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grafts in rabbits (Oryctolagus cuniculus).] Emprego de plasma rico em plaquetas asso-
ciado a esponja cirtirgica em enxertos cutaneos em coelhos (Oryctolagus cuniculus). Re-
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This work had the purpose to evaluate the effectiveness of PRP gel use associated
with surgical sponges improve the integration of skin graft to receptor site. Was con-
ducted a study of 16 rabbits, New Zealand white, female, 60 days old. They were divid-
ed into two groups with eight animals each, all of which was undergoing reconstruc-
tive surgery technique for making mesh graft. The groups were constituted in Gprpme
received PRP gel and Geme who received 0.9% saline solution combining both surgical
sponge as a way of curative. The blood samples the Gprpme group that was done PRP,
the mean platelet count after centrifugation was 1,288,750 platelets/uL. The results ob-
tained in the PRP final sample when compared to the inicial were significantly greater.
Thus, the double centrifugation protocol for obtaining PRP which was performed in
this trial was appropriate, because the platelet concentration after double centrifuga-
tion increased three times as compared with the initial count of the blood sample, and
it was possible to achieve good therapeutic results. In the macroscopic evaluation of
the 3rd day, exudate showed significant differences in Gprpme compared to Geme.
In the evaluations of the 7th and the 14th day edema, flushing, color, exudate and
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cosmetic appearance were not significant between the groups. Qualitative histological
evaluations using the staining HE and Trichromes of Massom, it was observed that the
intensity of polymorphonuclear cells, fibroblast proliferation, collagen deposition and
epithelialization no significant difference. However, the vascular proliferation was sig-
nificantly higher in the Gprpme when comparison with the Gecme. Therefore, the use
of platelet rich plasma in the form of gel using in meshed skin grafts are able to stimu-
late angiogenesis in wound, favoring integration of the graft to site receptor, without
the presence of granulation tissue. And association of surgical sponge as a pressure
dressing promotes healing of the graft, reducing complications such as presence of
edema, and graft movement, therefore is feasible and advisable his use.

KEY WORDS. Graft, wounds, neovascularization, PRP, compressive curative, rabbits.

RESUMO. Objetivou-se com este estudo avaliar a
eficacia do uso do gel de PRP associado as esponjas
cirargicas favorecerem a integracao do enxerto em
malha ao leito receptor. Foi realizado, um estudo
com 16 coelhos, Nova Zelandia branco, fémeas,
com 60 dias de idade, separados em dois grupos,
com oito animais, que foram todos submetidos a
técnica de cirurgia reconstrutiva para confeccao de
enxerto em malha. Os grupos foram compreendi-
dos em Gprpme receberam gel de PRP e Geme que
receberam solucao fisioldgica 0,9% ambos asso-
ciando esponja cirtargica como forma de curativo.
As amostras de sangue do grupo Gprpme no qual
se realizou o PRP, a contagem média de plaquetas
ap0s a centrifugacdo foi de 1.288.750 plaquetas/
uL, sendo os resultados obtidos na amostra final
de PRP quando comparada com a inicial foram
significativamente maior. Assim, o protocolo de
centrifugacdo dupla para obtengdo do PRP que foi
realizado neste ensaio foi adequado, visto que a
concentracdo de plaquetas ap6s centrifugagao du-
pla aumentou trés vezes quando comparado com a
contagem inicial da amostra de sangue, e foi pos-
sivel alcancar bons resultados terapéuticos. Nas
avaliagdes macroscopicas do 3° dia, edema, rubor,
coloracdo e aspecto cosmético ndo foram significa-
tivas entre os grupos. Porém, exsudato apresentou
diferencas significativas no Gprpme quando com-
parado com Geme. Nas avaliagdes do 7° e do 14° dia
edema, rubor, coloracdo, exsudato e aspecto cos-
mético ndo foram significativas entre os grupos. As
avaliagOes histolégicas qualitativas utilizando as
coloracoes HE e Tricromio de Massom observou-se
que a intensidade de polimorfonucleares, prolife-
ragdo fibroblastica, reepitelizacdo e colagenizagao
nao houve diferenca significativa. Entretanto, a
proliferagdo vascular foi significativamente maior
no Gprpme quando comparado com o Gcme. J&
presenca de células mononucleares e hemorragia
foram significativamente maior no Geme quando
comparado com Gprpme. Portanto, a utilizagdo do

plasma rico em plaquetas na forma de gel em en-
xertos cutaneos em malha é capaz de estimular a
angiogénese na ferida favorecendo a integracao do
enxerto ao leito receptor, sem presenca prévia de
tecido de granulagdo. E associagdo da esponja ci-
rargica como curativo compressivo favorece a cica-
trizacdo do enxerto por reduzir complicagdes como
seu deslocamento no leito receptor e presenca de
edema, sendo vidvel e aconselhdvel seu emprego.

PALAVRAS-CHAVE. Enxerto, feridas, angiogénese,
PRP, curativo compressivo, coelhos.

