Pesq. Vet. Bras. 36(2):108-118, fevereiro 2016
DOI: 10.1590/S0100-736X2016000200008

Utilizacao de plasma rico em plaquetas para estimulacao da
angiogénese em flape de padrao axial toracodorsal em coelhos
(Oryctolagus cuniculus)?!

Josiane M. Pazzini?*, Andrigo B. De Nardi? Rafael R. Huppes? Ana P. Gering?, Marilia
G.PA. Ferreira?, Camila P.B, Silveira?, Mayara C. Luzzi? e Jodo A. Oliveira3

ABSTRACT.- Pazzini ].M., De Nardi A.B., Huppes R.R,, Gering A.P, Ferreira M.G.PA,, Silveira
C.P.B., Luzzi M.C. & Oliveira ].A. 2016. [Use of platelet rich plasma to stimulate angiogen-
esis in the thoracodorsal axial pattern flap in rabbits (Oryctolagus cuniculus).] Utiliza-
¢do de plasma rico em plaquetas para estimula¢io da angiogénese em flape de padrio axial
toracodorsal em coelhos (Oryctolagus cuniculus). Pesquisa Veterindria Brasileira 36(2):108-
118. Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Vete-
rinarias, Universidade Estadual Paulista, Campus Jaboticabal, Via de Acesso Paulo Donatto
Castellane s/n, Jaboticabal, SP 14884.900, Brazil, E-mail: josipazzini@hotmail.com

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

healing process.

INDEX TERMS: Reconstructive surgery, thoracodorsal axial pattern flap, wound, revascularization,

cicatrization, PRP, rabbit.

RESUMO.- Feridas de grandes extensdes, com perda da
viabilidade tecidual e retardo na cicatrizagao por segunda
intencdo sdo casos que se faz necessario o emprego de téc-
nicas cirdrgicas reconstrutivas. O plasmarico em plaquetas
(PRP) é um produto com maior concentragdo plaquetaria,
adjuvante no processo cicatricial de cirurgias reconstruti-
vas, auxiliando nos processos de hemostasia e estimulacao
da angiogénese. Dessa forma, delineou-se um estudo a fim
de avaliar a eficacia do uso do gel produzido a partir do
plasmarico em plaquetas (PRP) em flapes de avanco de pa-
drao axial toracodorsal em coelhos, para avaliar a possibi-
lidade de favorecer a integragio do retalho no leito recep-
tor. Utilizaram-se 30 coelhos da raga Nova Zelandia branco,
separados em dois grupos de 15 animais, compreenden-
do os grupos plasma rico em plaquetas (GPRP), na qual
empregou-se o gel antes da sintese da ferida cirurgica, e
controle (GC), na qual utilizou-se apenas solugao fisioldgi-
ca. Para obtencdo do PRP, coletou-se sangue dos animais, e
determinou-se a contagem plaquetaria antes da prepara-
¢do do gel. No inicio e término do experimento os animais
foram pesados para posterior analise de ganho peso mé-
dio. Apds o procedimento cirdargico iniciou-se as avaliagdes
macroscopicas no 32, 72 e 142 dia, e avaliou-se presenca ou
auséncia de exsudato, integridade da pele, edema, rubor e
necrose. Apos esta etapa, coletou-se o material da ferida ci-
rurgica para confec¢io das laminas histolégicas e posterior
avaliacdo microscépica. Avaliou-se a proliferacdo vascular,
presenca de células mononucleares e polimorfonucleares,
proliferacao fibroblastica, colagenizacdo, reepitelizagdo e
hemorragia. Os dados obtidos foram submetidos a anali-
se estatistica (Teste t Student, t emparalhado, e Kruskall
Walis, sendo p<0,05). O ganho de peso médio nao foi sig-
nificativo entre os grupos; a concentracdo plaquetaria da
amostra final do PRP foi significativamente maior quando
comparada com a inicial; exsudato e necrose foram signi-
ficativamente maior no grupo controle quando comparado
ao grupo PRP; proliferacdo vascular e reepitelizacdo foram
significativamente maior no grupo PRP, enquanto que a
presenca de mononucleares, polimorfonucleares, prolife-
racdo de fibroblastos, colagenizacdo e hemorragia nao fo-
ram significativas entre os grupos. Obteve-se no terceiro
dia, diferenca significativamente maior quanto a variavel
exsudato no grupo controle quando comparado ao grupo
PRP, no sétimo dia exsudato e rubor foram significativa-
mente maior no grupo controle, e ao décimo quarto dia
exsudato e integridade da pele foram significativamente
maior no grupo controle. Os resultados obtidos neste es-
tudo evidenciaram que a utiliza¢cdo do plasma rico em pla-
quetas na forma de gel em cirurgia reconstrutiva foi capaz
de estimular a angiogénese na ferida favorecendo o pro-
cesso de cicatrizacao.

TERMOS DE INDEXAGAO: Cirurgia reconstrutiva, flape de padrio
axial toracodorsal, ferida, neo-vascularizagao, cicatriza¢do, PRP,
coelho.

INTRODUCAO

Segundo Pavletic (2007), o conhecimento anatémico da
pele é fundamental no momento da aplicagao de técnicas
cirurgicas reconstrutivas. Entretanto, em cdes e gatos, a
escolha pelo emprego de flapes cutaneos é dificultada,
pois muitas vezes a neovascularizacdo apresenta-se com-
prometida ap6s a realizacido do procedimento cirtirgico. £
importante ressaltar que a aplicagdo da mesma técnica em
humanos apresenta resultados satisfatorios, devido a con-
formacdo anatomica dos vasos musculo cutaneos desliza-
rem-se perpendicularmente a superficie da pele e encon-
trarem-se em maior quantidade quando comparado com
cdes e gatos. Dessa forma, a grande vantagem de se empre-
gar os flapes cutaneos é devido ao fato deles permitirem a
cobertura imediata da regido afetada e reduzirem o tempo
de cicatrizacdo do tecido, proporcionando ao paciente me-
lhores resultados estéticos e funcionais (Hedlund 2005).

As feridas de grandes extensdes provocadas por trau-
mas, anormalidades congénitas e neoplasias, que apre-
sentam a perda da viabilidade dos tecidos e demoram a
cicatrizarem por segunda inten¢do, sdo casos onde se faz
necessario o emprego de técnicas cirurgicas reconstruti-
vas. Entretanto, o sucesso da técnica ird depender da exten-
sdo da lesdo e a quantidade de estruturas comprometidas
(Slatter 2007, Pavletic 2010).

Em muitos estudos, o plasma rico em plaquetas (PRP) é
tido como produto adjuvante no processo cicatricial de ci-
rurgias reconstrutivas, devido ao seu potencial auxilio nos
processos de hemostasia e estimulacido da formacdo de no-
vos vasos sanguineos (Nunes Filho et al. 2007, Vendramin
etal. 2010).

