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RESUMO

Atualmente tem se dado muita énfase ao uso do plasma rico em plaquetas (PRP) em
diversas areas da Medicina, inclusive em cirurgia reconstrutiva, pois ao ser aplicado sobre um
tecido em reparacdo ele é capaz de estimular muitos processos celulares importantes, como a
proliferacdo, diferenciacdo, quimiotaxia e angiogénese. Com este trabalho, objetivou-se
avaliar a acdo do PRP na integracdo de flapes cutaneos de avanco em animais da espécie
canina. Na primeira etapa do experimento foram coletados amostras de sangue de 20 cées
para comparar dois protocolos de obtencdo do PRP. No primeiro (A), a amostra de sangue foi
submetida a uma Unica centrifugacdo a 1200 rotagdes por minuto (rpm) durante 10 minutos
enguanto que no segundo (B), a amostra foi processada através de duas centrifugacées, sendo
a primeira a 1200 rpm durante 10 minutos e a segunda em 1600 rpm durante 10 minutos. Os
resultados demonstraram que o protocolo B foi capaz de incrementar a concentracdo
plaquetaria em 449,02% com relagdo ao sangue total, sendo este superior ao protocolo A
(190,22%). Posteriomente se testou o protocolo B em outros 20 animais e foi constatado que o
método em questdo era reprodutivel e eficiente. Na etapa seguinte, amostras de sangue de
mais 20 cdes foram utilizadas para producdo do PRP em dois momentos distintos, sendo o
primeiro (Mg) correspondente ao periodo pré-operatdrio antes da anestesia e fluidoterapia, e o
segundo (M;) durante o trans-operatério ap6s a obtencdo do plano anestésico. A coleta em Mg
resultou em uma plaquetometria 28,58% mais alta do que em M; culminando
consequentemente, com a produ¢do de um PRP mais concentrado. Definido o protocolo (B) e
o0 momento ideal para a coleta da amostra de sangue (M), seguiu-se para a etapa final do
experimento, no qual foram criados dois flapes de avanco na regido ventral do abdomen de
oito cadelas. Entre um flape e o leito receptor, aplicou-se o gel de PRP ativado com
tromboplastina, enquanto que no outro flap ndo foi aplicado nenhum produto (controle). Estes
foram clinicamente avaliados 24 horas apés a cirurgia (D;) e a cada dois dias (D3, Ds e D7) até
0 sétimo dia de pos-operatdrio. Além disso, com dez dias ambos os flapes foram removidos
para realizacdo do exame histopatoldgico e morfometria dos vasos sanguineos. Os achados
demonstraram ndo haver diferenca significativa entre o flape tratado e controle, concluindo-se
que o gel de plaquetas ativado com tromboplastina ndo favoreceu a integracdo de flapes
cutaneos de avango em animais da espécie canina.

Palavras-chaves: Cao, trauma cutaneo, flape, concentrado de plaquetas, fatores de

crescimento.



ABSTRACT

A lot of emphasis has been given to the use of platelet rich plasma (PRP) in various
areas of medicine, including reconstructive surgery, because when it is applied on a tissue in
repair its capable of stimulating many important cellular processes, such as proliferation,
differentiation, chemotaxis and angiogenesis. The aim of this paper was to evaluate the PRP
effects over integration of advance skin flaps in dogs. In the first stage of the research, blood
samples were collected from 20 dogs to compare two protocols used to obtain PRP. In the
first protocol (A), blood sample was submitted to a single spin at 1200 revolutions per minute
(rpm) for 10 minutes while in the second protocol (B), the sample was processed through two
centrifugations, the first at 1200 rpm for 10 minutes and the second at 1600 rpm for 10
minutes. The results showed that protocol B was able to increase platelet count in 449,02%
compared to whole blood, being higher than protocol A (190,22%). In the sequence, protocol
B was applied in other 20 animals to evaluate its efficiency and it was found that the method
was reproducible. After that, blood samples from 20 dogs were collected for production of
PRP at two different moments: My corresponding to preoperative time, before anesthesia and
fluid therapy, and M3, during trans-surgical period, after anesthesia. Platelets counts of blood
collected in Mo were 28,58% higher than in My, leading consequently, to the production of a
more concentrated PRP. After defining the best protocol (B) and the ideal moment to collect
the blood sample (Mg) began the final stage of the experiment, in which two advance flaps
were created in the ventral abdomen of eight dogs. Between one flap and recipient bed, PRP
gel activated with thromboplastin was applied, whereas under the other flap was not applied
any product (control). The flaps were clinically evaluated 24 hours after surgery (D;) and at
every two days (D3, Ds and D) until the seventh day after surgery. With ten days, both flaps
were removed for histopathological examination and morphometry of blood vessels where it
was demonstrated no significant difference between treated and control flap. Based on the
results, it is concluded that platelet gel activated with thromboplastin did not enhance
integration of advance skin flaps in dogs.