INTRODUCAO

A cirurgia reconstrutiva consiste de uma espe-
cialidade das cirurgias de pequenos animais, a qual
vem sendo empregada com freqiiéncia a fim de re-
parar defeitos com grande perda de continuidade
do tegumento, ou falta de elasticidade cutanea, que
comprometam a cicatrizagao (Pavletic 2010, Castro
et al. 2015). As técnicas cirtrgicas reconstrutivas
podem ser divididas em duas modalidades: reta-
lhos e enxertos (Fossum 2007). Os retalhos consis-
tem de uma porcao de tecido que é removido par-
cialmente do seu local de origem e transferido para
outro (leito receptor) onde ira cobrir o defeito, e é
acompanhado pela vascularizacao local (Hedlund
2005). O enxerto cutaneo é uma das modalidades
da cirurgia reconstrutiva que é principalmente
empregado em defeitos em extremidades de mem-
bros, bem como locais com lesdes menores, porém
pouco utilizado (Pazzini et al. 2015). Esse modelo
consiste de segmento da epiderme e da derme que
é completamente removido da regido doadora e
transferido para o local receptor, sem a presenca de
pediculo vascular (Headlund 2008).

Os enxertos sdo classificados conforme sua es-
pessura, podendo ser espessura completa ou par-
cial. Os de espessura completa consistem da epi-
derme e derme completa, e os de espessura parcial
consistem de epiderme e camadas varidveis da
derme (Pazzini et al. 2015). Ademais os enxertos
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podem ser do tipo camada, malha ou semeadura,
e sdo obtidos de tecido da parede toracica lateral,
membros, e areas que contenham pele abundante
(Fossum 2007).

Em virtude dos enxertos ndo apresentarem pe-
diculo vascular, é recomendado curativo compres-
sivo, a fim de otimizar o contato do enxerto com o
leito da ferida, e permitir adequada angiogénese.
Além do mais, possibilitam menor ocorréncia de
hematoma e seroma, eventos que habitualmente
conduzem a perda de vitalidade e, por consequén-
cia, a faléncia do enxerto (Leffel 1994).

Os curativos compressivos mais utilizados sao
Tie over, os quais consistem em suturar um aglo-
merado de gazes sobre o enxerto (Pavletic 2010).
Todavia, outros materiais podem ser usados como
curativos compressivos como gaze, algodao, discos
plésticos, e moldes de cera (Vasconez 1994). No en-
tanto, a idéia do uso de esponja ou espuma surgiu
em 1929, (Blair & Brown 1929), segundo os autores
dessa descoberta, a melhor pressao sobre os enxer-
tos era proveniente do uso da esponja. Ademais, as
principais vantagens do seu emprego sao custo re-
duzido, oferecendo adequada protecdo do enxerto,
técnica de facil realizacdo, moldavel em diferentes
formas apresenta pressao uniformemente distribu-
ida, sdo de retirada fécil e proporcionam redugao
do desconforto pds-operatorio do paciente.

As cirurgias reconstrutivas apresentam muitos
beneficios, permitem que o paciente retorne a sua
rotina normal com maior rapidez, e com resultados
estéticos satisfatérios. No entanto, alguns casos, hé
complicacdes, como inadequada vascularizacao, mo-
vimentacao do enxerto e infeccdo, sendo fatores que
predispde a ocorréncia de necrose (Amsellem 2011).

Sendo assim, os problemas encontrados relacio-
nados com neovascularizagdo em procedimentos
cirargicos, sdo alvo de estudos em diversas areas
médicas, principalmente em ortopedia e odontolo-
gia. Para tanto, o plasma rico em plaquetas (PRP) é
alvo de vérios estudos associados as complicagdes
nessas areas. Esse produto é resultado do proces-
samento do sangue do paciente em centrifugas
que promovem a separacdo dos seus constituintes
e permitem extracdo do plasma com concentragao
maior de plaquetas, e é capaz de potencializar o
processo de cicatrizagdo tecidual, por meio da libe-
racdo de mediadores biolégicos e fatores de cresci-
mento, no local da aplicacdo. Acredita-se que eles
sejam capazes de estimular varios processos envol-
vidos na recuperacao tecidual entre eles a mitose,
diferenciacdo celular, quimiotaxia e angiogénese
(Floryan et al. 2004, Silva et al. 2011).

Considerando os beneficios do plasma rico em
plaquetas e a importancia da cirurgia reconstrutiva
para corrigir defeitos sem complicacdes, este traba-
lho teve o intuito de avaliar a eficacia do emprego do
gel de plasma rico em plaquetas (PRP) em enxertos
cutaneos de espessura completa do tipo malha em
coelhos (Oryctolagus cuniculus), associando no pos-
-operatorio esponjas cirargicas como curativo com-
pressivo, a fim de avaliar a possibilidade do PRP
junto as esponjas cirargicas favorecerem a integra-
cao do enxerto ao leito receptor sem a presenca pré-
via de tecido de granulagao, bem como avaliar a an-
giogénese local onde o procedimento foi realizado.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos cirtrgicos deste estudo foram
realizados no Hospital Veterindrio Governador Laudo
Natel da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAYV), Universidade Estadual Paulista Jalio de Mes-
quita Filho (Unesp), Campus de Jaboticabal e, as laminas
destinadas a analise histolégicas foram preparadas no
Laboratério de Patologia Veterindria da Universidade
do Porto, Portugal.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Eti-
cano Uso de animais (CEUA) da Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Campus de Jaboticabal®.