O PRP ¢ obtido por meio da centrifugacdo do sangue
autégeno, que resulta em maior concentracdo de plaque-
tas em menor volume de plasma (Pagliosa & Alves 2007,
Sommeling et al. 2013). A comprovacdo da eficacia do uso
do plasma rico em plaquetas ja foi demostrada em varios
estudos (Bauer et al. 2009, Silva et al. 2011, Vendruscolo
et al. 2012, Garcez et al. 2013) e ainda pesquisadores bus-
cam o conhecimento da eficacia dos efeitos biolégicos do
PRP quando aplicado em tecidos moles, osso e tegumento
(Anitua 1999).

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

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos cirurgicos deste estudo foram realizados no
Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Campus de Jaboticabal. As laminas destinadas a
analise histoldgicas foram confeccionadas no Laboratério VetPat
em Campinas, SP. O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulis-
ta (Unesp), Campus de Jaboticabal*.

0 modelo experimental utilizado para realizagio das cirurgias
reconstrutivas foi o coelho (Oryctolagus cuniculus). Foram utiliza-
dos 30 coelhos da raga Nova Zeldndia Branco, com a aproximada-
mente 170 dias de idade, fémeas e peso médio de 3,45 kg, prove-
nientes de produtor especializado na criagio da espécie. Os coelhos
foram mantidos no biotério do Curso de Pés-graduacgdo em Cirurgia
Veterindria, em gaiolas individuais com dimensdes de 80x50x35cm,
obedecendo-se os principios éticos em experimentagdo animal
preconizados pelo Conselho Nacional de Experimentacdo Animal
(CONCEA). Foi fornecido durante todo o experimento aos animais
ragdo comercial® propria para a espécie e agua ad libitum.

Durante o periodo experimental os animais foram pesados no
12 e no 142 dia, para avaliar a diferenca relacionada ao ganho de
peso médio dos animais de cada grupo, a fim de verificar se o pro-
cedimento cirurgico provocaria resposta organica ao trauma que
repercutisse no estado geral dos animais.

Os animais foram separados em dois grupos de 15 animais
cada, compreendendo os grupos plasma rico em plaquetas (GPRP)
e controle (GC). Em todos os animais foram realizados flapes de
avango de padrdo axial toracodorsal, sendo que no GPRP empre-
gou-se o gel de plasma rico em plaquetas antes da sintese da ferida
cirdrgica, e no GC, apenas foi utilizado solugéo fisiologica®.

Nao foi necessario submeter os animais ao jejum alimentar e
hidrico. O protocolo anestésico consistiu em Cloridrato de Clor-
promazina’, na dose de 0,5mg/kg, e Morfina®, na dose de 0,5mg/
kg, diluidos na mesma seringa, por via intramuscular (IM) como
medicacdo pré-anestésica. Apds sedagdo, foram coletadas amos-
tras de sangue dos 30 coelhos submetidos ao procedimento ci-
rargico. As amostras de sangue do GC ndo foram submetidas ao
preparo de PRP, apenas coletadas para nido haver diferencas en-
tres os grupos quanto ao volume de sangue corpéreo. Realizou-
-se tricotomia da regido cervical para acesso das veias jugulares,
e procedeu-se antissepsia com clorexidine e solucdo de alcool a
90%. Os animais foram posicionados em dectbito esternal com o
pescoco em extensdo dorsal maxima para permitir a visualizacdo
adequada das veias jugulares. Procedeu-se venopuncgdo e coleta
de 8mL de sangue, acondicionada em trés tubos estéreis, dois com
capacidade de 3,6mL contendo citrato de s6dio® (anticoagulante)
destinados a preparagdo do PRP, e um terceiro tubo com capacida-
de de 1mL contendo EDTA (anticoagulante) foi preenchido com
0,8ml de sangue o qual foi destinado a contagem de plaquetas.
Apds determinar em maquina automatica'! a contagem plaqueta-
ria dentro dos parametros fisiolégicos para a espécie, deu-se ini-
cio a preparagao do PRP por outro integrante da equipe, enquanto
o procedimento cirtrgico foi realizado.

O frasco com citrato de sédio foi empregado na produgio do
plasma rico em plaquetas (PRP) pelo protocolo de dupla centrifu-
gacdo em centrifuga laboratorial comum?' conforme descrito por
Morato (2013). Os tubos foram centrifugados com tampa fechada,
a 1600 rotagdes por minuto (rpm) durante 10 minutos, resultan-
do na separacdo de hemdcias e plasma contendo leucdcitos e pla-
quetas. Em capela de fluxo laminar®?, os tubos eram destampados

Pesq. Vet. Bras. 36(2):108-118, fevereiro 2016

para que o plasma fosse pipetado e transferido para outro tubo
estéril. O plasma era novamente centrifugado a 2000 rotagdes por
minuto (RPM) por 10 minutos, resultando em duas partes de plas-
ma: a superior, consistindo o plasma pobre em plaquetas (PPP) e
a parte inferior, um botdo plaquetario. O PPP foi descartado de
modo que permanecesse apenas 1ml de PPP e botdo plaquetario.
Esse material foi levemente agitado para promover a ressuspen-
sdo das plaquetas, resultando assim na produg¢do do plasma rico
em plaquetas (PRP).

Ao término do processo de enriquecimento do plasma, a con-
tagem da concentracdo de plaquetas foi realizada em maquina
automadtica®, a partir de uma aliquota de 80pL da amostra do PRP.
Ao término da contagem das plaquetas na amostra, com auxilio
de seringa de 1mL, o PRP dentro do tubo estéril foi ativado por
meio da adi¢cdo de 0,3mL de gluconato de calcio'*, no momento de
sua utilizacdo terapéutica, adquirindo assim, propriedades seme-
lhantes a um gel, estando dessa forma, pronto para ser utilizado.

Em seguida, a coleta do sangue, realizou-se ampla tricotomia
da face lateral esquerda do térax e membro toracico ipisilateral.
Apés o término da tricotomia realizou-se venopuncgdo da veia
auricular dos pacientes com cateter 24 para fluidoterapia de
manuteng¢io com solugdo de ringer lactato'¢, e procedeu-se indu-
¢do anestésica com propofol'’, na dose de 10mg/kg. Na sequén-
cia procedeu-se intubacdo orotraqueal com sonda de Magill de
3,0mm de didmetro, conectada ao aparelho de anestesia para for-
necimento fluxo total de 1L/min de oxigénio a 100% por meio de
circuito anestésico sem reinalacdo de gases'®. Foi realizada anes-
tesia geral inalatdria com isofluorano?®, na dose de 3%, diluido em
100% oxigénio.

Para arealizacdo da ferida dermoepidérmica e demarcacdo do
segmento de pele a ser retirado em regido de cotovelo esquerdo,
foi utilizada caneta cirtrgica®® (Fig.1A) e régua estéril para criar
uma lesdo de 4 cm de comprimento por 4 cm de largura, no for-
mato de um quadrado. Com o auxilio de uma lamina de bisturi
n°152! foi excisado o fragmento cutdneo de 16 cm?, 1 cm acima e 3
cm abaixo da extremidade do olecrano (Fig.1B).

