram encontrados e transformados em variaveis
quantitativas mediante atribuicdo de indice para os achados histologicos, conforme

demonstrados na Tabela 2 (Apéndice B).

*> Formol Tamponado 10% — Indai Laboratério Farmacéutico Ltda — Dores do Indaid — Minas Gerais — Brasil
> Micrétomo rotativo RM2036, Leica Biosystems — Carnaxibe — Portugal

4 Microscopio Nikon eclipse — E200
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Tabela 2 Classificacdo e atribuicdo de indices aos achados histolégicos nos cortes corados pelo
método HE (Hematoxilina e Eosina) e imunomarcados pelos anticorpos Ael/Ae3 e
Caveolina-1.

(Adaptado de Garros et al., 2006).

Intensidade dos achados

Achados histoldgicos Ausente Discreto Moderado Acentuado
Proliferacdo vascular 0 1 2 3
Células mononucleares
Células polimorfonucleares
Proliferacdo fibroblastica
Colagenizacdo
Reepitelizacdo

Hemorragia

ololojolo]o
Rl
[F] ] ¥ [¥] E¥) [N
wlwlwjw]w]w

2.9.1 Histoquimica

Os cortes foram corados pelo método histoquimico de rotina. Utilizou-se
Hematoxilina e Eosina (HE) (Apéndice C), para analise em microscopia Optica de
epiderme e derme, para pesquisa de células mononucleares, células
polimorfonucleares, hemorragia, colagenizacdo e proliferacdo fibroblastica. A

avaliacdo histolégica foi realizada em microscépio éptico®* no aumento de 400x.
2.9.2 Imuno- Histoquimica

Para o estudo imuno-histoquimico os cortes foram estendidos em laminas de
vidro previamente limpas e desengorduradas, preparadas com adesivo a base de
organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano, Sigma Chemical C.O., USA) (Apéndice D).

Os cortes obtidos foram imunomarcados pelo anticorpo monoclonal Ael/Ae3
para analise em microscopia Optica da reepitelizacdo e pelo anticorpo policlonal
Caveolina-1 para andalise da proliferagdo vascular. A avaliagdo histolégica das
laminas foi realizada em microscépio 6ptico?* no aumento de 200x para 0 anticorpo

Ael/Ae3 e 400x para o anticorpo Caveolina-1.
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2.9.2.1 Ael/Ae3

A reepitelizacdo foi avaliada pelo anticorpo monoclonal Ael/Ae3. A absorcao
do reagente Ael/Ae3 pelas células apds reacdo com os queratindcitos do epitélio da
pele foi imunomarcada pelo método Complexo da Estreptoavidina-Biotina (SABC, do
inglés Streptavidin-Biotin Complex).

As laminas foram previamente aquecidas em estufa® & 70° por 10 minutos,
na sequéncia, desparafinadas em imersées com xilol?®l por 10 minutos e Xilol*®ll por
5 minutos, ambos em temperatura ambiente. Ato continuo, realizou-se imersdes em
alcool absoluto® I, Il, Il (100%, 90% e 70% respectivamente, e temperatura
ambiente), e apds, as laminas foram submetidas a lavagem em &gua corrente, por
10 minutos. A seguir, procedeu-se a recuperacdo antigénica com solucdo Retrieval®®
(Retrieval & 10% em H,0), durante 30 minutos no banho-maria®°.

Apdés as laminas apresentarem temperatura ambiente, procedeu-se o
bloqueio da peroxidase enddégena, durante 10 minutos com Peroxido de
Hidrogénio® (H.O, comercial & 30% a 10% em Metanol). Na sequéncia, realizou-se
duas lavagens em TBS (Sigma Trizma Base)*!, com intervalo de cinco minutos em
cada lavagem.

Em camara Umida realizou-se a incubac&o do anticorpo monoclonal®?

(Soro
normal de Coelho), por 20 minutos. A seguir, realizou-se em camara Umida a
incubacdo do anticorpo Ael/Ae3, monoclonal (ImpPath), para identificacdo das
células epiteliais, nas diluicdes de 1:400, "Over night" a 4°C.

Ao término do periodo de incubacdo do anticorpo, realizou-se duas lavagens
em TBS®* |, com intervalo de cinco minutos em cada lavagem. Novamente em

camara umida, procedeu-se o emprego do soro de ponte com anticorpo monoclonal

* Estufa Universal — Memmert Azores — Portugal

*® Xilol — Quimidrol — Joinville — Santa Catarina — Brasil

%’ Etanol absoluto — Merck Millipore Corporation — Darmstadt — Alemanha

*® Novocastra™ Epitope Retrieval Solutions — Leica Biosystems New Castle Ltd — Reino Unido
% Banho de agua GFL — Supply lab — Alemanha

30 Hydrogen Peroxide 30% — Merck KGaA — Darmstad — Alemanha

> Trizma® (Tris base) — Sigma aldrich — Ontdrio — Canada.

%2 Rabbit Serum — Palex Medical AS — Jesus Serra Santamans — Demark
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(Coelho Anti-Ratinho Biotinilado (CARB)®*, durante 30 minutos. Apés, realizou-se
duas lavagens em TBS®', com intervalo de cinco minutos em cada lavagem. Na
sequéncia, utilizou-se o Complexo Avidina-Biotina®* (diluidos & 1% de A e B em BSA
a 5%), em incubacédo em camara Umida por 30 minutos.

Ato continuo, realizou-se duas lavagens em TBS*', com intervalo de cinco
minutos em cada lavagem, e procedeu-se a coloracdo por 5 minutos com o
cromégeno DAB® (Diaminobenzidina). A seguir, procedeu-se a lavagem em &agua
corrente por 10 minutos, e em seguida, as laminas foram contracoradas com
Hematoxilina de Mayer®® por 30 segundos, e novamente submetidas & lavagem em
agua corrente por 10 minutos. Ao término, as laminas foram desidratadas em
diluicdes crescentes de alcoois®’ e diafanizadas em xilol*®, e procedeu-se a

montagem para anélise em microscépio?*.
2.9.2.2 Caveolina-1

A imunomarcac¢do do endotélio vascular, para avaliacdo da proliferacédo
vascular, foi realizada pelo anticorpo policlonal Caveolina-1. A absor¢édo do reagente
caveolina-1 pelas células apés reacdo com as células endoteliais vasculares foi
imunomarcada pelo método do Kit Polimero®”.