O modelo experimental utilizado para realiza¢do das
cirurgias reconstrutivas foi o coelho (O. cuniculus). Fo-
ram utilizados 16 coelhos da raca Nova Zelandia Bran-
co, com a aproximadamente 170 dias de idade, fémeas e
peso médio de 3 Kg, provenientes de produtor especia-
lizado na criagdo da espécie. Os coelhos foram manti-
dos no biotério do Curso de Pés-graduacdo em Cirurgia
Veterindria, em gaiolas individuais com dimensoes de
80 cm x 50 cm x 35 cm, obedecendo-se os principios éti-
cos em experimentagdo animal preconizados pelo Con-
selho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA). Foi fornecido durante todo o experimento
aos animais racdo comercial’ propria para a espécie e
agua ad libitum.

Os animais foram separados em dois grupos de 8
animais cada, compreendendo os grupos Gprpme (gel
de plasma rico em plaquetas associado com esponja ci-
rargica, como forma de curativo no enxerto de malha) e
Gceme (solugao fisiolégica 0,9%* associada com esponjas
cirargicas no enxerto de malha). Em todos os animais foi
realizada a mesma técnica de cirurgia reconstrutiva de
enxertia do tipo malha, diferindo apenas a aplicacdo do
plasma rico em plaquetas.

Nao foi necessario submeter os animais ao jejum
alimentar e hidrico. O protocolo anestésico ao qual os
animais foram submetidos consistiu de midazolam'’, na

8 Protocolo ntimero:11767/14

? Nature multivida coelho - Socil - Sgh Ind. e Com, Ltda,, Descalva-
do, Sao Paulo, Brasil.

10 Midazolam - Medley Indtstria Farmacéutica Ltda., Campinas,
Sao Paulo, Brasil
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dose de 0,5 mg/kg pela via intramuscular (IM) e clori-
drato de tramadol", na dose de 5 mg/kg pela mesma
via. Ap6s sedagdo, foram coletadas amostras de sangue
dos 16 coelhos submetidos ao procedimento cirtrgico.
As amostras de sangue do Gecme ndo foram submetidas
ao preparo de PRP, apenas coletadas para ndo haver di-
ferencas entres os grupos quanto ao volume de sangue
corpéreo. Na sequéncia, realizou-se tricotomia da regiao
cervical para acesso das veias jugulares, e procedeu-se
antissepsia com clorexidine'? e solugdo de alcool a 70%".
Os animais foram posicionados em dectibito esternal
com o pescoco em extensdo dorsal méxima para permi-
tir a visualizacdo adequada das veias jugulares. Proce-
deu-se venopuncao e coleta de 8ml de sangue, acondi-
cionada em trés tubos estéreis, dois com capacidade de
3,6mL contendo citrato de sédio™ (anticoagulante) des-
tinados a preparagdo do PRP, e um terceiro tubo com
capacidade de 1mL contendo EDTA" (anticoagulante)
foi preenchido com 0,8ml de sangue o qual foi destinado
a contagem de plaquetas. Apés determinar em méaquina
automatica'® a contagem plaquetdria dentro dos para-
metros fisiologicos para a espécie, deu-se inicio a prepa-
ragdo do PRP por outro integrante da equipe, enquanto
o procedimento cirtrgico foi realizado.

O frasco com citrato de sédio foi empregado na pro-
dugdo do plasma rico em plaquetas (PRP) pelo proto-
colo de dupla centrifugacao em centrifuga laboratorial
comum conforme descrito por Camargo et al. (2002).

Ao término do processo de enriquecimento do plas-
ma, a contagem da concentragdo de plaquetas foi reali-
zada em maquina automatica’, a partir de uma aliquota
de 80uL da amostra do PRP. Apds contagem das plaque-
tas na amostra, com auxilio de seringa de 1mL, o PRP
dentro do tubo estéril foi ativado por meio da adigdo
de 0,3 ml de gluconato de calcio’®, no momento de sua
utilizacao terapéutica, adquirindo assim, propriedades
semelhantes 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 mem-
bro toracico ipisilateral. Apés o término da tricotomia
realizou-se venopungdo da veia auricular dos pacien-
tes com cateter 24" para fluidoterapia de manutengdo
com solugdo de ringer lactato®, e procedeu-se indugéo e
manutengdo anestésica via mascara facial vedada, com
Isofluorano® na dose de 3% diluido em 100% oxigénio,
para produzir um plano anestésico cirargico.

O procedimento cirtrgico de reconstru¢do empre-

" Tramal - Medley Industria Farmacéutica Ltda., Campinas, Sdo
Paulo - Brasil

12 Solucao de Digliconato de Clorexidina Log¢do Aquosa 0,2%. Rio-
quimica Ind. Farmacéutica, Sao José do Rio Preto, SP, Brasil.

13 Alcool etilico 70%. Rioquimica Ind. Farmacéutica, Sao José do Rio
Preto, SP, Brasil.

1 Tubo BD vacutaneir® citrato de sédio - BD, Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil.

> Tubo pediatrico BD vacutaneir® EDTA - BD, Sdo Paulo, Sao Paulo,
Brasil.