Logo apds a realizagdo da lesdo do cotovelo, o procedimento
de cirurgia reconstrutiva foi realizado, confeccionou-se o flape de
padrio axial toracodorsal com caneta cirtrgica (Fig.1B), com o pa-
ciente em decubito lateral, e o membro toracico em extensao, per-
pendicular ao tronco. O flape foi criado por ampla incisdo cutanea

* Protocolo no. 028406/12.

5 Nature multivida coelho, Socil - Sgh Ind. e Com. Ltda, Descalvado, SP.

¢ Fisiologico 0,9%, JP Inddstria Farmacéutica S.A., Ribeirdo Preto, SP.

7 Clorpromazina®, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos, Itapira, SP.

8 Dimorf, Cristélia, Itapira, SP.

9 Tubo BD vacutaneir® citrato de sédio, BD, Sao Paulo, SP.

12 Tubo pediatrico BD vacutaneir® EDTA, BD, Sao Paul, SP.

1 Poch, 100iV Diff, Médica Comércio Representa¢des e Importacdes
Ltda, Recife, PAE.

12 Modelo 206 I centrifuge/Fanem®, Sao Paulo, SP.

13 Vecoflow Ltda, Modelo bio 12, Campinas, SP.

1 Gluconato de calcio 100mg/ml/Hipolabor, Sabara, MG.

15 Cateter BD Angiocath 24 - Becton, Dickinson Inddstria Cirargica Ltda,
Juiz de Fora, MG.

16 Riger lactato, JP Industria Farmacéutica S.A, Ribeirdo Preto, SP.

17 Diprivan, zeneca Farmacéutica do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP.

8 Ohmeda. mod. Excel 210SE, Datex Ohmeda, Miami, EUA (Processo FA-
PESP 97/10668-4).

¥ Isoflurine, Cristalia, Itapira, SP.

20 Skins, T Surgical Skin Marker, Batrik Medical Manufacturing Inc., Que-
bec, Canada.

21 LAmina de bisturi N15, Solidor, Sdo Paulo, SP.
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Fig.1. Esquema ilustrativo da diérese do procedimento cirtirgico de reconstrucgio realizado no Hospital Veterinario da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013. (A) Demarcagdo do segmento de pele a ser retirado
confeccionado com auxilio de caneta cirtirgica e régua estéril (seta). (B) Criagdo da lesdo com 4cm?, no formato de um quadrado,
com 1 cm acima e 3 cm abaixo da extremidade do olecrano (seta azul); confec¢do do flape de padrao axial toracodorsal com caneta
cirurgica (seta roxa); localizagdo da artéria e veia toracodorsal (asterisco) caudal a articulacdo escapulo-umeral (seta verde). (C) Fi-
nalizacdo da marcacgdo do flape formando um “L’ invertido no térax do lado esquerdo. (D) Suspensao do flape para iniciar a confecgio
do tubo de comunicagio. (E) Presenca da artéria e veia toracodorsal junto ao retalho criado (seta). (F) Mobilizacdo do retalho com
sua porgdo caudal (seta azul) até a porgdo distal (seta roxa) da ferida no cotovelo (asterisco).

em “L” invertido, com limites determinados de acordo com as refe-
réncias anatomicas descrita na literatura (Fossum, 2007) e confor-
me a espécie, as quais foram previamente palpadas e demarcadas
na pele do paciente com caneta cirdrgica. Para tal, foi estimada a
localizagdo da artéria e veia toracodorsal (Fig.1B) imediatamente
caudal a articulag¢do escapulo-umeral (Fig.1B). A partir deste pon-
to, seguindo em sentido dorsal, realizou-se duas incisées paralelas
entre si: a primeira, 3 cm abaixo do processo espinhoso da coluna
vertebral, iniciando sobre a espinha da escapula, estendendo-se 8
cm pararela a linha média dorsal, e a segunda iniciada 4 cm caudal
a articulacdo do ombro e finalizada 7cm caudal a lateral do térax
(Fig.1C). O flape foi finalizado formando um “L” invertido, e o limite
considerado para profundidade da incisdo, o qual determinou a es-
pessura do flape, foi 0o musculo cutaneo do tronco. Suspendeu-se o
flape para iniciar a confecgdo do tubo de comunicagdo (Fig.1D), era
possivel observar a presenga da artéria e veia toracodorsal junto ao
retalho criado (Fig.1E). O flape foi entdo mobilizado com sua por-
¢do caudal até a porgdo distal da ferida no cotovelo (Fig.1F) e aco-
modado de modo que se pudesse cobrir completamente a solu¢do
de continuidade oriunda da lesdo induzida no cotovelo (Fig.2A).

Para realizacdo da sintese cirurgica das bordas da ferida a do
flape no leito receptor utilizou-se nailon 4-0%, em padrio simples
separado. Nao foi realizado suturas subcutaneas. O tubo de comu-
nica¢do constituido da artéria e veia toracodorsal que interligava
o leito doador com o leito receptor foi aproximado entre si com
padrdo de sutura simples separado utilizando nailon 4-0 (Fig.2B).
A ferida do leito doador no térax foi submetida a reducio de es-
paco morto com fio absorvivel sintético monofilamentar poligle-
caprone 4.0% (Fig.2C) e dermorrafia com nailon 4-07, em padrio
de sutura Wolf (Fig.2D).

22 Nylon monofilamentar, Point Suture do Brasil Industria de Fios Cirtr-
gicos Ltda, Fortaleza, CE.
23 Caprofyl, ETHICON™ Johnson & Johnson , Sdo José dos Campos, SP.

Fig.2. Esquema ilustrativo da sintese do procedimento cirtrgico
de reconstrucdo realizado no Hospital Veterinario da Faculda-
de de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Cam-
pus de Jaboticabal, 2013. (A) Acomodacao do flape para o re-
cobrimento da solugio de continuidade no cotovelo (seta). (B)
Confecgdo do tubo de comunicagdo do leito doador com o leito
receptor (seta). (C) Redugao de espago morto do leito doador
com fio absorvivel sintético monofilamentar poliglecaprone
4.0 em padrdo “walking suture” (seta). (D) Sintese da ferida
cirirgica com fio inabsorvivel nailon 4.0, em padrao simples
separado, no leito receptor (seta) e leito doador com padrdo
Wolf e com fio inabsorvivel nailon 4.0 (asterico).
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Fig.3. Imagem fotografica da aplicagdo do gel de plasma rico em plaquetas em coelhos,
confeccionado no Laboratério de Patologia Clinica do Curso de Pés-Graduagdo em ci-
rurgia Veterindria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp,
Campus de Jaboticabal, 2013. (A) Gel de plasma rico em plaquetas (seta). (B) Aplica-
¢do do plasma rico em plaquetas (seta) na ferida cirtrgica antes da sintese completa.