Keywords: Dog, cutaneous trauma, flap, platelet concentrate, growth factors.
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A pele é um 6rgédo extremamente importante para os animais, pois exerce as funcdes de
termorregulacdo, reservatorio de &gua, sensorial, secrecdo glandular e, principalmente,
barreira protetora contra 0 meio ambiente. Seu grave traumatismo e 0s possiveis tratamentos
sdo assuntos de interesse para a Medicina, pois a perda de integridade de grandes porc¢des da
pele podera resultar em incapacidade ou até mesmo em morte.

Na clinica de pequenos animais é observado um elevado nimero de pacientes que sdo
encaminhados para atendimento por apresentarem lesdes de pele, principalmente, em
decorréncia de atropelamentos, quedas, mordeduras e queimaduras. A necessidade de
reconstruir determinadas regides do corpo visando a cura do paciente tem se tornado um
grande estimulo para a pesquisa de novos métodos que possam de alguma forma contribuir e
tornar mais adequado o processo de recuperacdo, minimizar o sofrimento do animal, reduzir o
custo do tratamento e consequentemente, permitir que o paciente retorne a sua rotina com
maior rapidez, proporcionando bem-estar e resultados estéticos satisfatorios.

Diante da necessidade de promover o fechamento das feridas dermatoldgicas, torna-se
importante conhecer as técnicas reconstrutivas disponiveis, para que seja feita a escolha
daquela que apresente melhor aplicabilidade para cada situacdo. Podem ser citados como
opcéo ao cirurgido veterinario o uso de suturas, incisdes de relaxamento, expansores de pele,
flapes ou enxertos. Dentre elas, destaca-se o flape cutaneo, pelo fato do paciente ser o seu
préprio doador e a vascularizacdo da pele transferida para o leito receptor ser mantida através
da sua base, o que facilita a integracdo desse ao local.

Apesar de apresentar grande utilidade, tem se observado que quanto maior for o
comprimento do flap, mas dificil serd a possibilidade dos vasos provenientes da sua base
irrigarem a sua porc¢éo distal e em algumas situagdes, essa regido desenvolve um processo de
isquemia e posterior, necrose. Em consequéncia disso, muitos pesquisadores tem estudado
maneiras de potencializar a sua vasculariza¢do, especialmente na porcdo distal, através da
administracao ou aplicacéo topica de produtos.

Atualmente, tem-se dado muita énfase ao uso de plasma rico em plaquetas (PRP) em
diversas areas médicas, principalmente, em odontologia e ortopedia.

O produto é resultado do processamento do sangue do paciente em centrifugas para
promover a separacdo dos seus constituintes e permitir a extracdo de um plasma com uma
concentracdo aumentada de plaquetas.

Estudos desenvolvidos nas mais diversas areas e, em todo o0 mundo, tem sugerido que o
produto potencializa o processo de cicatrizacdo tecidual, por meio da liberagéo de mediadores

biolégicos denominados fatores de crescimento no local da sua aplicacdo. Acredita-se que
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eles sejam capazes de estimular varios processos envolvidos na recuperacao tecidual entre
eles a mitose e diferenciagdo celular, quimiotaxia, além da angiogénese.

Baseado nas informacdes descritas, este experimento teve com objetivo principal avaliar
0 emprego do gel produzido a partir do PRP em flapes randomizados de avanco em animais
da espécie canina, com relacdo a possibilidade do mesmo favorecer a integracdo do retalho
ao leito receptor.
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2.1 PELE

A pele, o0 maior orgdo do corpo (KIERSZENBAUM, 2004; PAVLETIC, 2007a),
¢ composta por duas camadas histologicamente distintas, uma porcdo epitelial,
conhecida como epiderme, que fica localizada mais superficialmente, e a derme, uma
porcdo conjuntiva, localizada abaixo dela (RAMALHO et al., 1997; AMANCIO, 2003;
PAVLETIC, 2007a) (Figura 01).

Figura 01: Estrutura do tegumento: 1. Epiderme; 2.
Derme; 3. Hipoderme; 4. Glandula sebacea; 5.
Musculo eretor do pélo; 6. Glandula sudoripara; 7.
Foliculo piloso; 8. Redes arteriais.

Fonte: Dyce et al., 1997.