16 Poch - 100iV Diff- médica comércio representagdes e importacdes
Ltda., Recife, Pernambuco, Brasil.

7 Modelo 206 I centrifuge/Fanem® - SP.

gando enxerto foi realizado em um tnico momento,
substituindo o tecido de granulacao pelo plasma rico em
plaquetas e pela solucao fisiologica 0,9%*.

Para a realizacdo da ferida dermoepidérmica e de-
marcagdo do segmento de pele a ser retirado em regido
de cotovelo esquerdo, foi utilizada caneta cirargica® e
régua estéril para criar uma lesdo de 4 cm de compri-
mento por 4 cm de largura, no formato de quadrado
(Figura 1A). Com o auxilio de lamina de bisturi n°15%
foi excisado o fragmento cutaneo de 16 cm? na porgao
distal do carpo, do membro toracico esquerdo, aproxi-
madamente 3 cm abaixo do olecrano (Figura 1B), sendo
semelhante a lesdo decorrente de trauma ou resseccao
neoplésica extensa. A confeccdao de fendas no enxerto
(Figura 2A) foram realizadas com auxilio de bisturi®,
com aproximadamente 0,2 mm de comprimento, com
0,3mm de distancia entre elas (Figura 2B).

Logo ap6s realizacao da lesdo do cotovelo, com o pa-
ciente em dectuibito lateral, e membro toracico em exten-
sdo perpendicular ao tronco, confeccionou-se o enxerto
cutdneo de 9cm?, na regido lateral esquerda do térax,
com incisdo cutanea em formato de quadrado (Figura
3A), partindo 4 cm no sentido caudal a espinha da es-
capula, e 3 cm abaixo do processo espinhoso da coluna
vertebral, com limites de profundidade determinados
de acordo com as referéncias anatdmicas descrita na
literatura (Pazzini et al. 2015). Para tal, foi estimada a
localizacdo do subcutaneo imediatamente ap6s a incisdo
de pele A partir deste ponto, prosseguiu-se disseccao
cuidadosa do enxerto, e sua retirada do leito doador (Fi-
gura 3B), finalizando essa etapa, realizou-se a remocao
de residuos de gordura e subcutaneo do fragmento (Fi-
gura 3C), e confeccionaram-se as fendas. Ato continuo
promoveu-se hemostasia dos vasos locais do leito recep-
tor e iniciou-se a implantagao do enxerto. As suturas em
padréo simples separado, utilizando nailon 4-0*, foram
primeiramente distribuidas nos vértices do quadrado
entre o tecido do leito doador com o receptor (Figura
3D), sempre na direcdo enxerto - pele do leito receptor, a
fim de evitar movimentag¢do do enxerto no momento da
sutura, e na sequéncia, procedeu-se a sintese da ferida
cirargica (Figura 3E).

A ferida do leito doador no térax foi submetida a der-
morrafia em padrao de fechamento em formato de figu-
ra geométrica, com nailon 4-(7, as suturas iniciaram nos
vértices do defeito e convergiram em direcdo ao centro
na ferida cirtrgica (Figura 3F), ao término apresentando
a cicatriz cirargica dois tridngulos invertidos (Figura 3G).

18 Gluconato de célcio 100mg/ml/ Hipolabor, Sabara, Minas Gerais,
Brasil.

19 Cateter BD Angiocath 24 - Becton, Dickinson Industria Cirargica
Ltda., Juiz de Fora, Minas Gerias, Brasil.

» Riger lactato - JP Industria Farmacéutica S.A - Ribeirao Preto, Sdo
Paulo, Brasil.

2 Isoflurine - Cristalia, Itapira, Sio Paulo Brasil

2 Skins - T Surgical Skin Marker - Batrik Medical Manufacturing
Inc., Quebec, Canada.

2 Lamina de bisturi N15 - Solidor, Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil.

# Nylon monofilamentar- Point Suture do Brasil Ind. de fios cirtirgi-
cos Ltda., Fortaleza, Ceara, Brasil.
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Figura 1. Imagens fotograficas da diérese do procedimento ci-
rargico de reconstrucdo realizado no Hospital Veterinario
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias (FCAV) da
Unesp, Campus de Jaboticabal, 2015. A)Demarcacao do seg-
mento de pele a ser retirado no térax de 9cm?, e no membro
toracico com 16cm? (seta preta) confeccionado com auxilio
de caneta cirargica e régua estéril. B) Criacdo da lesdo com
no formato de um quadrado, 3 cm abaixo da extremidade do
olecrano (seta amarela). Cr. Cranial, Cd. Caudal.

Figura 2. Imagens fotograficas da diérese do procedimento ci-
rargico de reconstrugdo realizado no Hospital Veterinario
da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias (FCAV)
da Unesp, Cimpus de Jaboticabal, 2015. A) Confeccdo do
enxerto. B) Presenca das fendas (seta) no enxerto em malha
realizadas com auxilio de bisturi'’, com aproximadamente
0,2mm de comprimento (tracejado azul), com 0,3mm de dis-
tancia entre elas (tracejado preto).