O gel de plasma rico em plaquetas autélogo (0,7mL de PRP)
(Fig.3A) foi colocado no GPRP antes da sintese da lesdo no cotove-
lo com auxilio do cabo de bisturi?* e distribuido de maneira homo-
génea entre o subcutaneo do leito doador e o subcutaneo do leito
receptor (Fig.3B), e os animais do GC receberam 0,7mL de solugdo
fisiolégica®. Apés aplicacdo das respectivas solucdes procedeu-se
a sintese da ferida cirtirgica.

Como protocolo de analgesia, os animais receberam Morfi-
na®® na dose de 0,5mg/kg, por via subcutinea, com intervalos de
12 horas, durante 7 dias, antibiético terapia com Enrofloxacina
10%?° na quantidade de 0,1mL/kg (diluido em 0,7mL de Solugio
fisiolégica), por via subcutanea, com intervalo de 24 horas, duran-
te 10 dias e anti-inflamatério Meloxicam?’ na dose de 0,1mg/kg,
por via subcutdnea, com intervalos de 24 horas, durante 3 dias.

Em todos os animais de ambos os grupos os curativos foram
realizados no pds-operatério imediato e trocados no 3¢, 72 e 142
dias, juntamente foram realizadas as avaliagdes macroscoépicas,
até a data da eutanasia. A limpeza e troca dos curativos eram con-
duzidas da seguinte maneira, limpeza da ferida com solucdo fisio-
l6gica (NaCl 0,9%%), remogio de exsudato quando necessario; co-
bertura com gaze?; fixacdo da gaze com atadura® e esparadrapo®’.

As avaliagdes macroscopicas da ferida consistiam em avaliar
a presenca ou auséncia de exsudato, integridade da pele, edema,
rubor e necrose. A presencga ou ndo de exsudato, para avaliar a
instalagdo de provavel processo inflamatdrio na ferida cirurgica,
foi avaliado e posteriormente graduado em: 0 auséncia de exsu-
dato, 1 discreta presencga, 2 moderada presenga e 3 intensa pre-
senca. A avaliacdo da integridade da pele consistia em graduar sua
coloragio, variando de 1 a 3, onde 1 representava pele rdsea, 2
hemorragia leve, e 3 hemorragia intensa. Para avaliagdo do edema
utilizou-se a graduacgdo de 0 a 3, sendo 0 auséncia de edema, 1
edema discreto, 2 edema moderado e 3 edema intenso. O rubor
da pele foi graduada em 1 e 2, sendo 1 ausente e 2 presente. E
para avalia¢do de necrose utilizou-se a graduagdo de 0 a 1, sendo
auséncia de necrose graduado em 0 e necrose presente 1.

No 152 dia de p6s-operatorio, os coelhos foram eutanasiados
para colheita de material da avaliacdo microscépica. A eutanasia
foi realizada com propofol, na dose de 10mg/kg, administrado por
via intravenosa, a fim de aprofundar o plano anestésico, ato con-
tinuo realizou-se a infusdo de cloreto de potassio, obedecendo-se
os principios éticos em experimentacdo animal preconizados pelo
Conselho Nacional de Experimentagdo Animal (CONCEA).
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Em seguida, as feridas foram excisadas com margem de 1 cm de
pele integra em torno da lesdo de 16cm?, e em relagdo a profundi-
dade a fascia muscular foi o limite. Dividiu-se o fragmento em trés
porgdes distintas, de aproximadamente 1,2cm cada uma, as quais
eram identificadas em: porc¢do distal, média e proximal para avaliar
histologicamente se houve diferenca significativa entre elas.

Identificou-se os fragmentos individualmente, fixando-os em
cartolina branca, e imersos em solucido de formol*! a 10%. Apos
48 horas a solucdo que as amostras encontravam-se imersas foi
substituida por alcool® a 70%, em seguida encaminhou-se o0 ma-
terial fixado em cartolina branca para o Laboratério de Patologia
Veterinaria VetPat®** em Campinas/SP para a confecgdo das lami-
nas e posterior avaliagdo histolégica.

As amostras foram processadas conforme a rotina convencio-
nal de processamento histolégico, com desidratagdo em dilui¢cdes
crescentes de alcoois e diafanizagdo em xilol*, para inclusdo em
blocos de parafina histolégica. Estes foram cortados em microéto-
mo, com espessura de 4 um e corados pelo método histoquimico
de rotina, pela hematoxilina e eosina (HE), para analise em mi-
croscopia dptica.

A andlise dos cortes histolégicos foi realizada pelo mesmo pa-
tologista sem o conhecimento prévio da identificacdo dos grupos.
A avaliacdo histolégica das laminas foi realizada em microscépio
Optico® no aumento de 400x. As fotomicrografias foram realiza-
das no programa Motic Images Plus 2.0. Os dados obtidos foram
classificados de acordo com a intensidade em que eram encon-
trados e transformados em variaveis quantitativas mediante atri-

24 Cabo de bisturi n4 - Brasmed Empresa Brasileira de Cirurgia Veteri-
naria Ltda, Paulinia, SP.

5 Dimorf, Cristalia, Itapira, SP.

26 Zelotril 10%, Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Sao Paulo, SP.

27 Maxicam, OuroFino Agronegdcios, Cravinhos, SP.

28 Gaze hidrofila estéril - Herika - América Medical Ltda, Curvelo, MG.

2% Atadura Cremer, Blumenau, SC.

30 Esparadrapo, Cremer, Blumenau, SC.

31 Formol tamponado 10%, Indaid Laboratério Farmacéutico Ltada, Do-
res do Indaia, MG.

32 Alcool etilico 70%, Emfal Especialidades Quimicas, Betim, MG.
3 Laboratorio de Patologia Veterinaria VetPat, Campinas, SP.

34 Xilol - Quimidrol, Joinville, SC.

35 Microscopio Nikon eclipse - E200.
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buicdo de indice para o achado histolégico, conforme preconizado
por Garros et al. (2006) e registrados em fichas individuais para
cada animal.

Os dados de PRP (concentracdo plaquetaria) foram analisa-
dos pelo teste t emparelhado com grau de significancia de 5%, e
também foram analisados descritivamente por meio de grafico
diferenciando as médias dos valores da contagem plaquetaria
pré e pos enriquecimento do plasma rico em plaquetas (PRP). A
comparacdo entre os grupos (GPRP e GC) em relacdo as variaveis
categoricas (exsudato, integridade da pele, edema, RUBOR, necro-
se, proliferacdo vascular, células mononucleares, células polimor-
fonucleares, proliferacdo de fibroblasto, colagenizacdo, reepiteli-
zacdo e hemorragia) foi realizado o teste de Kruskal-Wallis (ndo
paramétrico), sendo que para valores de p iguais ou inferiores a
0,05 as diferencas das medianas entre os grupos foram conside-
radas significativas. Para comparacdo entre os grupos GC e GPRP
em termos de ganho de peso utilizou-se o teste t de Student. Para
ambas as andlises foi utilizado o procedimento General Linear
Models (GLM) do programa computacional SAS (SAS 9.1, SAS Ins-
titute, Cary, NC, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas amostras de sangue dos coelhos do GPRP, a contagem
inicial de plaquetas apresentava-se dentro dos padrdes fi-
siolégicos para a espécie, variando de 290.000 a 678.000
plaquetas/puL. Obteve-se a partir de 7,2mL de amostra de
sangue total, um volume médio de PRP de 0,7mL, sendo
que a contagem média de plaquetas obtidas apés a centri-
fugacdo foi de 1.176.933 plaquetas/pL.