As laminas foram previamente aquecidas em estufa®® & 70° por 10 minutos,
na sequéncia desparafinadas em imersées com xilol*®l por 10 minutos, Xilol?®ll por 5
minutos, ambos em temperatura ambiente. Ato continuo, realizou-se imersdes em
alcool absoluto® I, II, Il (100%, 90% e 70% respectivamente, e temperatura
ambiente), apds, as laminas foram submetidas a lavagem em agua corrente por 10
minutos. A seguir, ndo realizou-se recuperacao antigénica devido a inUmeros testes
gue comprovaram a necessidade de sua descontinuacdo. Procedeu-se o bloqueio
da peroxidase endégena, durante 20 minutos com Peréxido de Hidrogénio® (H.O

33 Carb-mouse Immunoglobulins — Dako A/S — Dinamarca

** Vectastain ABC Kit — Vector Laboratories INC Ingold Road — Burlingame — California — Estados Unidos
**3-Diaminobenzidine (DAB) Enhanced Liquid Substrate System tetrahydrochloride — Sigma aldrich — Ontario —
Canada

3 Maye's hemalum solution — Merck KGaA — Darmstad — Alemanha

*” Novolink™ Polymer Detection Systems — Leica Biosystems New Castle Ltd — Reino Unido
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comercial & 30% a 10% em Metanol). Na sequéncia, realizou-se duas lavagens em
TBS*!, com intervalo de cinco minutos em cada lavagem.

Em camara Umida realizou-se incubacdo com Protein Block do Kit*® (Soro
normal), por 5 minutos. A seguir, realizou-se incubacdo em camara Umida do
anticorpo Caveolina-1, policlonal (SCBT — Sc 894), para identificagdo das células
endoteliais, nas diluigcbes de 1:500, durante 45 minutos.

Ao término do periodo de incubacdo do anticorpo, realizou-se duas lavagens
em TBS®, com intervalo de cinco minutos em cada lavagem. Novamente em camara
Umida, procedeu-se o emprego do soro de ponte com Post Primary do Kit*, durante
30 minutos. Apds, realizou-se duas lavagens em TBS®', com intervalo de cinco
minutos em cada lavagem. Na sequéncia, realizou-se incubacéo do Polimero®, em
camara umida, por 30 minutos.

Ato continuo, realizou-se duas lavagens em TBS*, com intervalo de cinco
minutos em cada lavagem, e procedeu-se a coloracdo por 5 minutos com o
cromégeno DAB®* (Diaminobenzidina). A seguir, procedeu-se a lavagem em &agua
corrente por 10 minutos, e em seguida, as laminas foram contracoradas com
Hematoxilina de Mayer®® por 30 segundos, e novamente submetidas a lavagem em
agua corrente por 10 minutos. Ao término, as laminas foram desidratadas em
|26’

diluicdes crescentes de &lcoois®’ e diafanizadas em xilo e procedeu-se a

montagem para anélise em microscopio?.

2.10 Anédlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software R® (R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria). O desenho experimental corresponde a
um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com medidas repetidas no tempo.
A comparacédo entre os grupos (GC, GS, e GL) em relacdo as variaveis categoricas
macroscopicas e microscopicas foi realizado pelo teste ndo paramétrico de Friedman
e 0 pos-teste de Dunns. Para os parametros cardiorrespiratérios, ap0s comprovacao

da normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias os dados reais ou

*® Novolink™ Polymer Detection Systems Protein Block — Leica Biosystems New Castle Ltd — Reino Unido
** Novolink™ Polymer Detection Systems Post Primary — Leica Biosystems New Castle Ltd — Reino Unido
“* Novolink™ Polymer Detection Systems Polymer — Leica Biosystems New Castle Ltd — Reino Unido
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transformados foram avaliados pela andlise de variancia (ANOVA) e quando a
diferenca entre os tratamentos foi significativa as médias foram comparadas pelo
teste de Tukey. Para a comparacdo dos escores no tempo da escala visual
analdgica e da forca dos filamentos de von Frey foi utilizado o teste de Friedman e o
pos-teste de Dunns. Valores de p inferiores a 0,05 (p<0,05) foram considerados

significativos.

3. Resultados e discussao

3.1 Avaliagcdo macroscopica

As variaveis macroscopicas estudadas foram exsudato, coloracdo, edema e
aspecto cosmético da ferida (Figura 5). Na analise descritiva dos dados constatou-
se gue, entre os dias de avaliagédo, a presenca de exsudato ocorreu sobretudo no
dia sete, na forma discreta, em 83,3% dos animais do GS, seguido pelo GC (66,7%)
e GL (33,3%). Exsudato moderado ocorreu no GS com trés dias de avaliacdo em
22,2% dos animais.

Em relacdo a coloracdo, a maioria dos animais apresentou-se résea, sendo
observado coloragdo avermelhada (presenca de rubor) principalmente no GC e GS,
tanto aos trés (11,1% nos dois grupos respectivamente) quanto aos sete dias (16,7%
nos dois grupos respectivamente). Quanto a edema, houve presenca na forma
discreta nos trés grupos, ocorrendo principalmente aos trés dias, sobretudo no GS
(22,2%). Sobre o0 aspecto cosmético, este variou de excelente a regular, sendo que
a maioria dos animais foi classificado com aspecto cosmético excelente e bom. A
presenca de aspecto cosmeético regular ocorreu principalmente no GS aos trés e
sete dias (22,2% e 16,7% respectivamente).

Dentre os resultados descritivos (Tabela 3) ndo se observaram diferencas
significativas entre os grupos quando comparados dentro dos respectivos dias trés,
sete e 14 (p>0,05).