A epiderme é constituida por um epitélio pavimentoso estratificado (BANKS,
1991; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004a; KIERSZENBAUM, 2004), formada pelas
camadas (da superficie para o interior) cérnea, lucida, granulosa (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1999), espinhosa (ou parabasal) e basal (ou germinativa) (BANKS, 1991).
O nudmero total de camadas e espessura relativa das mesmas varia de acordo com a
regido do corpo (BANKS, 1991). Ndo existem vasos sanguineos ou linfaticos na
camada epidérmica, sendo sua nutricdo realizada por difusdo a partir da derme
subjacente (DYCE et al., 1997).

A derme (ou coério) é o tecido sobre o qual se apdia a epiderme, sendo considerada
a camada mais grossa da pele, pois representa mais de 90% da sua espessura total
(DOCKHORN et al., 1992). Apresenta uma camada superficial conhecida como papilar,
e outra profunda, chamada reticular (BANKS, 1991; DOCKHORN et al., 1992;
RAMALHO et al., 1997).
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A regido dérmica apresenta numerosos vasos sanguineos, linfaticos e nervos
(BANKS, 1991; HEDLUND, 2002; PAVLETIC, 2007a) e nela também s&o encontradas
outras estruturas derivadas da epiderme, como os foliculos pilosos, glandulas e unhas
(DYCE et al., 1997).

O limite entre a epiderme e a derme ndo é regular, apresentando saliéncias e
reentrancias, que imbricam e se ajustam entre si, aumentando a coesdo entre elas
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999). As projecOes da derme que se estendem para o
interior da epiderme, aumentando a superficie de contato entre as camadas recebem o
nome de papilas dérmicas (BANKS, 1991; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004a).

Anteriormente, acreditava-se que a vascularizagdo cutanea era um emaranhado de
anastomoses vasculares, sem nenhuma organizacdo ou estratificagdo. Posteriormente,
chegou-se a conclusdo de que a mesma apresenta uma estrutura organizada, e que seus
vasos nao estao dispostos aleatoriamente (BRAVERMAN, 2000).

As estruturas que compdem a microcirculagdo cutanea sdo as pequenas artérias
terminais (originarias da artéria aorta) que vao se ramificando, progressivamente, até
dar origem as arteriolas e metarteriolas, que por sua vez, originam o0s capilares. Os
capilares arteriais desembocam no sistema vascular venoso, formado pelas pré-vénulas,
vénulas e pequenas veias (HALFOUN et al., 2003).

As artérias que irrigam a pele do céo sdo classificadas em duas categorias: artérias
cutaneas mistas e artérias cutaneas simples. As mistas se estendem através da massa
muscular e fornecem um ndmero significativo de ramos no masculo, antes de penetrar e
irrigar a pele, enquanto que as simples emitem poucos ramos para 0s musculos 0s quais
atravessam, para irrigar a pele (BANKS, 1991; PAVLETIC, 1998).

A vascularizacdo da pele esta disposta em trés plexos venosos, que se localizam
em diferentes planos, mas estdo conectados entre si (PAVLETIC, 1998). Eles séo
conhecidos como plexo superficial (ou subpapilar), plexo intermediario (ou cutaneo) e
plexo profundo (subdérmico ou subcutdneo) (BANKS, 1991; PAVLETIC, 2007a)
(Figura 02).
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Figura 02: Plexos vasculares do tegumento do cdo e gato.
Fonte: Pavletic, 2007a.

Na tela subcutanea esta localizado o plexo subdérmico, sendo ele a principal rede
vascular para a pele sobrejacente e responsavel pela irrigacdo do bulbo, foliculo piloso,
glandulas tubulares, parte mais profunda dos ductos e o musculo eretor dos pélos
(PAVLETIC, 1998; HEDLUND, 2002).

Do plexo profundo partem ramificacBes que ascendem e penetram na derme para
dar origem ao plexo cutaneo (BANKS, 1991). O mesmo é responsavel pela
vascularizagdo das glandulas sebéceas e pelo fortalecimento da rede capilar que
circunda os foliculos pilosos, os ductos glandulares tubulares e o musculo eretor dos
pélos (HEDLUND, 2002).

Algumas ramificacdes do plexo intermediario ascendem e se dirigem as papilas
dérmicas, onde déo origem ao plexo subpapilar, que fica localizado entre as camadas
papilar e reticular da derme (DYCE et al., 1997; PAVLETIC, 1998). As alcas capilares
desse plexo se projetam através das papilas dérmicas para dentro da epiderme, onde irdo
irrigar o tecido, ja que esse € avascular (PAVLETIC, 1998; HEDLUND, 2002). A maior
parte da vascularizacdo da pele se encontra localizada na camada papilar, entre 1 a 2
mm abaixo da superficie da epiderme (BRAVERMAN, 2000).