A contagem de plaquetas ap6s o processo de enrique-
cimento do PRP apresentou-se maior quando comparada
com a amostra inicial, com média de 1.176.933 plaquetas/
pL. Os dados obtidos neste ensaio sdo semelhantes aos re-
sultados encontrados por Silva et al. (2011), visto que em
seu estudo a contagem de plaquetas na amostra final, apds
a o enriquecimento do PRP, foi significativamente maior
quando comparado com a amostra de sangue inicial.

Entretanto, alguns autores relatam que a contagem
plaquetaria deve-se apresentar valores superiores a
1.000.000 plaquetas/pL (Del Carlo et al. 2009) embora ou-
tros autores obtiveram efeitos terapéuticos desejados com
concentracdes superiores a 300.000 plaquetas/pl (Carmo-
na et al. 2009, Del Carlo et al. 2009). Assim, os resultados
obtidos nesta pesquisa foram condizentes com Carmona et
al. (2009) e Del Carlo et al. (2009), em virtude da contagem
plaquetaria ter variado entre 470.000 a 4.420.000 plaque-
tas/uL no PRP final (desvio padrao = 980.546 plaquetas/
uL), e alcangou nessas concentragdes os efeitos terapéuti-
cos desejados.

O protocolo da dupla centrifugacdo foi capaz de pro-
mover uma média de concentragio plaquetaria trés vezes
maior em relacdo ao valor inicial da amostra (desvio padrao
= 980.546 plaquetas/pL). Na Figura 4 estdo apresentadas
as médias dos valores de contagem plaquetaria pré e pds
enriquecimento do plasma rico em plaquetas (PRP). Sendo
assim, a amostra final de PRP quando comparada com a ini-
cial foi significativamente maior no grupo PRP (p=0,006).

Nesta pesquisa, o protocolo de centrifugagio foi ade-
quado para obtencdo de PRP de boa qualidade, semelhante
ao descrito por Morato (2013), estudo este que utilizou o

Avaliacao do numero de plaquetas pré e pds
processo de enriquecimento
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Fig.4. Resultado da centrifugacdo para obtencdo do PRP em coe-
lhos submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva
no Hospital Veterindrio da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013,
capaz de promover uma média de concentracdo plaquetaria 3
vezes maior em relacdo ao valor inicial de sangue coletada nos
animais do GPRP (p=0,006).

gel de PRP em enxerto 6sseo em coelhos, obtido pelo mé-
todo de dupla centrifugacdo, com tempos e velocidades
semelhantes aos utilizados neste ensaio, proporcionou a
obtencao de bons resultados seguindo esse protocolo.

Em relagdo ao citrato de sédio, utilizado como anticoa-
gulante nesta pesquisa, obteve-se bons resultados quanto
ao preparo do PRP. Entretanto, sdo citados na literatura ou-
tros anticoagulantes como solugao de citrato de dextrose
(Lu et al. 2008) e heparina (Kasten et al. 2008). Nesta pes-
quisa, optou-se em utilizar citrato de sddio devido sua facil
obtencdo, e por adquiri-lo em tubos estéreis, diminuindo a
contaminag¢ido no momento da colheita. Vanat et al. (2012),
testando a modificacdo de técnica de preparo do plasma
rico em plaquetas em cdes também utilizaram tubos esté-
reis contendo citrato de sédio e obtiveram bons resultados
livre de contaminagdo.

Durante todo o periodo experimental os animais foram
acompanhados diariamente, ndo sendo observado incomo-
do, apatia, e anorexia em nenhum dos pacientes, e os pe-
sos foram avaliados no 12 e no 142 dia de avaliagdo. Nos
dois grupos, em relacdo ao peso dos coelhos entre o inicio
e o fim do experimento, ndo houve diferenca significativa
(p=0,66).

Em ambos os grupos, o peso dos animais entre o inicio
e o fim do experimento, manteve-se estavel, evidenciando
que os animais se alimentaram adequadamente e o proce-
dimento cirdrgico ndo provocou resposta organica ao trau-
ma que repercutisse no estado geral dos animais. Estes
achados foram semelhantes aos de Salgado et al. (2007),
ap6s os animais terem sido submetidos a procedimentos
cirirgicos reconstrutivos ndo apresentaram sinais de des-
conforto, anorexia e apatia, porém em relacdo ao peso dos
animais encontraram variacdo significativa entre o inicio e
o fim do experimento nos animais do grupo tratado em re-
lacdo ao controle, e ndo utilizaram nenhuma terapia medi-
camentosa. Embora neste ensaio ndo se tenha encontrado
diferenca significativa quanto ao ganho de peso, os animais
mantiveram-se bem, ndo apresentaram sinais de perda de
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Fig.5. Imagens fotograficas da lesdo do cotovelo de coelho (Oryctolagus cuniculus) mostrando as varidveis macros-
coOpicas exsudato com 14 dias que foram significativas entre os grupos (p<0,05) submetidos ao procedimento de
cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp,
Campus de Jaboticabal, 2013. (A) Presenca de exsudato (seta) no GC, presenca de pelos (asterisco) indicando
crescimento apds procedimento cirurgico. (B) Presenca de necrose (seta) no GC, presenca de pelos (asterisco)
indicando crescimento apds procedimento cirtrgico.

peso, tampouco outras complicagdes como anorexia e apa-
tia, e instituiu-se terapia medicamentosa (anti-inflamaté-
rio, analgésico e antibiético).

A avaliacdo do rubo, edema e integridade da pele, re-
lacionando os grupos GPRP e GC ndo foram significativas
(p=0,40; p=0,10; p=0,47 respectivamente). Entretanto, as
variaveis exsudato (Fig.5A) e necrose (Fig.5B) no GC fo-
ram significativamente maiores em relagdo ao GPRP, sendo
p=0,001 e p=0,02 nesta ordem.