O processo de cicatrizacdo de feridas pode ser dividido em trés fases
distintas, sendo elas a fase inflamatoria, de proliferacdo e de remodelacéo
(SERHAN; CHIANG, 2004). Sinais caracteristicos da inflamacdo como exsudato e
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edema (GOMES; BIANCHI, 2015), avaliados no presente estudo, relacionados a
primeira fase da cicatrizacdo, ndo apresentaram diferencas entre 0S grupos
estudados, o que sugere, levando-se em consideracdo a avaliacdo macroscoépica da
ferida, que a lidocaina nao influencia na primeira fase da cicatrizacdo. Além destes,
o fato da coloracdo e do aspecto cosmético da ferida cirdrgica ndo apresentarem
diferencas entre os grupos, também sugere que o farmaco, nas condigcbes em que

se realizou o presente estudo, ndo prejudicou o processo de cicatrizacao.
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Figura 5 Imagens fotograficas das avaliagbes macroscopicas da ferida cirdrgica de coelhos
submetidos a técnica de fechamento de defeitos cutdneos em padrdo de figura
geométrica.

A) Presenca de rubor (seta), crescimento de pelos (asterisco) e aspecto cosmético nos
diferentes grupos, com trés dias do procedimento cirdrgico. B) Presenca de exsudato (seta
amarela), crescimento de pelos (asterisco), aspecto cosmético bom da ferida cirargica
(seta azul) com 7 dias do procedimento cirdrgico. C) Aspecto da ferida com 14 dias do
procedimento cirargico (asterisco). GC - Grupo Controle; GS - Grupo Solu¢éo; GL - Grupo
Lidocaina. 3D - dia trés; 7D - dia sete; 14D - dia 14.

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal,
2015.
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Tabela 3 Distribuicdo do niumero de coelhos, em porcentagem, nos grupos, dentro dos dias trés,
sete e 14, segundo as avaliagdes macroscopicas, submetidos a procedimento cirrgico
de reconstrucéo.

3D (n=9) 7D (n=6) 14D (n=3)

Gt |G |G| 6c | Gs | aL GC | Gs | GL

EXSUDATO
ausente 77,8 55,6 | 77,8 | 33,3 | 16,7 | 66,7 66,7 | 100 | 100
discreto 22,2 22,2 | 22,2 | 66,7 | 83,3 | 33,3 33,3 0 0
moderado 0 22,2 0 0 0 0 0 0 0
intenso 0 0 0 0 0 0 0 0 0

COLORAGCAO
esbranquicada 0 0 0 0 0 0 0 0 0
résea 88,9 88,9 | 100 | 83,3 |83,3| 100 100 100 | 100
avermelhada - rubor 11,1 11,1 0 16,7 | 16,7 0 0 0 0
enegrecida 0 0 0 0 0 0 0 0 0

EDEMA
ausente 88,9 77,8 1889 | 100 | 100 | 100 100 100 | 100
discreto 11,1 22,2 (111 0 0 0 0 0 0
moderado 0 0 0 0 0 0 0 0 0
intenso 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ASPECTO COSMETICO

excelente 66,7 44,4 | 77,8 | 33,3 | 50,0| 66,7 66,7 | 100 | 66,7
bom 33,3 33,3 11,1 | 66,7 | 33,3 | 33,3 33,3 0 33,3
regular 0 22,2 | 11,1 0 16,7 0 0 0 0
ruim 0 0 0 0 0 0 0 0 0

GC - Grupo Controle; GS - Grupo Solucdo; GL - Grupo Lidocaina. 3D - dia trés; 7D - dia sete; 14D -
dia 14. Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal, 2015.

3.2 Avaliacdo microscopica

Proliferacdo vascular discreta foi observada em 100% dos animais do GC e
do GS, no terceiro dia de avaliacdo, enquanto que no GL, no mesmo periodo, 66,7%
dos animais apresentaram proliferagdo vascular ausente. Observou-se proliferacéo
vascular moderada, ap6s 7 dias do procedimento cirargico em 66,7% dos animais do
GC. Nesse mesmo momento de avaliagdo, 66,7% dos animais do GL e 66,7% do
GS apresentaram proliferacdo vascular discreta. No dia 14 foi observado
proliferacdo vascular variando de ausente a moderada no GC. No GL proliferacao
vascular discreta ocorreu em 66,7% nesse mesmo periodo de avaliacdo. No GS
66,7% dos animais apresentaram proliferacdo vascular ausente no dia 14. No
entanto, néo se observou diferenca significativa entre 0s grupos nos respectivos
dias (p>0,05).
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A proliferacdo de vasos em animais tratados com lidocaina possui resultados
controversos na literatura. Drucker et al. (1998) encontraram vascularizacao
significativamente menor em porquinhos da india submetidos a infiltragdo com
lidocaina, ao passo que no trabalho de Hanci et al. (2012), ratos tratados com
lidocaina apresentaram vascularizacdo elevada quando comparados aos tratados
com solucdo salina. No presente estudo ndo se verificou influéncia, em
consequéncia do procedimento de tumescéncia com lidocaina, na angiogénese. No
trabalho de Drucker et al. (1998), aléem da concentracdo da lidocaina empregada ser
maior comparada a concentragdo usada no presente estudo, a via de administragao
foi diferente, o que pode ter interferido no processo de angiogénese, justificando os
resultados encontrados no atual trabalho serem contrarios aos descritos pelos
autores. Hanci et al. (2012) utilizaram além da concentracdo maior de lidocaina,
modelo experimental diferente, o que poderia justificar as diferengas encontradas.

A variadvel microscopica de proliferacdo vascular é representada na Figura 6.
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Figura 6 Fotomicrografias das amostras cutaneas de coelhos submetidos a técnica de fechamento de
defeitos cutdneos em padréo de figura geométrica.
A) Proliferacdo vascular (regido circunscrita) com trés dias do procedimento cirlrgico. B)
Proliferacdo vascular (regido circunscrita) com sete dias do procedimento cirdrgico. C)
Proliferacdo vascular (regido circunscrita) com 14 dias do procedimento cirdrgico.
Caveolina-1, Imunomarcacéo, Método Polimero, DAB, aumento de 400X. GC - Grupo
Controle; GS - Grupo Solucao; GL - Grupo Lidocaina. 3D - dia trés; 7D - dia sete; 14D - dia
14,
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal,
2015.