O gel de plasma rico em plaquetas autélogo (0,7mL
de PRP) foi colocado no Gprpme antes da sintese da le-
sdo no cotovelo, com auxilio do cabo de bisturi® e dis-
tribuido de maneira homogénea entre o subcutaneo do
leito doador e o subcutaneo do leito receptor (Figura
3H), e os animais do Geme receberam 0,7mL de solu-
cdo fisiologica?. Apos aplicacdo das respectivas solugoes
procedeu-se a sintese da ferida cirtrgica.

A confecgdo das esponjas cirargicas® foi realizada a
partir das escovas utilizadas para antissepsia, seguindo
descrito na literatura (Zanini et al. 2004). Primeiramente
destacou-se a esponja da escova com auxilio de bisturi.
Ato continuo, com lamina de bisturi, reduziu-se espes-

sura da esponja para lcm. Sua extensdo foi projetada
para exceder em torno de 0,5 cm a margem do enxer-
to. Assim, ap6s implantagdo do enxerto e aplicacdo das
respectivas solucdes, realizou-se o emprego da esponja
cirargica ao término da dermorrafia (Figura 3I), como
curativo compressivo.

Os animais foram recolocados nas suas respectivas
gaiolas para observagdo da recuperagdo anestésica até
completa normalizagdo da frequéncia respiratéria e
inicio da movimentacdo ativa, e busca por alimentos
e agua. Além disto, foram identificados com o dia do
procedimento cirtirgico e tipo do tratamento que rece-
beram.

Como protocolo de analgesia os animais receberam
Cloridrato de Tramadol® por via subcutanea na dose
de 4 mg/Kg, com intervalos de 12h, durante 7 dias, e
receberam antibiéticoterapia com Pentabiético® por via
subcutanea na dose de 0,06ml/Kg, com intervalo de 48h
para nova dose, por 5 dias, e antiinflamatério com Me-
loxicam® durante 3 dias, sendo por via subcutaneo na
dose de 0,2 mg/Kg no primeiro dia, e no segundo e ter-
ceiro dia 0,1mg/Kg, com intervalos de 24 horas.

Em todos os animais os curativos foram realizados
no poés-operatério imediato e trocados no 3° 7° e 15°
dias, juntamente foram realizadas as avaliagdes macros-
copicas, até a data da eutanasia. A limpeza e troca dos
curativos eram conduzidas da seguinte maneira, Lim-
peza da ferida com solugéo fisiolégica (NaCl 0,9%?2), Re-
mogao de exsudato quando necessario; avaliacao do as-
pecto da esponja cirurgica'® e do enxerto; cobertura com
gaze™; fixagdo da gaze com atadura™ e esparadrapo®.

As avalia¢oes macroscopicas da ferida consistiam em
avaliar a presenca ou auséncia de exsudato, coloragao,
edema, rubor e aspecto cosmético. A presenca ou nao de
exsudato, para avaliar a instalagdo de provavel processo
inflamatério na ferida cirtrgica, foi avaliado e posterior-
mente graduado em: 0 auséncia de exsudato, 1 discreta
presenca, 2 moderada presenca e 3 intensa presenca. A
avaliacao da coloracao consistia em gradua-la variando
de 0 a 3, onde 0 representava pele esbranquicada, 1 r6-
sea, 2 avermelhada, e 3 enegrecida. Para avaliagdo do
edema utilizou-se graduacao de 0 a 3, sendo 0 ausén-
cia de edema, 1 edema discreto, 2 edema moderado e 3
edema intenso. E para avaliagdo do aspecto cosmético
utilizou-se graduagdo de 0 a 3, sendo 0 excelente, 1 bom,
2 regular e 3 ruim. Os dados foram anotados em ficha
propria, individual para cada coelho.

» Cabo de bisturi n4 - Brasmed Empresa Brasileira de Cirurgia Ve-
terinaria Ltda., Paulinia, Sao Paulo, Brasil.

% Escova seca estéril - Rioquimica Industria Farmacéutica, Sao José
do Rio Preto, SP.

¥ Tramal - Medley Ind. Farmacéutica Ltda., Campinas, Sao Paulo,
Brasil.

# Mogipen - Jofadel Industia Farmacéutica S/A Monte Mor, Sao
Paulo, Brasil.

» Maxicam - OuroFino Agronegocios, Cravinhos, Sao Paulo, Brasil.

% Gaze hidrofila estéril - Herika - América Medical Ltda., Curvelo,
Minas Gerais, Brasil.

3 Atadura Cremer - Blumenau, Santa Catarina, Brasil.

2 Esparadrapo - Cremer - Blumenau, Santa Catarina, Brasil.
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No 15° dia de pés-operatério, os coelhos foram euta-
nasiados para colheita de material da avaliagdo micros-
copica. A eutandsia foi realizada com propofol, na dose
de 10mg/kg, administrado por via intravenosa, a fim de
aprofundar o plano anestésico, ato continuo realizou-se
infusdo de cloreto de potassio, obedecendo-se os prin-
cipios éticos em experimentagdo animal preconizados
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA).