No 32 dia, as avaligdes macroscdpicas de rubor, integri-
dade da pele, edema e necrose nao foram significativas en-
tre os grupos (p>0,05). Porém exsudato apresentou-se sig-
nificativamente maior no GC quando comparado com GPRP
(p=0,01). Nas avaliacdes do 72 dia, edema, integridade da
pele e necrose ndo foram significativos entre os grupos
(p>0,05). Entretanto, as variaveis exsudato e rubor apre-
sentaram diferenca significativa no GC (p=0,01 e p=0,02
respectivamente) quando comparado com o GPRP. Edema,
rubor e necrose no 14° dia de pds-operatério nio foram
significativas entre os grupos analisados (p>0,05). No en-
tanto, as variaveis integridade da pele (p=0,01) e exsuda-
to (p=0,01) foram significativas no grupo controle quando
comparado com o grupo PRP.

Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa quanto
as varfaveis macroscopicas, presenc¢a de edema nao foi sig-
nificativa entre os grupos, diferentemente dos resultados
encontrados por Bauer et al. (2009), que avaliaram os efei-
tos do plasma rico em plaquetas no processo de reparagao
de feridas dérmicas em ratos e encontraram 24 horas apds
o procedimento cirdrgico intensa presenca de edema no
grupo tratado e controle. Porém é importante saber que os
animais utiilizados em seu estudo ndo receberam nenhum
tipo de terapia medicamentosa.

Embora ndo tenha sido observado diferenca significa-
tiva neste ensaio quanto ao edema, o processo de repara-
¢do tecidual seguiu um curso similar ao longo dos periodos
observados em ambos os grupos. Nas feridas tratadas com
PRP, 0 edema foi mais expressivo nos trés primeiros dias e
menor no 142 dia de po6s operatério. Nas feridas tratadas
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com solucdo fisiologica o edema foi maior nas primeiras 24
horas e menor no 142 dia. A presen¢a de edema mais inten-
so no inicio do processo de reparagdo e menor no periodo
final de observagdo estdo condizentes com as descri¢coes de
Cotran et al. (1994) e Gregory (1999) que relataram a pre-
senca de edema em processo de cicatrizagao pode ser mais
intensa no inicio, acompanhando os sinais da inflamacao
(calor, rubor, dor, tumor) e ao final da cicatrizagido apresen-
ta-se em menor intensidade.

Quanto ao exsudato, essa alteracdo foi significativa-
mente maior no GC durante as trés avaliacdes. O exsudato
presente por periodo prolongado no GC foi devido a in-
flamagdo local. No GPRP, exsudato em menor intensidade
também foi encontrado, assim pode-se inferir que a aplica-
¢do do gel de PRP diminui a produgao de exsudato. Entre-
tanto os dados encontrados neste ensaio sao contrarios aos
de Vendramin et al. (2010), os quais estudaram a utilizacdo
de PRP autdlogo em enxertos cutaneos em coelhos e obser-
varam presenca significativa de exsutado relacionado com
maior reacdo inflamatéria no grupo com gel de PRP quan-
do comparado com grupo controle, justificando que melhor
cicatrizagdo nesse grupo ocorreu pela acdo potencializada
dos fenoménos decorrentes da fase de inflamagdo. Porém,
Swaim (1980), relata que os componentes relacionados
com a fase inflamatéria (macréfagos e neutrofilos) favore-
cem a cicatriza¢do pela acdo de enzimas proteoliticas capa-
zes de destruirem bactérias, tecidos necrotico e por serem
responsaveis pelo remodelamento da matriz extracelular,
e pela producgao de tecido de granulac¢do. Entretanto, se for
observado inflamagdo intensa, esse evento sera desfavo-
ravel para a cicatrizacdo devido a producdo de exsudato,
presenca de edema local e dor, fatores que causam compli-
cagdes pos cirurgicas como deiscéncia de sutura e retardo
da cicatrizagdo (Pavletic 2010).

O rubor esteve presente significativamente maior no 72
dia no GC. Os resultados encontrados quanto ao rubor fo-
ram relacionados diretamente com os sinais da inflamacao
(calor, rubor, tumor e dor) conforme descrito por Pavletic
(2010). Os resultados encontrados nesta pesquisa quanto
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a presenca de exsudato e rubor nio corroboram com Ven-
dramin et al. (2010), os quais em seu estudo utilizaram PRP
autélogo em enxertos cutaneos e a intensidade de exsudato
e rubor nos animais que receberam PRP foi maior quando
comparado com o grupo controle.

E importante ressaltar que todos os animais que foram
submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva
neste ensaio, receberam no pés-operatoério anti-inflamato-
rio, analgésicos e antibiéticos, e ainda assim, observou-se
presenca de reacdo inflamatéria local nos animais do GC.
Os resultados obtidos nesta pesquisa quanto a reagao in-
flamatoéria local e associacdo de medicagdo pos-cirurgicas
sdo contrarios aos resultados obtidos por Vendramin et al.
(2010) que encontraram presenca de reacdo inflamatoria
local e ndo associaram nenhum tipo de terapia medicamen-
tosa nos animais submetidos ao procedimento cirturgico. Ja
Morato (2013) em seu estudo avaliando a consolidagao de
enxertos 6sseos com PRP, instituiu analgésico (Cloritrato de
Tramadol) e antibidtico (Enrofloxacina 10%) nos animais
submetidos ao procedimento cirdrgico, e ndo obteve rea-
¢do inflamatoria local. Sendo assim, a utilizacdo de terapia
antiinflamatéria no pds operatério torna-se questionavel,
diferentes estudos utilizando o gel de PRP apresentaram
resultados opostos quanto ao uso de anti-inflamatorios,
porém de acordo com Fossum (2007) e Pavletic (2010) de-
ve-se instituir terapia com anti-inflamatério por no minimo
trés dias, antibi6ticoterapia de no minimo sete dias e anal-
gesia de no minimo de 5 dias. Dessa forma, nesta pesquisa,
a terapia medicamentosa instituida no pds operatério do
procedimento cirurgico foi conforme o preconizado pela
literatura (Fossum 2007, Pavletic 2010).

Visto que ambos os grupos foram submetidos ao mes-
mo procedimento cirdrgico, diferindo apenas pela aplica-
¢do do PRP e solugdo fisiolégica na ferida, e sabendo-se que
o flape era constituido de uma artéria e veia, poder-se-ia
esperar que complicagdes relacionadas com comprometi-
mento vascular fossem minimas, em virtude do leito recep-
tor possuir irrigacdo adequada, e suturas intradérmicas ou
no subcutaneo nio terem sido realizadas, a fim de reduzir
lesdo nos tecidos. No entanto, os resultados no grupo con-
trole foram significativamente maiores quanto a variavel
necrose (p=0,02), que pode ter ocorrido por situagdes ina-
dequadas de irrigacao sanguinea. Conforme citaram Pavle-
tic (1998) e Fowler (2004) retalhos cutdneos de padrao
axial incorporam uma artéria e uma veia cutanea direta, o
que proporciona irrigagdo sanguinea com area de sobre-
vida aproximadamente 50% maior que retalhos de plexos
subdérmicos em cdes, no entanto, alertam que utilizagio de
suturas intradérmicas e no subcutianeo podem predispor a
ocorréncia de necrose, em virtude de provocarem maior le-
sdo no tecido, prejudicando a irrigagdo local e angiogénese,
porém indicam que em casos que as suturas intradérmicas
ou subcutaneas sejam indispensaveis, a melhor op¢ao é a
aplicacdo de bandagem compressiva.