Células mononucleares e polimorfonucleares apresentaram-se ausentes no
GL no terceiro dia de cicatrizacdo, diferentemente do GC na qual foi observado

discreta presenca de células mononucleares em 33,3%  dos animais e
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polimorfonucleares em 66,7%. No GS também foi observado no dia trés discreta
presenca de células mononucleares em 66,7% dos animais e polimorfonucleares
em 100% dos animais. No dia sete e 14 de avaliacdo, os animais dos trés grupos
apresentaram sobretudo, discreta presenca de células mononucleares enquanto
que células polimorfonucleares variaram entre ausente, discreto e moderado.
Contudo, ndo se observou diferenca significativa entre 0s grupos nos respectivos
dias (p>0,05).

A auséncia de células mononucleares e polimorfonucleares no terceiro dia de
avaliacdo nos animais tratados com lidocaina sugeria uma possivel influéncia
negativa da lidocaina nas primeiras fases da cicatrizacdo, momento em que ha a
atracdo de neutrofilos e macrofagos para a regido lesionada. Porém, esse fato nao
se confirmou apds a andlise estatistica dos dados. Estes resultados ndo estdo em
conformidade com alguns trabalhos prévios. Waite et al. (2010) encontraram
aumento no namero de neutréfilos em ratos tratados com lidocaina, influenciando a
inflamacé&o local. Hanci et al. (2012) também encontraram inflamacéo significativa
em ratos tratados com lidocaina comparados aos tratados com solucao salina. Tais
resultados, contrarios aos encontrados no presente estudo podem ser justificados
pela maior concentracdo da lidocaina empregada por esses autores, 0 que poderia
ser a causa de maior processo inflamatorio.

Observou-se presenca de hemorragia microscopica dentro dos trés grupos
avaliados, variando de ausente a moderada, em diferentes momentos da avaliacao.
Contudo, néo se observou diferenca significativa entre 0s grupos nos respectivos
dias (p>0,05).

A coloracao exclusivamente résea da pele nos animais do GL sugeriam uma
possivel reducdo de micro-hemorragias durante o procedimento cirdrgico, em
decorréncia do uso de epinefrina na solugcédo tumescente, que causa vasoconstricao.
No entanto, apos as avaliacfes histoldégicas das amostras, observou-se a presenca
de hemorragia microscépica nos animais dos trés grupos avaliados, variando de
ausente a moderada, em diferentes momentos da avaliagdo. A presenca de
hemorragias microscopicas em animais com 3 dias de procedimento cirurgico e o
fato de néo se encontrar diferencas estatisticas entre os grupos nesse momento de

avaliacao contradiz os resultados que eram esperados no GL, quando comparado
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aos outros grupos, uma vez que, segundo a literatura, o emprego de epinefrina
diluida na solucdo proposta para tumescéncia causa vasoconstricdo generalizada e
prolongada (KLEIN, 1995; KLEIN, 1996), resultando na diminuicdo de hemorragias
durante o procedimento cirdrgico (SAMDAL; AMLAND; BUGGE, 1994; THOMAS,
2001; REPLOGLE, 1993). Esse resultado pode ter ocorrido em virtude do
procedimento cirdrgico realizado ter sido pouco cruento, sendo que em nenhum
momento observaram-se hemorragias macroscoépicas significativas, independente
da presenca de epinefrina. Ademais, pode-se inferir que a presenca de hemorragias
microscoépicas apos 14 dias do procedimento cirargico esté relacionada ao processo
de angiogénese, em que capilares neoformados, de pequeno calibre, por ainda
serem frageis, se rompem. Dessa forma, o fato de ndo ocorrer diferenca significativa
entre 0s grupos, na hemorragia, com 14 dias de avaliacdo, € condizentes com o
resultado de ndo se encontrar diferenca significativa na proliferacdo vascular nesse
mesmo periodo de avaliacao.

Proliferacdo moderada de fibroblastos e colagenizacdo moderada foi
observada em 66,7% dos animais do GC com 7 dias de avaliacdo. No GL
proliferacdo moderada de fibroblastos e colagenizagdo moderada, na maioria dos
animais, s6 foi observada no dia 14, em 66,7% dos animais. No GS, tanto a
proliferacdo de fibroblastos quanto colagenizacdo apresentaram-se ausentes em
66,7% dos animais aos 14 dias de avaliacdo. Porém, ndo se observou diferenca
significativa entre os grupos nos respectivos dias (p>0,05).

A andlise histolégica de proliferacdo de fibroblastos e colagenizagcédo
observou-se um possivel retardo na cicatrizagdo nos animais do GS e GL, no
entanto esse fato ndo foi confirmado apds a analise estatistica dos dados, nao
sendo suficiente para criar um resultado final desfavoravel que pudesse prejudicar o
processo de cicatrizacdo cirargica. Esses resultados vao contra aos de Rodrigues et
al. (2011) e Hanci et al. (2012) que encontraram efeitos da lidocaina na
colagenizagdo em ratos. As diferencas encontradas com a literatura podem ter
ocorrido em virtude da maior concentracdo de lidocaina utilizada por esses autores,
0 que poderia justificar a influéncia negativa do anestésico encontrada nesses
estudos ndo ser encontrada no atual trabalho. No estudo de Fedder et al. (2010),

verificou-se in vitro, efeito citotoxico da lidocaina na proliferacdo de fibroblastos
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humanos, dependentes da concentragcdo empregada do anestésico. Os resultados
encontrados por Fedder et al. (2010) corroboram com a justificativa de que o
presente estudo apresenta resultados diferentes, em relacdo aos encontrados por
Rodrigues et al. (2011) e Hanci et al. (2012), ocorrer em virtude das diferentes
concentracbes da lidocaina empregada. No entanto resultados semelhantes foram
encontrados por Drucker et al. (1998), na qual também n&o foi observada diferenca
significativas na colagenizacao e por Harris et al. (2009) que n&do encontraram, em
culturas de fibroblastos tratados com lidocaina, efeito citotoxico e reducéo
significativa na proliferagéo.

As variaveis microscopicas de células mononucleares, células
polimorfonucleares, hemorragia, proliferacdo fibroblastica e colagenizacdo sao

representadas na Figura 7.
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cirdrgico de reconstrucéo.