Em seguida, as feridas foram excisadas com margem
de 1 cm de pele integra em torno da lesao de 16 cm?, e o
limite de profundidade foi a fascia muscular. Cada frag-
mento foi identificado individualmente, fixado em carto-
lina e colocado em solucdo de formalina a 10%%, e ap6s
48 horas a solucao foi substituida por dlcool a 70%?*, em
seguida, o material foi encaminhado ao para o Laborato-
rio de Patologia Veterinaria da Universidade do Porto,
Portugal, para confecgdo das laminas histoldgicas.

As amostras foram processadas conforme a rotina
convencional de processamento histologico, inclusao em
blocos de parafina, e realizacdo dos cortes histolégicos.
Estes foram cortados em micrétomo®, com espessura de
4 um, na sequéncia, realizou-se desidratacao em dilui-
¢oes crescentes de alcoois®* e diafanizacdo em xilol¥, e
procedeu-se as coloragdes especificas.

A andlise dos cortes histolégicos foi realizada pelo
mesmo patologista sem o conhecimento prévio da iden-
tificagdo dos grupos. A avaliagdo histolégica das lami-

Figura 3. Imagens fotogréficas da diérese e sintese do procedi-
mento cirdrgico de reconstrucao realizado no Hospital Ve-
terindrio da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) da Unesp, Ciampus de Jaboticabal, 2015. A) Confec-
¢do do enxerto cutaneo de 9cm?, na regido lateral esquerda
do térax, com incisdo cutdnea em formato de quadrado e
divulsdo cautelosa. B) Retirada do enxerto do leito doador.
C) Remocao de residuos de gordura e subcutaneo do frag-
mento com auxilio de bisturi””. D) Sutura do enxerto no leito
receptor em padrao simples separado, com nailon 4-037, di-
recdo da sutura sendo enxerto - pele do leito receptor (seta).
Cr. Cranial, Cd. Caudal.

Figura 3. Continuagao. Imagens fotograficas da diérese e sintese
do procedimento cirtrgico de reconstrucao realizado no Hos-
pital Veterinario da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Vete-
rindrias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2015. E)
Sintese do enxerto no leito receptor. F) Fechamento em forma-
to de figura geométrica, com nailon 4-07, suturas iniciam nos
vértices do defeito e convergem em dire¢ao ao centro na ferida
cirtrgica (setas). G) Cicatriz cirtirgica formando dois tridngu-
los invertidos. Cr. Cranial, Cd. Caudal.

nas foi realizada em microscopio 6ptico® no aumento
de 400X. As fotomicrografias foram realizadas no pro-
grama Motic Images Plus 2.0. Os dados obtidos foram
classificados de acordo com a intensidade em que eram
encontrados e transformados em varidveis quantitativas
mediante atribuigdo de indice para o achado histolégico,
conforme preconizado por Garros et al. (2006) e registra-
dos em fichas individuais para cada animal.

Os cortes foram corados pelo método histoquimico
para posterior andlise em microscopia 6ptica. Utilizou-
-se Hematoxilina e Eosina, para avaliacdo de epiderme,
derme, bem como presencga de mononucleados, polimor-
fonucleados, hemorragia, colagenizacao e reepitelizacao;
e Tricrémico de Masson para proliferacao vascular.

Os dados de PRP (concentracao plaquetaria) foram
analisados pelo teste t emparelhado com grau de signi-
ficancia de 5%. A comparagdo entre os grupos (Gprpme
e Geme) em relacdo as varidveis categoricas (exsudato,
coloragao, edema, rubor, aspecto cosmético, prolifera-
¢do vascular, células mononucleares, células polimor-

% Formol a 10% tamponado- Indalabor, Dores do Indaid, Minas Ge-
rais - Brasil.

3 Alcool 70%- Tupi- Ibaté, Sdo Paulo, Brasil.

% Micrétomo rotativo RM2036, Leica Biosystems, Carnaxibe, Portugal.

% Etanol absoluto - Merck Millipore Corporation, Darmstadt, Ger-
many.

% Xilol - Quimidrol - Joinville, Santa Catarina, Brasil.

% Microscopio Nikon eclipse - E200, Japao.
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fonucleares, proliferagdo de fibroblasto, colagenizacao,
reepitelizacdo e hemorragia) foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis, com posterior utilizacdo do teste de
comparagdo multipla de Dunn, para os casos em que
houve diferenca significativa entre as medianas dos
grupos. Para todos os testes, valores de p iguais ou infe-
riores a 0,05 (p<0,05) foram considerados significativos.
Para as analises foi utilizado o procedimento nparlway
do programa computacional SAS (SAS 9.1, SAS Insti-
tute, Cary. NC, EUA) e o programa GraphPad Prism,
Version 4.00.

RESULTADOS

Analisando as amostras de sangue dos coelhos do
grupo Gprpme no qual se realizou o PRP, a contagem
inicial de plaquetas apresentou-se dentro dos pa-
drdes fisiologicos para a espécie, variando de 290.000
a 678.000 plaquetas/pl. A partir de 7,2 mL de amos-
tra de sangue total, atingiu-se um volume médio de
PRP de 0,7ml, e a contagem média de plaquetas apos
a centrifugacao foi de 1.288.750 plaquetas/ ul.