Outros autores citam que embora os flapes de padrao
axial sejam melhores por serem calibrosos, complica¢des
podem surgir, como drenagem de secre¢do purulenta da fe-
rida, deiscéncia parcial de sutura, necrose distal do retalho,
infeccoes e formacdo de seroma (Slatter 2007). Os resulta-

dos encontrados neste ensaio, quanto a variavel necrose,
indicam que o GC apresentou complicacdes provenientes
do comprometimento vascular do flape, visto que nenhum
dos animais apresentou deiscéncia de pontos, infeccdo e
formacdo de seroma. Também ndo se utilizou suturas no
subcutaneo que pudessem comprometer a irrigacdo local.
Sendo assim, pode-se inferir que a necrose esteve presente
em virtude de ndo ter ocorrido neo-angiogénese de manei-
ra adequada no grupo controle conforme descrito na litera-
tura (Fowler 2004, Pavletic 2010).

Quanto a coloragdo rosada nos flapes que receberam o
PRP caracteriza a presenca de elementos hematicos (he-
macias, leucocitos e plaquetas) nos vasos do leito receptor.
Atribui-se tais caracteristicas uso do gel de PRP sendo ca-
paz de favorecer a microcirculagdo local. Este achado cor-
robora as evidéncias de Vendramin et al. (2006) que rela-
tam uso do PRP em enxertos cutidneos em membro pélvico
de humanos sendo capaz de reduzir o tamanho da lesao,
promovendo maior quantidade de tecido de granulagao e
apresentando aspecto rosado da pele quando comparado
com pacientes que nao receberam o produto. Dessa for-
ma, pode-se presumir que a utilizagdo do PRP resultou em
melhor coloracdo neste grupo, relacionando assim com os
aspectos macroscépicos de integridade da pele, ou seja, a
pele ficou résea (100%) quando comparado com o grupo
controle (66%), no qual foi observada a presenca de he-
morragia discreta (20%) e hemorragia intensa (14%).

A avaliagdo histolégica da intensidade de proliferagdo
vascular foi significativamente maior (p=0,001) no GPRP
(Fig.6A), quando comparado com o GC (Fig.6B). A prolifera-
¢do vascular obteve indice de proliferagdo maior na por¢ao
distal relacionada com as demais por¢des. (p=0,01). O em-
prego do gel de plasma rico em plaquetas no subcutaneo do
leito receptor da ferida no GPRP proporcionou bons resul-
tados, quando comparado com a solugdo fisiolégica no GC,
indicando que a diferenca significativa encontrada quanto
a proliferacdo vascular esta relacionada com o uso do PRP,
sugerindo a capacidade deste composto de promover an-
giogénese no local de aplicacao.

Avaliando a intensa proliferacdo vascular nos animais
tratados com PRP pode-se correlacionar tal fato com os
fatores de crescimento presentes nas plaquetas, respon-
saveis em atuar na fase inicial da cicatrizacdo. Dentre os
inameros fatores de crescimento, o fator de crescimento de
endotélio vascular (VEGF) e fator de crescimento epitelial
(EGF) estimulam a angiogénese, mitogénese, permeabili-
dade vascular, e induzem crescimento de tecido epitelial
(Bolta 2007). Os resultados encontrados neste ensaio indi-
caram que a proliferacdo vascular ocorreu principalmente
pelos fatores presentes nas plaquetas, assim, promoveram
o suprimento de oxigénio e nutricdo da ferida, favorecendo
0 processo cicatricial.

A formacgdo de novos vasos parece ser substancialmente
favorecida pela aplicagdo do gel de PRP, o nimero relativa-
mente maior de elementos de pequeno e médio calibre é
observado no GPRP. Esse fato evidencia que o plasma rico
em plaquetas é capaz de estimular a proliferacdo vascular
no leito receptor da ferida e reduz as taxas de necrose por
aumentar a irrigacao local no leitor receptor, fazendo-se
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alusdo com os efeitos do PRP obtidos por Vendramin et al.
(2006) que testaram a aplicagdo do produto em enxertos
cutaneos, dsseos e na cicatrizacio de feridas, observando
diminui¢do no tamanho das feridas, bem como o desenvol-
vimento de um tecido de granulacao de melhor qualidade,
com uma vascularizagdo mais intensa.

Quanto a reacdo inflamatéria da ferida avaliou-se a
presenca das células mononucleares e polimorfonucleares
(macroéfagos e neutrdfilos), porém ndo foram observadas
diferencas significativas (p=0,65 e p=0,14, respectivamen-
te) entre os grupos experimentais. Em relacdo a reagdo
inflamatéria da ferida cirurgica, avaliou-se a presenca das
células mononucleares e polimorfonucleares (macréfagos
e neutroéfilos), porém ndo houve diferenca significativa en-
tre os grupos experimentais. Os resultados encontrados
neste ensaio sdo semelhantes ao obtidos por Vendramin et
al. (2010), que embora no seu estudo tenham utilizando o
plasma rico em plaquetas autdlogo em enxertos cutaneos
em coelhos, observaram presenca de infiltrado inflamato-
rio nos cortes histolégicos, porém as variaveis categoéricas
ndo demonstraram diferenca estatisticamente significativa.

Portanto, a presenca discreta de mononucleares e po-
limorfonucleares podem ser justificadas pelo tempo de
evolucdo da ferida (14 dias). Os resultados encontrados
neste ensaio foram semelhantes ao obtidos por Bauer et
al. (2009), que avaliando efeitos do plasma rico em plaque-
tas no processo de reparagdo de feridas dérmicas em ratos
encontrou 24 horas apés procedimento cirdrgico presenca
intensa de neutrofilos, e apds trés dias intensa presenca
de macréfagos, e apos sete dias nimero intenso de fibro-
blastos. Correlacionando os achados encontrados neste
ensaio com as fases da inflamacgao, sabe-se que logo apos
a ocorréncia da lesdo sdo recrutados polimorfonucleados
para realizarem fagocitose das bactérias, decomposicdo de
tecido necrético e promover a limpeza da ferida, em segui-
da, por meio de fatores quimiotaticos recrutam-se os ma-
crofagos, que atuam na remodelagdo da matriz extracelu-
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ig.6. Aspecto histolégico da Intensidade de prolif
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racdo vascular em coelhos (Oryctolagus cunicu-
lus). Fotomicrografia dptica da porgio distal derme de animais do GPRP e GC submetidos ao pro-
cedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013. Derme superficial (asterisco) dos
animais do GC e GPRP apo6s 15 dias da aplicagdo da solugio fisiologica e Gel de PRP. (A) Notar
presenca acentuada de neovascularizagdo em A no GPRP, aumento de 200x. (B) Notar presenca
discreta de neovascularizagdo em A no GC. Colora¢do HE, aumento de 400x.

lar, e também liberam substincias vasoativas e fatores de
crescimento para auxiliar nas fases subsequentes da infla-
macdo (Rodrigues et al. 2001, Candido 2007, Slatter 2007).
0 estudo histoldgico comprovou que, mesmo ndo havendo
diferenca significativa entre as variaveis categdricas de
presenca de células mononucleares e polimorfonucleares,
foi possivel visibilizar na microscopia 6ptica que houve dis-
creta reacdo inflamatdria local com uso do PRP, que pode
ter potencializado a reparagao.