A) Presenca de células mononucleares (seta). B) Presenca de células polimorfonucleares
(seta). C) Presenca de hemorragia (regido circunscrita). D) Proliferacdo de fibroblasto
(seta) e presenca de colageno (regido circunscrita). HE (hematoxilina e eosina), aumento
de 400X. GC - Grupo Controle; GS - Grupo Solu¢éo; GL - Grupo Lidocaina.

Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal,
2015.
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Destaca-se a presenca de reepitelizacdo moderada em 66,7% dos animais do
GC com 7 dias de avaliagdo. Contudo, no GL, a maioria dos animais apresentando
reepitelizacdo moderada so6 foi observado apds 14 dias de pos-operatério,em 66,7%
dos animais, sendo que com sete dias apenas 33,3% dos animais apresentava
reepitelizacdo moderada. No GS, tanto com sete quanto com 14 dias de pos-
operatério 66,7% dos animais apresentaram reepitelizacdo classificada como
ausente. No entanto, apesar das diferencas visualizadas na reepitelizacdo entre os
grupos, nos respectivos momentos, ndo houve diferenca significativa entre eles
(p>0,05).

Os resultados da reepitelizagdo foram semelhantes aos encontrados por
Waite et al. (2010) em ratos tratados com lidocaina. Embora as concentracfes
empregadas pelos autores tenham sido superiores as utilizadas no presente estudo,
em ambos ndo houve interferéncia da lidocaina na reepitelizacdo da ferida cirlrgica,
sugerindo a nao influéncia do farmaco na reepitelizagcdo, nas concentracdes
utilizadas. Harris et al. (2009) também encontraram resultados similares em modelos
experimentais para a avaliacdo do crescimento epitelial.

A variadvel microscopica de reepitelizacao é representada na Figura 8.
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Figura 8 Fotomicrografias das amostras cuténeas de coelhos submetidos a técnica de fechamento de
defeitos cutaneos em padréo de figura geométrica.
A) Reepitelizagdo com trés dias do procedimento cirargico. B) Reepitelizagcdo com sete dias
do procedimento cirdrgico. C) Reepitelizagdo com 14 dias do procedimento cirdrrgico.
Ael/Ae3, Imunomarcacédo, Método Complexo da Estreptoavidina-Biotina, DAB, aumento de
200X. GC - Grupo Controle; GS - Grupo Solugao; GL - Grupo Lidocaina. 3D - dia trés; 7D -
dia sete; 14D - dia 14.
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal,
2015.

¥

Os resultados descritivos das avaliagdes microscopicas sao apresentados na
Tabela 4.
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Tabela 4 Distribuicdo do nimero de coelhos, em porcentagem, nos grupos, dentro dos dias trés, sete
e 14, segundo as avaliagbes microscopicas, submetidos a procedimento cirargico de

reconstrucao.
3D (n=3) 7D (n=3) 14D (n=3)
Gc | Gs | alL Gc | 6s | aL Gt [ 6s | aL
Proliferagdo vascular
(Caveolina-1)
ausente 0 0 66,7 0 0 0 33,3 | 66,7 0
discreto 100 | 100 33,3 33,3 | 66,7 66,7 33,3 | 33,3 66,7
moderado 0 0 0 66,7 | 33,3 33,3 33,3 0 33,3
acentuado 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Células mononucleares
(HE)
ausente 66,7 | 33,3 100 0 33,3 33,3 0 33,3 33,3
discreto 33,3 | 66,7 0 100 | 66,7 66,7 100 | 66,7 66,7
moderado 0 0 0 0 0 0 0 0 0
acentuado 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Células polimorfonucleares
(HE)
ausente 33,3 0 100 0 33,3 33,3 0 33,3 0
discreto 66,7 | 100 0 100 | 33,3 33,3 100 0 66,7
moderado 0 0 0 0 33,3 33,3 0 66,7 33,3
acentuado 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Proliferagdo fibroblastica
(HE)
ausente 100 | 33,3 100 33,3 | 33,3 33,3 0 66,7 33,3
discreto 0 66,7 0 0 33,3 33,3 66,7 | 33,3 0
moderado 0 0 0 66,7 | 33,3 33,3 33,3 0 66,7
acentuado 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Colagenizagao
(HE)
ausente 100 | 33,3 100 0 66,7 33,3 33,3 | 66,7 33,3
discreto 0 66,7 0 33,3 | 33,3 33,3 33,3 | 33,3 0
moderado 0 0 0 66,7 0 33,3 33,3 0 66,7
acentuado 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Reepitelizacao
(Ael/Ae3)
ausente 0 0 33,3 0 66,7 0 33,3 | 66,7 33,3
discreto 100 | 66,7 66,7 33,3 | 33,3 66,7 0 33,3 0
moderado 0 33,3 0 66,7 0 33,3 66,7 0 66,7
acentuado 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hemorragia
(HE)
ausente 0 0 0 0 33,3 0 66,7 | 66,7 0
discreto 66,7 | 33,3 33,3 0 33,3 66,7 33,3 0 66,7
moderado 33,3 | 66,7 66,7 100 | 33,3 33,3 0 33,3 33,3
acentuado 0 0 0 0 0 0 0 0 0

GC - Grupo Controle; GS - Grupo Solucdo; GL - Grupo Lidocaina. 3D - dia trés; 7D - dia sete; 14D -
dia 14. Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal, 2015.
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3.3 Parametros cardiorrespiratorios

O valor médio dos parametros cardiorrespiratorios registrados nos momentos

propostos
cardiaca

respiratori

foi calculado e os seguintes resultados foram encontrados: frequéncia
e concentracdo expirada de isoflurano foi menor no GL, frequéncia

a foi maior no GC e presséao arterial média foi maior no GL. Os parametros

analisados séo apresentados na Figura 9.

250,000

200,000

150,000
100,000
50,000
0,000
FC(b.p.m.) FR(m.p.m.) PAM (mmHg) ISO Exp (%)
mGC 241,046° 64,707 ° 57,576 ° 2,146°
mGS 233,146° 58,082 ° 60,057°° 2,0553P
mGL 225,580° 55,048 P 63,298 ° 1,844 °
p 0,0002 0,002 0,026 0,02

Figura9 Representacao gréafica dos valores médios de parametros cardiorrespiratérios em coelhos

submetidos a técnica de fechamento de defeitos cutédneos em padrdo de figura
geomeétrica.