2.2 CIRURGIA RECONSTRUTIVA

A pele apresenta diversas funcdes, entre as quais estdo proteger contra
traumatismos, agentes quimicos, radiagdo e invasdo de microrganismos; colaborar com
a termorregulagdo; impedir a perda de agua por evaporagdo; servir de reservatorio para
eletrolitos, agua, lipidios, carboidratos e proteinas, além de atuar na excre¢do de varias
substancias (HEDLUND, 2002; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004a;
KIERSZENBAUM, 2004; PAVLETIC, 2007a). Devido as suas muitas terminacfes



Revisdo de Literatura |23

nervosas, permite que o animal responda a varios estimulos externos, tais como tato,
pressdo, vibracdo, calor, frio e dor (DYCE et al., 1997; PAVLETIC, 1998).

A sua principal funcéo € servir como barreira protetora contra 0 meio ambiente e
por esse motivo, a perda da integridade de grandes por¢fes da mesma podera resultar
em incapacidade ou até mesmo em obito (PAIVA, 2003).

Dentro do arsenal terapéutico utilizado por cirurgifes visando restaurar os tecidos
danificados estdo disponiveis diversas técnicas, como a utilizagdo de incisdes de
relaxamento, suturas de tensdo, expansores de pele (TROUT, 2007), flapes e enxertos
(HEDLUND, 2005).

O flape cutaneo é uma técnica bastante empregada (ACEVEDO-BOGADO et al.,
2002; PAVLETIC, 2007b) para promover o fechamento de feridas que ndo podem ser
restauradas pelo uso de sutura primaria (MATERA et al., 1998), sendo uma alternativa
terapéutica atil para reconstruir leses resultantes de traumatismos, remocao de tumores,
infeccdes ou isquemias (ALMEIDA et al., 2004).

Quando a perda de pele é substancial ao ponto de dificultar a aproximacéo
direta das bordas, a cicatrizacdo se torna mais lenta e as cicatrizes mais extensas
(COELHO et al., 1999) e muitas vezes o flape cutaneo € a Gnica op¢do para restaurar a
area cirurgicamente (BIONDO-SIMOES et al., 2000).

O flape (ou retalho) corresponde a uma por¢do de tecido que € removido
parcialmente do seu local de origem e transferido para outro (leito receptor) onde ird
cobrir um defeito (HEDLUND, 2005) (Figura 03).

/"\|_PEDICULO DE
| PADRAO AXIAL

DEFEITO
CUTANEQ

Figura 03: A: Ferida na face medial da coxa de uma
cadela. B: Deslocamento de uma porcdo da pele da
regido abdominal ventral para cobrir o defeito.

Fonte: Hedlund, 2005.
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Apresenta a vantagem de permitir a cobertura imediata da regido o que diminui
0 tempo de cicatrizacdo do tecido (SAKUMA et al., 2003; HEDLUND, 2005),
proporcionando ao paciente resultados estéticos e funcionais (BIONDO-SIMOES et al.,
2000).

A sua irrigacdo € mantida pelo vaso proveniente da sua base (ou pediculo),
(OLOUMI, 2004). Por apresentarem vascularizacdo propria, diferentemente dos
enxertos, os flapes sobrevivem melhor e s&o capazes inclusive de melhorar a circulagéo
em regides isquémicas (PAVLETIC, 2007b).

Séo classificados de diversas maneiras, podendo um Unico retalho se enquadrar
em diferentes categorias. De modo geral, sua classificacdo é baseada na sua localizacao,
vascularizagéo e de acordo com os tecidos que o constituem (SAKUMA et al., 2003;
HEDLUND, 2005).

O retalho que incorpora uma artéria e veia cutanea direta ¢ considerado de
padrdo axial (enxerto pediculado arterial). Quando o flape é irrigado por ramos
terminais da artéria cutanea direta através do plexo subdérmico ele é denominado de
flape de plexo subdérmico (ou randozimado) (Figura 04), sendo esse 0 tipo mais
frequentemente utilizado em cées e gatos (CAMPOS et al., 2001; PAVLETIC, 2007b).

Figura 04: A: Flape randomizado. B: Flape de
padrdo axial.
Fonte: Katzenmeyer e Calhoun, 2000.

Com relacdo aos tecidos que sdo incorporados a ele, o flape simples é aquele
formado apenas pela pele e tela subcutanea (KAMAKURA et al., 1986), enquanto que o
composto é aqueles em que outro tecido além da pele estd envolvido (HEDLUND,
2005), tais como musculo, gordura, 0sso ou cartilagem (PAVLETIC, 2007b).
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Flapes usados para cobrir defeitos préximos a area doadora sdao denominados de
retalhos locais, enquanto que aqueles usados em regifes afastadas recebem o nome de
retalhos distantes (HEDLUND, 2005; PAVLETIC, 2007b).