Os resultados obtidos na amostra final de PRP
quando comparada com a inicial foram significa-
tivamente maior (p=0,001). Assim, o protocolo de
centrifugagdo dupla para obtencao do PRP que foi
realizado neste ensaio foi adequado, visto que a
concentragdo de plaquetas ap6s centrifugagao du-
pla aumentou trés vezes quando comparado com a
contagem inicial da amostra de sangue, e foi possi-
vel alcancar bons resultados terapéuticos.

Nas avaliacdes macroscopicas do 3° dia, ede-
ma, rubor, coloragdo e aspecto cosmético nao fo-
ram significativos entre os grupos (p>0,05). Porém,
exsudato apresentou diferencas significativas. A

Al v

PN O

presenca de exsudato no Gprpme (Figura 4A) foi
significativamente maior quando comparado com
Gceme (p=0,01) (Figura 4B).

Nas avalia¢des do 7° e do 14° dia edema, rubor,
coloracao, exsudato e aspecto cosmético nao foram
significativas entre os grupos (p>0,05).

As avaliagoes histoldgicas qualitativas utilizando

e A0UONTE A

Figura 4. Imagens fotograficas da lesdo no membro torécico es-
querdo na regido do carpo de coelhos (Oryctolagus cuniculus)
mostrando as varidveis macroscépicas exsudato com 3 dias
que foram significativas entre os grupos (p<0,05) submeti-
dos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital
Veterindrio da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterina-
rias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2015. A) Pre-
senca de exsudato na esponja cirtrgica (seta) no animal do
GPRPME. B) Aspecto da esponja cirtrgica sem presenca de
exsudato (seta) no animal do GCME.
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Figura 5. Aspecto histolégico da Intensidade de proliferacao vascular em coelhos (Oryctolagus cuniculus). Fotomicrografia éptica
da derme de animais do Gprpme e Gecme submetidos ao procedimento de cirurgia reconstrutiva no Hospital Veterinario da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp, Campus de Jaboticabal, 2015. A) Presenca acentuada de neo-
vascularizagdo em A e B no Gprpme, aumento de 400X. B) Presenca discreta de neovasculariza¢do em A no Geme. Aumento de
400X. Coloragdo Tricromio de Massom.
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as coloracées HE e Tricomio de Massom, observou-
-se que a intensidade de polimorfonucleares, proli-
feracdo fibroblastica, reepitelizagdo e colagenizagao
nado houve diferenca significativa (p>0,05). Entre-
tanto, a proliferacao vascular foi significativamen-
te maior no Gprpme (Figura 5A) (p=0,01) quando
comparado com o Geme (Figura 5B). Ja a presenca
de células mononucleares e hemorragia foram sig-
nificativamente maior no Geme (p=0,01, p=0,03,
nesta ordem) quando comparado com Gprpme.

DISCUSSAO

O plasma rico em plaquetas é um produto obti-
do do sangue, de facil obtencdo e com custo redu-
zidos, e é produzido em centrifugas laboratoriais.
Esse produto submetido a tempos e rotagdes espe-
cificas, ao final apresenta contagem plaquetéria su-
perior a amostra inicial, sendo capaz de proporcio-
nar efeitos terapéuticos em cicatrizacao de feridas
(Camargo et al. 2002). Posto isso, o presente ensaio
vai de encontro com a literatura (Camargo et al.
2002), visto que obteve-se o PRP a partir de centri-
fugas laboratoriais, como método de facil execucao
e baixo custo, assim podendo ampliar sua aplicabi-
lidade por profissionais de diversas modalidades
clinicas e cirtargicas.

Durante o processo de obtengao do PRP, o pro-
tocolo empregado sendo de tinica ou dupla centri-
fugacao faz diferenca no resultado final do produto
(Maia et al. 2009). O protocolo da dupla centrifu-
gacao utilizado neste estudo foi capaz de promo-
ver concentracdo plaquetdria 3 vezes maior em
relagdo ao valor inicial da amostra (desvio padrao
= 329.265 plaquetas/puL). Os resultados obtidos na
amostra final de PRP quando comparada com a
inicial foram significativamente maiores (p=0,001),
assim, o protocolo de centrifugacdo foi adequado
para obtencdo de PRP de boa qualidade, semelhan-
te ao descrito por Vendramin et al. (2010), estudo
este que utilizou o gel de PRP em enxerto cutaneos
em coelhos, obtido pelo método de dupla centrifu-
gacdo, com tempos e velocidades semelhantes aos
utilizados neste ensaio, e proporcionou a obtengao
de bons resultados seguindo esse protocolo.

Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa
quanto as variaveis macroscopicas, edema, ru-
bor, coloracao, e aspecto cosmético que nao foram
significativos entre os grupos estudados, pode-se
atribuir tais resultados ao emprego das esponjas
cirargicas como modalidade de curativo compres-
sivo. Os resultados obtidos neste ensaio sdo seme-
lhantes aos de Amancio et al. (2006), que também
utilizaram esponjas cirtargicas como curativo com-

pressivo em coelhos submetidos ao procedimento
de enxertia com estimulacao ultrassonica, e ndo en-
contraram diferencas significativas quanto a ede-
ma, rubor, coloracdo, bem como aspecto cosmético.