GC - Grupo Controle; GS - Grupo Solucao; GL - Grupo Lidocaina.

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal,
2015.

* As médias com a mesma letra nao foram significativas pelo teste de Tukey (p<0,05).

A frequéncia cardiaca considerada normal em coelhos encontra-se entre 160

e 300 bpm

(FONSECA et al.,1996), sendo que nos trés grupos a frequéncia cardiaca

(Figura 10) manteve-se dentro dos valores considerados normais para a espécie. No

entanto, houve diferenga significativa entre o GL quando comparado ao GC e GS
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(p=0,0002), o que pode ser observado ao se avaliar a média das frequéncias
cardiacas dos grupos no decorrer do procedimento, na qual o GL manteve-se abaixo
dos outros dois grupos na maioria dos momentos avaliados.

Quanto a frequéncia respiratoria, a faixa de normalidade considerada para
espécie encontra-se entre 30 e 60 mpm, sendo que o coelho apresenta capacidade
pulmonar reduzida (GILLETT, 1994). Houve diferenca significativa na frequéncia
respiratéria (Figura 11), entre o GC quando comparado ao GS e GL (p=0,002),
sendo que nos animais do GC a média da frequéncia respiratéria na maioria dos
momentos avaliados manteve-se acima do limite superior maximo considerado pelo
mesmo autor para a espécie.

O fato da frequéncia cardiaca e respiratéria encontradas serem menor no GL,
sugere menor dor durante o procedimento cirdrgico, consequéncia de melhor
analgesia trans-operatéria desses animais, proporcionada pelo emprego da técnica
de anestesia por tumescéncia com lidocaina. Segundo Forsyth (2003) e Robertson
(2007) a dor pode aumentar as frequéncias cardiaca e respiratoria, 0 que corrobora
com os dados encontrados no estudo em tela. Em estudo prévio de Guirro, Cunha e
Thomas (2013), as frequéncias cardiaca e respiratoria de cadelas submetidas a
mastectomia, mantiveram-se mais estaveis quando se associou a anestesia geral, 0
emprego de anestesia por tumescéncia com lidocaina. Estes resultados corroboram
com os encontrados no atual trabalho, visto a maior estabilidade dos parametros no

decorrer do tempo consequéncia da melhor analgesia trans-operatéria dos animais.
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Figura 10 Representacdo grafica dos resultados da frequéncia cardiaca em 7 momentos diferentes,

entre os periodos pré e trans-cirirgicos, de coelhos submetidos a técnica de fechamento
de defeitos cutdneos em padréo de figura geométrica.

GC - Grupo Controle; GS - Grupo Solucéo; GL - Grupo Lidocaina.

MPA - medicagéo pré-anestésica; ind - indugdo anestésica; int - solu¢éo de tuméscencia;
inc - inicio da cirurgia; 5m - cinco minutos; 10m - dez minutos; pds - final da cirurgia.
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal,
2015.
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Figura 11 Representac@o grafica dos resultados da frequéncia respiratéria em 7 momentos

diferentes, entre os periodos pré e trans-cirurgicos, de coelhos submetidos a técnica de
fechamento de defeitos cutdneos em padrao de figura geométrica.

GC - Grupo Controle; GS - Grupo Solucao; GL - Grupo Lidocaina.

MPA - medicagéo pré-anestésica; ind - indug¢éo anestésica,; int - solu¢éo de tuméscencia;
inc - inicio da cirurgia; 5m - cinco minutos; 10m - dez minutos; pés - final da cirurgia.
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal,
2015.
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Os valores fisiologicos para pressao arterial média em coelhos variam de 70 a
103 mmHg (FLECKNELL, 1993). ApOs a analise estatistica dos dados, observou-se
diferenca significativa, referente a presséo arterial média (Figura 12), entre GC e GL
(p=0,026). O fato da presséo arterial média ser maior no GL quando comparado ao
GC sugere que nos animais em que se empregou a técnica de anestesia por
tumescéncia com lidocaina ocorreu menor hipotensdo durante o procedimento
cirdrgico, consequéncia de um menor consumo de anestésico inalatério em razéo
de menor dor trans-operatéria, quando comparado aos animais na qual se
empregou exclusivamente anestesia inalatéria com isoflurano. A diferenca
significativa  referente a pressdo arterial média, encontrada entre 0s grupos,
corrobora com a diferenca significativa encontrada na frequéncia cardiaca, que se
mantém mais baixa como reflexo de uma pressao arterial média mais alta.

O pressuposto de que a pressao arterial média € maior no GL, consequéncia
de um possivel consumo menor de isoflurano foi confirmado apds a analise
estatistica dos dados. Houve diferenca significativa na concentracdo expirada de
isoflurano (Figura 13) entre GC e GL (p=0,02). Os resultados encontrados no
presente estudo estdo em conformidade com a literatura pesquisada. Guirro, Cunha
e Thomas (2013) encontraram redugdo no consumo de isoflurano em cadelas
submetidas a mastectomia quando a anestesia geral esteve associada ao uso de
anestesia por tumescéncia com lidocaina. Ademais, segundo Moens (2004), o
emprego de anestesia locorregional associada a anestesia geral permite uma
anestesia mais estavel, com menores doses de anestésico geral para se obter um
plano cirdrgico adequado, permitindo um plano cirdrgico mais superficial, com menor
depressao cardiovascular e respiratoria. Tal fato corrobora ao presente estudo, na
qual se verificou menor utilizacdo de anestésico geral inalatério nos animais em que

se associou a anestesia geral a anestesia por tumescéncia.
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Figura 12 Representacdo grafica dos resultados da pressdo arterial média em 7 momentos
diferentes, entre os periodos pré e trans-cirdrgicos, de coelhos submetidos a técnica de
fechamento de defeitos cutdneos em padrdo de figura geométrica.

GC - Grupo Controle; GS - Grupo Solucéo; GL - Grupo Lidocaina.

MPA - medicagdo pré-anestésica; ind - inducdo anestésica; int - solugdo de
tuméscencia; inc - inicio da cirurgia; 5m - cinco minutos; 10m - dez minutos; pos - final
da cirurgia.