Quando se avaliou intensidade de proliferacdao de fi-
broblastos (p=0,52), colagenizac¢ao (p=0,87) e hemorragia
(p=1,0) os resultados foram semelhantes entre os grupos
experimentais, ndo apresentando diferencas significativas.

0 aumento no nimero de macréfagos e fibroblastos era
esperado pelo efeito de quimiotaxia e dos fatores de cresci-
mento, porém ndo foi significativo entre os grupos, mas foi
visivel nas laminas. A maior quantidade de coldgeno (cola-
geno imaturo) também observada foi devido ao estimulo
dos fibroblastos pelos fatores de crescimento. Os achados
deste ensaio sdo semelhantes aos de Liu et al. (2002), que
mostraram aumento da producdo de macro6fagos, prolife-
racao de fibroblastos e coldgeno sdo proporcionais ao au-
mento da concentragdo plaquetaria no PRP. Bhanot et al.
(2002) e Man et al. (2001), também relataram que o PRP
aumenta a taxa de produgdo de colageno, angiogénese, pro-
liferacdo de fibroblastos e sintese de matriz extracelular,
melhorando a reparacdo de modo geral.

Quanto a hemorragia, os achados microscdpicos indica-
ram discreta presenca de hemorragia em ambos os grupos,
sendo em alguns momentos mais intensa nos animais do
GPRP. Pode-se inferir que em virtude da estimulacdo da
angiogénese promovida pelo gel de PRP formando novos
capilares de pequeno e médio calibre acabem sendo rom-
pidos por serem frageis, promovendo hemorragia local. Por
outro lado, os animais do GC apresentaram hemorragia e
vasos congestos, fato que pode ser correlacionado com os
achados macroscopico quanto a presenca de rubor no GC.
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Os resultados encontrados nesta pesquisa, sdo condizentes
com os de Vendramin et al. (2006) e Bauer et al. (2009),
utilizando PRP em enxertos 6sseos e avaliando os efeitos
do plasma rico em plaquetas no processo de reparagido de
feridas dérmicas em ratos, ndo sendo observada a presenca
significativa de hemorragia nos grupos experimentais.

A intensidade da re-epitelizagdo no GPRP quando com-
parado com o GC foi significativa (p=0,01). No GPRP a reepi-
telizacdo foi significativamente maior (p=0,009) na regiao
distal quando comparada com as outras regides (Fig.7). A
reepitelizacdo, caracterizada pelo aumento das camadas
epiteliais foi significativamente maior no GPRP. Ocorreu de
maneira mais acentuada na porgao distal da lamina quan-
do comparada com as outras porg¢des. Sendo assim, a boa
resposta vascular mediante aplicacdo do gel de plasma
rico em plaquetas é considerada como fator positivo na
reepitelizacdo, visto que ocorreu de maneira progressiva,
devido a nutri¢do sanguinea da ferida ter sido adequada. A
reepitelizacdo intensa presente nos animais do grupo PRP
estdo condizentes com Bauer et al. (2009), em seu estudo
avaliando os efeitos do plasma rico em plaquetas no pro-
cesso de reparagdo de feridas dérmicas padronizadas em
ratos encontrou maior reepitelizagido ap6s 7 dias do proce-
dimento cirdrgico nos animais tratados com o PRP.

Diante dos resultados encontrados neste ensaio, é im-
portante ressaltar a semelhanca entre a microscépica e a
macroscopica quanto a presenca de necrose nas lesdes do
GC, o qual apresentou diferenca significativamente maior
quando comparada com GPRP. Conforme descrito por
Bauer et al. (2009), existem casos que 24 horas e trés dias
ap6s procedimento cirurgico pode-se visualizar tecido ne-
crético superficial na epiderme e derme, e acima de sete
dias tecido necrotico. Sendo assim, os resultados obtidos
neste estudo, sdo condizentes com a literatura, como as la-
minas foram confeccionadas com material correspondente
ao décimo quarto dia do pds-operatério pode-se correla-
cionar os achados macroscopico com os microscopicos.
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Fig.7. Aspecto histoldgico da intensidade

de reepitelizacdo em
coelhos (Oryctolagus cuniculus). Por¢ao distal da derme de
animais do GPRP (p=0,009) submetidos ao procedimento de
cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterindrio da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus
de Jaboticabal, 2013. Notar presenca acentuada de reepiteli-
zagdo (seta). HE, 200x.
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Fig.8. Aspecto histolégico de necrose em coelhos (Oryctolagus
cuniculus). Fotomicrografia 6ptica da derme de animais do
GC submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva
no Hospital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2013.
Notar presenca discreta de hemorragia (seta). Presenca de
fibroblastos em picnose em A. Auséncia de colageno em B e
presenca de mononucleares (asterisco). HE, 200x.
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Observou-se neste estudo, as ldminas dos animais do
GC com presenca de tecido necroético na regido da epider-
me, com fibroblastos em picnose, e areas com destruicdo de
colageno (Fig.8) em derme. Durante o processo de necrose
ocorre morte celular de um organismo vivo. As principais
causas da ocorréncia de necrose no epitélio sdo obstrugio
vascular por isquemia (coloracdo esbranquicada) e andxia
(coloragao vermelho escuro). As principais alteracdes de-
correntes do processo de autdlise podem ser visualizadas
a microscopia algum tempo apds ter ocorrido a morte ce-
lular. Os achados encontrados podem ser picnose nuclear
(intensa contracdo e condensacio de cromatina, tornando
o nucleo intensamente baséfilo, de aspecto homogéneo e
bem menor que o normal), caridlise (digestdo da cromati-
na, com desaparecimento da afinidade tintorial do nucleo,
a ponto de ndo ser identificado em coloragao de rotina) e
cariorrexe (fragmentagdo e dispersdo do ntcleo no cito-
plasma) (Brasileiro Filho 2011). Os resultados encontrados
neste ensaio sdo condizentes com a literatura, a presenca
de tecido necrdtico observado nas laminas apresentava
areas com destruicdo de colageno e fibroblastos com nu-
cleo picnoético, lesdes caracteristicas de presenca de necro-
se tecidual.

CONCLUSOES

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

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

A utilizacdo do plasma rico em plaquetas é uma boa op-
¢do em cirurgias reconstrutivas, por reduzir complica¢des
decorrentes do procedimento cirtrgico.
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