Outra categorizacdo se refere a sua forma ou caracteristica (PAVLETIC, 2007b),
podendo o mesmo ser de avango (de pediculo unico, bipediculado, H plastia e V-Y),
transposicédo, interpolacdo, bolsa, dobradica ou rotacional (HEDLUND, 2005). Entre
esses, 0 de avango (Figura 05) é um dos mais utilizados na Medicina Veterinaria
(SAKUMA et al., 2003; PAVLETIC, 2007b).

Figura 05: Flape de avangco na
regido frontal de um céo.
Fonte: Aleixo, 2008.

Diversos fatores podem contribuir para o desenvolvimento de necrose em um
flape, como a infecgdo, compressdo, tensdo e técnica inadequada durante a sua execugao
sendo, entretanto, a irrigacdo do tecido 0 mais importante, uma vez que 0S vasos S&o
responsaveis pela nutricdo local (CAMPOS et al., 2001). Outras complica¢des que
podem comprometer a viabilidade do tecido sdo a deiscéncia, seroma (HEDLUND,
2005), edema (ACEVEDO-BOGADO et al., 2002) e hematoma (PAVLETIC, 2007b).

Com relagdo a vascularizagdo do flape, a proporgéo entre 0 seu comprimento e
largura é um fator que tem papel fundamental na determinagdo da sua viabilidade
(ALMEIDA et al., 2004), pois quando o flape & muito longo, ocorre um prejuizo no
alcance do sangue até o seu ter¢o distal (ACEVEDO-BOGADO et al., 2002). Em
pesquisa executada por Sakuma et al. (2003) as areas de necrose desenvolvidas em 24%

dos animais se localizavam sempre na margem distal do flape.



Revisdo de Literatura |26

Vaérios artigos, citando como exemplos os trabalhos executados por Biondo-
Simdes et al., 2000, Acevedo-Bogado et al., 2002, Almeida et al., 2004, Esteves Junior
et al., 2005 e Estevao et al., 2009, tem relatado o uso de substancias visando aumentar a

viabilidade de retalhos cutaneos.

2.3 PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

O sangue € um fluido tissular que circula através dos vasos sanguineos carregando
elementos essenciais para as células e recebendo os produtos do metabolismo para
transporta-los até os 6rgéos de excrecdo (JAIN, 1993a). E composto por trés classes de
células sanguineas, as hemacias, leucécitos e plaquetas, que se encontram dissolvidas
em um meio liquido conhecido por plasma (REECE e SWENSON, 2006).

Na realidade, as plaquetas sdo consideradas células incompletas, pois sdo
produzidas na medula 6ssea a partir da fragmentacdo do citoplasma de células
denominadas megacariécito (GENTRY, 2006; SANTQOS, 2007), podendo cada uma dar
origem a até 4.000 plaquetas (HOFFBRAND et al., 2004).

As plaquetas apresentam formato discoide (MARTINEZ-GONZALEZ et al.,
2002; REBAR et al., 2003; SANTOS, 2005), séo anucleadas (BOLTA, 2007) e em cées
sadios tem entre 2 a 4 um de diametro, 0 que corresponde a aproximadamente ¥4 do
tamanho de uma hemacia (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004b ; WALKER, 2009).

O valor de referéncia para as plaquetas no sangue total de animais da espécie
canina varia entre 200.000/uL e 500.000/uL (JAIN, 1993b; SANTOS, 2005; WALKER,
2009). Alguns autores sugerem que o valor maximo para a plaquetometria é de
400.000/pL (KERR, 2003; GENTRY, 2006) enquanto outros indicam até 600.000/uL
(REBAR et al., 2003).

Apds serem sintetizadas, as plaquetas chegam a circulagdo sanguinea em trés a
cinco dias (SANTOS, 2005), possuindo meia-vida de, aproximadamente, sete a dez dias
(HOFFBRAND et al., 2004). Durante esse tempo as plaquetas ficam circulando na
corrente sanguinea na sua forma inativada (BOLTA, 2007).