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal,
2015.
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Figura13 Representacdo grafica dos resultados da concentracdo expirada de isoflurano em 7
momentos diferentes, entre os periodos pré e trans-cirdrgicos, de coelhos submetidos a
técnica de fechamento de defeitos cutdneos em padréo de figura geométrica.

GC - Grupo Controle; GS - Grupo Solucao; GL - Grupo Lidocaina.

MPA - medicacdo pré-anestésica; ind - inducdo anestésica; int - solugdo de
tuméscencia; inc - inicio da cirurgia; 5m - cinco minutos; 10m - dez minutos; pés - final
da cirurgia.

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal,
2015.
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3.4 Avaliacdo da anagesia pds-operatoria

O presente estudo utilizou a técnica de fechamento de defeitos cutdneos em
padrdo de figura geométrica como modelo cirdrgico para avaliacdo da analgesia
poOs-operatoria. Para a avaliagdo da influéncia da anestesia por tumescéncia com
lidocaina na analgesia foi utilizado a Escala Visual Analdgica e filamentos de von
Frey. Os testes foram realizados por dois avaliadores, sem conhecimento prévio dos
grupos e previamente treinados para a realizacdo dos dois testes.

Na avaliacdo da analgesia pela Escala Visual Analégica (Figura 14), nao
houve diferenca significativa de dor entre os grupos, bem como entre 0s momentos
avaliados e avaliadores (p>0,05). Em relacdo ao teste de filamento de von Frey
(Tabela 5) também ndo houve diferenca significativa de dor entre os grupos, bem
como entre os momentos (p>0,05). Ademais, em nenhum animal foi necessario
realizar a reaplicacdo de analgésico fora dos momentos propostos para a sua
realizacdo, nas primeiras 24 horas apés o procedimento cirdrgico, sugerindo que em

todos os grupos, o protocolo analgésico empregado foi efetivo.
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Figura 14 Representacdo grafica dos resultados da avaliacdo de dor utilizando a Escala Visual
Analdgica (VAS) no pds-operatdrio de coelhos submetidos a técnica de fechamento de
defeitos cutdneos em padrao de figura geométrica.

GC - Grupo Controle; GS - Grupo Solucao; GL - Grupo Lidocaina.
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal,
2015.
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Tabela 5 Distribuicdo do valor da forca em gramas, dos filamentos de von Frey, que causaram
resposta aversiva ao teste, 1 cm da ferida cirdrgica, em coelhos submetidos a
procedimento cirdrgico de reconstrucao.

GC
ANIMAL 2h 8h 12h 24h
1 X X 5,495 5,495
2 X X 281,838 15,136
3 X 281,838 X X
4 X X X X
5 X X X X
6 X X X X
7 X X X X
8 X X X X
9 X X X X
GS
ANIMAL 2h 8h 12h 24h
10 281,838 125,892 125,892 X
11 X X X X
12 X X X X
13 X X X X
14 X X X X
15 X X X X
16 X X X X
17 X X X X
18 X X X X
GL
ANIMAL 2h 8h 12h 24h
19 X X 281,838 5,495
20 X X X X
21 X 281,838 X X
22 X X X X
23 X X X X
24 X X X X
25 X X X X
26 X X X X
27 X X X X

GC - Grupo Controle; GS - Grupo Solucdo; GL - Grupo Lidocaina. Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus de Jaboticabal, 2015.

O teste de filamentos de von Frey caracteriza-se por ser um teste objetivo que

permite auferir a sensibilidade cutanea. Ja a Escala Visual AnalOgica caracteriza-se
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por ser um sistema de pontuagdo semiobjetivo com a finalidade de quantificar
intensidades de dor. Apesar de serem testes que apresentam metodologias
totalmente diferentes, os resultados encontrados foram semelhantes, jA que em
nenhum teste ocorreu diferencas significativas entre os grupos, sendo que os dois
foram adequados para avaliar a analgesia, nas condicdes em que se realizou o
presente estudo. Em estudo anterior, Pohl et al. (2011) concluiu que os filamentos
de von Frey foram pouco efetivos na avaliacdo da dor pds-operatéria de cadelas
submetidas a ovariohisterectomia enquanto que a Escala Visual Analogica foi
considerada a melhor maneira para se avaliar a dor. O mesmo autor justifica essas
diferencas em virtude da ovariohisterectomia ndo promover apenas dor superficial,
ndo sendo portanto adequada a avaliacdo pelos filamento de von Frey.
Diferentemente do trabalho de Pohl et al. (2011), o presente estudo envolve apenas
a presenca de dor superficial, mostrando-se adequado tanto para avaliacdo pela
Escala Visual Analégica quanto pelos filamentos de von Frey, justificando os
resultados obtidos em ambos os testes serem semelhantes.

Segundo Luna (2008) é necessario saber reconhecer a dor para poder
preveni-la e tratd-la. Dessa forma, conhecendo-se as alteracbes comportamentais
apresentadas pela espécie em estudo e treinando os avaliadores, para que estes
saibam reconhecé-las e identifica-las, assegura que a avaliacdo através da Escala
Visual Analdgica seja adequada para a avaliacao de dor pés-operatdria, assim como
os filamentos de von Frey podem ser considerados adequados, em virtude do
procedimento cirargico empregado envolver apenas dor superficial.

Resultados contrarios aos observados no estudo em tela foram encontrados
por Guirro, Cunha e Thomas (2013), em cadelas submetidas a procedimento de
mastectomia bilateral. Utilizando o método da Escala Visual Analdgica, os autores
observaram diferencas significativas de dor entre cadelas submetidas a anestesia
por tumescéncia com lidocaina quando comparada as que néo foram submetidas a
anestesia tumescente. Os resultados diferentes entre o trabalho de Guirro, Cunha e
Thomas (2013) e o presente estudo podem ser justificados pelas diferentes técnicas
cirdrgicas empregadas como modelo cirdrgico para avaliacdo da analgesia. No
trabalho de Guirro, Cunha e Thomas (2013) empregou-se mastectomia bilateral

enquanto que no presente estudo utilizou-se a técnica de fechamento de defeitos
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cutdneos em padrdo de figura geométrica. Segundo Gakiya et al. (2011), a
mastectomia radical é invasiva e extensiva resultando em processo algico moderado
e intenso. Dessa forma, a cirurgia empregada por Guirro, Cunha e Thomas (2013)
causa mais dor pés-operatéria quando comparada a cirurgia empregada no presente
estudo, que envolve apenas dor superficial, possibilitando assim evidenciar a agao
da anestesia por tumescéncia no controle da dor no trabalho desses autores, o que
nao ocorreu no presente estudo. Além disso, sugere-se que o protocolo analgésico
empregado no atual trabalho, em todos os animais, foi adequado no controle da dor
pés-operatoria, ndo sendo necessario o uso da anestesia por tumescéncia para
maior analgesia.