Quanto a presenca de exsudato no 3° que foi
significativamente maior no Gprpme quando com-
parada com o Gcme, os resultados encontrados
neste ensaio foram semelhantes ao obtidos por
Vendramin et al. (2010), que utilizaram o plasma
rico em plaquetas em enxertos cutaneos em coelhos
e também obtiveram maior presenca de exsudato
nos animais tratados quando comparados com o
controle. Posto isto, este estudo comprovou maior
reacgdo inflamatéria com o uso do PRP, o que po-
tencializa a cicatrizagdo, que é um fendmeno fun-
damentalmente inflamatdrio.

O emprego do gel de plasma rico em plaquetas no
subcutaneo do leito receptor da ferida no Gprpme
proporcionou bons resultados, quando comparado
com a solucao fisiol6gica no Geme, indicando que
a diferenca significativa encontrada quanto a proli-
feracdo vascular esta relacionada com uso do PRP,
sugerindo a capacidade deste composto promover
angiogénese no local de aplicacdo, e favorecer a in-
tegracao do enxerto no leito receptor sem presenca
de tecido de granulagdo. Além disso, a associagao
da esponja cirtrgica como curativo compressivo fa-
voreceu no processo de cicatrizacdo, evitando pre-
senca de edema e movimentacdo do enxerto. Sendo
assim, os resultados deste ensaio quanto ao empre-
go do plasma rico em plaquetas sdo semelhantes ao
resultados de Vendramin et al. (2006), que testaram
aplicacdao do produto em enxertos cutaneos, dsseos
e na cicatrizacdo de feridas, observando diminui-
¢do no tamanho das feridas, bem como o desen-
volvimento de um tecido de granulacdo de melhor
qualidade, com uma vascularizagdo mais intensa.
O resultado do emprego das esponjas cirargicas
favorecerem a integragao do enxerto no leito recep-
tor sdo condizentes com Salgado et al. (2007), que
realizaram cicatrizacdo conduzida em enxertos de
pele no tratamento de feridas e também obtiveram
resultados satisfatérios empregando esponjas cirtr-
gicas no pos-operatorio das feridas.

Quanto a reacdo inflamatéria da ferida avaliou-se
presenca das células mononucleares e polimorfonu-
cleares, porém nao houve diferencas significativas
de células polimorfonucleares entre os grupos expe-
rimentais (p>0,05). Ademais, a presenca de mono-
nucleares ter sido significativamente maior no Geme
(p=0,01) quando comparada com o Gprpme indica
presenca de reacdo inflamatoria, que pode ter sido
decorrente do processo de cicatrizacdo da ferida ci-
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rargica, no entanto, esperava-se que o aumento de
células inflamatdrias fosse maior no Gprpme devi-
do a reacdo inflamatéria local que é estimulada com
emprego do PRP por seus componentes adjuvante
na cicatrizacdo, e tal fato ndo foi observado neste
estudo. Os resultados encontrados nessa pesquisa
sdo contrarios aos de Vendramin et al. (2010), que
utilizaram o PRP em enxertos cutaneos em coelhos
e tiveram diferencas significativas entre os grupos
tratado e controle quanto a presenca de células infla-
matorias, associando utilizagdo do produto com au-
mento da resposta inflamatoéria, e ainda assim obti-
veram bons resultados com o emprego do produto.
Quanto a hemorragia, os achados microscépicos
indicaram que a presenca de hemorragia foi maior
no Geme quando comparado com o Gprpme, suge-
re-se que tal resultado ocorreu devido ao enxerto
se desprovido de irrigacdo prépria, assim duran-
te o processo de cicatrizagdo ocorre a angiogéne-
se, assim pode-se inferir que devido a formagao
de novos capilares de pequeno e médio calibre no
leito receptor ocorra rompimento de alguns deles
e extravasamento de sangue. Os resultados encon-
trados nesta pesquisa, sdo contrérios ao de Vendra-
min et al. (2006) e Bauer et al. (2009) que utilizaram
PRP em cirurgias reconstrutivas e avaliaram os
efeitos do plasma rico em plaquetas no processo de
reparacao de feridas, e ndo tiveram presenca signi-
ficativa de hemorragia nos grupos experimentais.
E quanto ao uso da esponja cirtrgica que reduz a
presenca de hemorragia, os resultados encontrados
nesta pesquisa sao contrarios ao obtidos por Zanini
et al. (2004), que utilizou esponjas cirdrgicas como
curativo compressivo, e ndo encontrou diferenca
significativa na presenca de hemorragia.

CONCLUSAO

Conclui-se com este estudo que a utilizagao do
plasma rico em plaquetas na forma de gel em en-
xertos cutaneos em malha é capaz de estimular a
angiogénese na ferida favorecendo a integragao do
enxerto ao leito receptor, sem presencga prévia de
tecido de granulacdo. E associagdo da esponja ci-
rargica como curativo compressivo favorece a cica-
trizacdo do enxerto por reduzir complicagdes como
seu deslocamento no leito receptor e presenca de
edema, sendo vidvel e aconselhavel seu emprego.
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