Em torno de um terco das plaquetas produzidas na medula éssea, s&o
armazenadas no baco (KERR, 2003; HOFFBRAND et al., 2004; SANTOS, 2005),
entretanto, ocorrem trocas constantes e dindmicas entre as que circulam no sangue com

aquelas que se encontram nesse orgao (KERR, 2003).
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Entende-se por Plasma Rico em Plaquetas (PRP), um produto obtido através da
centrifugacdo de sangue autdgeno, que resulta em uma maior concentragdo de plaquetas
em um menor volume de plasma (VENDRAMIN et al., 2006; PAGLIOSA e ALVES,
2007). Segundo Whitlow et al. (2008), é possivel concentrar em trés a cinco vezes a
quantidade de plaquetas em compara¢do com a sua quantidade no sangue basal.

O PRP também recebe outras denominages tais como plasma enriquecido com
plaquetas, plasma rico em fatores de crescimento, concentrado de plaguetas ou plasma
autogeno de plaguetas (WHITMAN et al., 1997; ANITUA, 1999; FERES JUNIOR et
al., 2004).

O uso desse produto para auxiliar na cicatrizacdo de tecidos tem sido objeto de
estudo e de grande interesse nas duas Ultimas décadas (ROUKIS et al., 2006), tendo
sido bastante reportado na literatura médica (FLORYAN e BERGHOFF, 2004). Pelo
fato de ser produzido com o sangue do proprio paciente, sdo eliminadas as chances de
transmissdo de doencas ou mesmo do desenvolvimento de reacGes imunogénicas ao
material, que podem acontecer quando sdo utilizados produtos alogénicos ou
xenogénicos (LEMOS et al., 2002; ROSSI JUNIOR e SOUZA FILHO, 2004).

Inicialmente, foi desenvolvido com o objetivo de reduzir as hemorragias durante
procedimentos cirargicos (NUNES FILHO et al., 2007), entretanto, seu uso comegou a
se tornar popular na odontologia humana, mais especificamente em cirurgias orais e
maxilo-faciais, a partir de 1998 com a publicacdo de artigos relatando que a associacao
do PRP a enxertos de 0sso autdgeno potencializava o processo de reparacdo 6Ossea
(ALBUQUERQUE et al., 2008). A partir de entdo, o produto passou a ser usado com
sucesso em cirurgia ortopédica, cardiaca, plastica (WHITLOW et al., 2008), geral,
vascular, neuroldgica, obstétrica, ginecoldgica e oftdlmica (FLORYAN e BERGHOFF,
2004).

O principal intuito de obter uma maior quantidade de plaquetas € devido a
existéncia de pelo menos 60 substancias biologicamente ativas em seu interior, que
participam dos mecanismos de reparagdo tecidual por promoverem a quimiotaxia,
proliferacdo e diferenciacdo celular, modulacdo imunoldgica, remodelacdo e
apresentarem atividade antimicrobiana (BOLTA, 2007). Entretanto, para que isso
aconteca, as plaquetas precisam ser ativadas por um agonista (JAIN, 1993c).

Apds a ativacdo das plaquetas, elas mudam de formato e passam a apresentar
projecdes (REECE e SWENSON, 2006) membranosas longas partindo da sua superficie
conhecidas como pseuddpodos (JAIN, 1993b; HOFFBRAND et al., 2004) (Figura 06) e
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os granulos localizados no seu interior sdo rompidos levando a liberacdo do seu
conteldo (REECE e SWENSON, 2006).

Figura 06: Fotomicrografia eletronica de
plaguetas de um cédo apresentando pseudépodos
(setas).

Fonte: Jain, 1993b.

As plaquetas apresentam trés tipos de compartimento de armazenamento no Seu
interior (Figura 07), os granulos o, densos e lissosomais, entretanto a maioria das

substancias se encontram armazenadas nos granulos o (BOLTA, 2007).

Receptor de membrana o grénulo

Grénulo denso

Figura 07: Estrutura da plaqueta na sua forma
inativada.
Fonte: Anitua et al., 2004.

Os mediadores bioldgicos secretados pelos granulos plaquetarios apés a ativacdo
das plaguetas sdo a trombina, tromboxano A,, adenosina difosfato (GREEN e KLINK,
1998), tromboplastina, fatores de coagulacdo, calcio, serotonina, histamina (DARK et
al.,, 2005), fator de Von Willebrand, fibrinogénio (WHITLOW et al., 2008) e
catecolaminas (LOPEZ et al., 2007), sendo entre eles, os fatores de crescimento (FCs)
0s mais importantes (BOLTA, 2007).
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Os FCs sdo estruturas polipeptidicas (MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2002;
PAGLIOSA e ALVES, 2007) armazenadas nos a-granulos (ADLER e KENT, 2002;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004b; ROUKIS et al., 2006; JAMESON, 2007) capazes
de estimular diferentes processos celulares, tais como mitogénese, sintese de matriz
(BARBOSA et al., 2008) quimiotaxia, diferenciacdo, metabolismo (MARTINEZ-
GONZALEZ et al., 2002) e angiogénese (GREEN e KLINK, 1998; FLORYAN e
BERGHOFF, 2004; BARROSO et al., 2007; MAIA e SOUZA, 2009) e por isso sao
considerados mediadores bioldgicos naturais (FERES JUNIOR et al., 2004).