Rosaeg et al. (1998) também relatam diferencas significativas em mulheres
submetidas a reducdo de mama, na qual verificou-se, por Escala Visual Analdgica,
reducdo da dor pos-operatlria, nas pacientes em que se empregou anestesia por
tumescéncia com lidocaina. Tais diferencas também podem ser justificadas pelo fato
de que os procedimentos cirdrgicos estudados pelos outros autores provocam mais
dor no pés-operatério quando comparado ao procedimento cirargico empregado no

atual trabalho, o que pode evidenciar a acao da anestesia por tumescéncia.

4. Conclusdes

Conclui-se que ndo ha diferenca significativa na analgesia pds-operatéria,
entre a anestesia geral inalatéria quando comparada a sua associacdo com
anestesia por tumescéncia com lidocaina, em coelhos submetidos a técnica de
fechamento de defeitos cutdaneos em padrdo de figura geométrica. No entanto, seu
emprego oferece beneficios como a redugcdo do consumo de anestésico inalatorio,
permitindo a realizacdo do procedimento cirirgico em plano anestésico adequado,
estabilidade das frequéncias cardiaca e respiratdria, além de menor hipotensdo
durante o procedimento cirargico. Ademais, a anestesia por tumescéncia com
lidocaina nao influencia o processo de cicatrizagdo, demonstrando que a técnica nao

prejudica a reparacao tecidual apos a cirurgia.
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Apéndice A

Critérios para a avaliacdo macroscopica da ferida cirargica dos animais submetidos ao
procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de

Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2015.

Exsudato - foi classificado como ausente, quando nao se evidenciou nenhuma secre¢cdo na
ferida cirdrgica; discreto quando observou-se secrecdo no curativo e ao redor da ferida
cirdrgica; moderado quando aproximadamente 50% da ferida cirlrgica apresentava secrecao;
intenso quando toda a &rea da ferida cirdrgica apresentava-se com secrecao.

Coloracdo - foi classificada esbranquicada quando aproximadamente 70% da ferida
apresentava-se palida; rosea quando aproximadamente 70% da ferida apresentava coloragéo
semelhante ao tecido integro; avermelhada quando aproximadamente 70% da ferida
apresentava coloracdo vermelha intensa semelhante a inflamacao; enegrecida quando
aproximadamente 70% da ferida apresentava coloracdo escura.

Edema - classificou-se como ausente quando n&o foi observado nenhuma tumefacéao do tecido
adjacente a area da ferida; discreto quando observou-se tumefagdo pontual proveniente de
liguido intersticial; moderado quando observou-se que aproximadamente 50% da ferida
apresentava areas de tumefacdo; intenso quando observou-se tumefacao por toda extensdo da
ferida.

Aspecto cosmético — classificou-se como excelente quando a ferida cirlrgica apresentava-se
com coloracdo résea, com auséncia de crosta, edema e exsudato; bom quando a ferida
apresentava-se com coloracdo r0sea, presenca de crostas na borda, auséncia de edema e
exsudato; regular quando a ferida apresentava-se com coloracdo palida, presenca de crostas
em aproximadamente 50% da &rea da ferida cirurgica, edema discreto e exsudato discreto;
ruim quando a ferida apresentava-se com coloragéo enegrecida, presenca de crostas em toda
area da ferida cirargica, edema e exsudato moderado.

(Adaptado de Paim et al., 2002)
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Apéndice B

Critérios para avaliar a intensidade dos achados histologicos dos animais submetidos
ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de

Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2015.

Proliferacdo 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 0s 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 foram
visibilizadas no campo 0ptico; 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,
quando as células foram evidenciadas com grande frequéncia, constituindo agregados densos e
justapostos, sem areas livres de infiltrados.

Células polimorfonucleares — foram classificadas em ausentes, quando néo 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 ndo 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 acentuada, 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 visibilizacdo do deposito
de fibras colagenas; discreta, quando a deposi¢cdo de fibras colagenas foram em pequena
gquantidade, caracterizadas por fibras depositadas em meio aos fibroblastos proliferados; moderada
guando a deposicado de colageno formou feixes de fibras eosinofilicas, espessas, intercaladas com
areas de tecido conjuntivo frouxo e fibroblastos proliferados; e acentuada, quando houve grande
deposicao de fibras coldgenas, 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 ndo houve epitélio visibilizado no campo
Optico; discreta quando o epitélio comecou 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.

(Adaptado de Garros et al., 2006)




Apéndice C

Sequéncia da técnica de hematoxilina e eosina (HE):

. Desparafinar, hidratar e lavar

. Corar pela Hematoxilina - 3 minutos

. Lavar em agua corrente

. Diferenciar numa solucao de alcool a 70% mais acido cloridrico - 1/2 mergulhos
. Lavar em agua corrente

. Corar pela Eosina - 2 minutos

. Lavar rapidamente em agua corrente

. Desidratar em uma série de 3 alcoois a 100% (passagens rapidas)

© 00 N O O W N P

. Xilol e montar
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Apéndice D

Revestimento de laminas com APES:

1. Colocar as laminas em acetona durante 5 minutos

2. Secar ao ar durante 10 minutos

3. Colocar na solucéo de trabalho APES (2% de 3-aminopropyl_triethoxysilane em
acetona) durante 30 minutos

4. Lavar em agua corrente durante 15 minutos

5. Lavar em agua destilada

6. Secar na estufa a 37°C