Apesar de serem produzidos por diversas células e tecidos tais como
fibroblastos, macréfagos, células endoteliais (SANTOS, 2007) osteoblastos, leucocitos
(MOREIRA et al., 2008), glandulas salivares, glandulas lacrimais entre outros, as
pesquisas tem se concentrado nas plaquetas porque elas sdo relativamente faceis de
obter, além de transportarem outras substancias que sdo Uteis para o processo de
regeneracao e reparacao tecidual (QUINTANA, 2008).

Os FCs tem agdo parécrina, porque quando sdo liberados atuam sobre outras
células préximas a elas (MARX et al., 1998). Eles se ligam a superficie externa das
células sobre as quais irdo atuar (ex. mesenquimais, endoteliais, epidermais,
osteoblastos, fibroblastos) pela interacdo com receptores especificos induzindo a
ativacdo de substancias localizadas no citoplasma dessas células, que atingem o nucleo
para induzir a expressdo de genes especificos, que vao desencadear a acdo final
(MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2002; MARX, 2004).

Os envolvidos na recuperacao tecidual e que comprovadamente sdo produzidos
por plaquetas sdo o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de
crescimento transformador beta (TGFp), fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), fator de crescimento epitelial (EGF) (FURST et al., 2003; MARX, 2004;
ROUKIS et al., 2006), fator de crescimento fibroblastico (FGF) e fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF) (BOLTA, 2007; MOREIRA et al., 2008).

A acéo dos diferentes FCs sdo bem similares (Quadro 01), mas o conhecimento
sobre as moléculas e mecanismos especificos sobre 0s quais cada um atua ainda sdo
bem limitados (MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2002), entretanto, sabe-se que nenhum
deles por si so € capaz de restaurar uma leséo isoladamente (DARK et al., 2005). Na

realidade eles atuam em sinergismo no local da lesdo (BOLTA, 2007).
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Quadro 01: Fator de crescimento (FC), isoforma, locais onde s&o produzidos e principais fungdes.

FC Isoforma Células produtoras Principais functes
Transformador R1eR2 Plaquetas, macrofagos, Quimiotaxia, diferenciacdo
beta (TGFR) linfdcitos, neutrdfilos, celular, angiogénese
osteoblastos, matriz Gssea
Derivado da aa, af e BB Plaquetas (maior  parte), Angiogénese, quimiotaxia,
plaqueta macrdfagos,  osteoblastos, mitogénese,  formacdo  de
(PDGF) condrocitos, fibroblastos e colageno
células endoteliais
Fibroblastico Tipolell  Plaguetas, fibroblastos Diferenciacdo de osteoblastos,
(FGF) (maior parte), macréfagos, proliferacdo de fibroblastos,
osteoblastos e  celulas angiogénese, mitogénese e
endoteliais guimiotaxia
Similar a Tipolell  Plaquetas, macréfagos, Mitogénese e diferenciacdo de
insulina (IGF) osteoblastos, células células mesenquimais
mesenquimais e matriz 6ssea
Vascular 4 isoformas  Plaquetas, macrofagos, Quimiotaxia e proliferacdo de
endotelial osteoblastos e células células endoteliais, aumento da
(VEGF) musculares lisas permeabilidade vascular
Epitelial ou lisoforma  Plaquetas, fibroblastos, Mitogénese, atividade
epidermal células endoteliais migratéria e diferenciacdo de
(EGF) células epiteliais, fibroblastos,

células renais e da glia

Fonte: Martinez-Gonzalez et al., 2002.

Entre todos, os PDGF e TGFp s3o os mais abundantemente encontrados nos
granulos a-plaquetarios (CAMARGO et al., 2002). O PDGF foi um dos primeiros a ser
descrito na literatura (SANTQOS, 2007) e as atividades especificas mais importantes do
mesmo séo a mitogénese, angiogénese e ativagao dos macrofagos (MARX et al., 1998).
O TGFp exerce efeito mitogénico sobre os fibroblastos (levando a deposi¢cdo de
colageno), células do tecido muscular liso e osteoblastos, além de estimular a
angiogénese e producao de matriz extra-celular (EPPLEY et al., 2004).

Atualmente, o PRP é considerado um produto de facil obtencdo e baixo custo
(MAIA e SOUZA, 2009), entretanto no inicio sua producdo era mais complexa e tinha
custo bastante elevado.

Nas primeiras tentativas, eram utilizados grandes equipamentos de
autotransfusdo que separavam o plasma das hemacias, porém era preciso colher
amostras de sangue volumosas (aproximadamente 450 mL) (GREEN e KLINK, 1998;

MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2002; KEVY e JACOBSON, 2004;: JAMESON,




Revisdo de Literatura |31

2007) além de um profissional experiente para realizar tal procedimento e manusear a
maquina (VENDRAMIN et al., 2006). Como o sangue era coletado de um cateter
venoso profundo posicionado no paciente durante a cirurgia, o procedimento sé podia
ser realizado dentro de ambiente cirdrgico e com o paciente anestesiado, o que resultava
em maior risco de morbidade (KEVY e JACOBSON, 2004; DE ROSSI et al., 2009).

Com o passar dos anos foram sendo criados equipamentos automaticos mais
compactos e simples (JAMESON, 2007), como o AG Curasan®, 3i PCCS®, Sequire®,
SmartPReP® (KEVY e JACOBSON, 2004) Magellan®, AutoloGel System®,
Autologous Growth Factor®, Gravitational Platelet Separation 1l System®, Symphony
I Platelet Concentrate System®, Accelerate Platelet-Rich Plasma Gel® (ROUKIS et al.,
2006). Apesar de exigirem menores amostras de sangue (KEVY e JACOBSON, 2004),
apresentam custo bastante elevado, tornando o seu emprego inviavel do ponto de vista
financeiro (LEMOS et al., 2002).

Visando facilitar e reduzir ainda mais as despesas na producdo do PRP, outros
protocolos usando centrifugas laboratoriais foram criados e testados por diversos
pesquisadores como Lemos et al. (2002), Macedo (2004), Rossi Junior e Souza Filho
(2004), Ferraz et al. (2007) e Barbosa et al. (2008).

Com relacdo ao processo de centrifugacéo, etapa essencial para a fabricacdo do
PRP (PAGLIOSA e ALVES, 2007), a mesma pode ser realizada em um Gnico momento
ou em duas etapas, dependendo do protocolo empregado (CAMARGO et al., 2002;
PAGLIOSA e ALVES, 2007).

Alguns autores sugerem o protocolo de centrifugacdo Unica, enquanto outros
indicam o de dupla centrifugacdo (MACEDO, 2004). (Tabela 01).



Tabela 01: Alguns protocolos citados na literatura para producdo do PRP em centrifuga laboratorial.
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Referéncia Protocolo Material utilizado Volume de
sangue
Feres Junior et al., 2004 Centrifugacdo Unica: 1400 rpm/10 minutos 4 frascos de 5 mL 20 mL
Centrifuga Fanem
Macedo, 2004 Centrifugacdo Unica: 1200 rpm/10 minutos 3 tubos de 5 mL 15mL
Centrifuga Fanem baby
Ossa e Orrego, 2004 12 centrifugagdo: 1200 rpm/20 minutos Tubos de 5 mL 20 a50 mL
22 centrifugacdo: 2000 rpm/15 minutos Centrifuga
Vendramin et al., 2006 12 centrifugacdo: 300 g/10 minutos 2 tubos de 10 mL 20 mL
22 centrifugacdo: 640 g/10 minutos Centrifuga Jouan
Barroso et al., 2007 12 centrifugacéo: 200 g/10 minutos 10 frascos de 5 mL 50 mL
22 centrifugacdo: 700g/15 minutos Centrifuga
Ferraz et al., 2007 12 centrifugacéo: 800 rpm/10 minutos 4 frascos de 10 mL 40 mL
22 centrifugacdo: 1600 rpm/10 minutos Centrifuga
Gurgel et al., 2007 12 centrifugacdo: 1200 rpm/10 minutos 3 tubos de 5 mL 15mL
22 centrifugacdo: 1200 rpm/15minutos Centrifuga
Suaid et al., 2007 12 centrifugacdo: 200 g/10 minutos Tubos de 4,5 mL 40 mL
22 centrifugacdo: 200 g/15 minutos Centrifuga
Barbosa et al., 2008 12 centrifugacdo: 1300 rpm/8 minutos 4 tubos de 4,5 mL 18 mL
22 centrifugacdo: 1300 rpm/8 minutos Centrifuga
Quintana, 2008 Centrifugacdo Unica: 4509/8 minutos Tubos 20 mL
Centrifuga
Messora et al., 2009 Centrifugacdo Unica: 160 g/6 minutos Tubos 10 mL
Centrifuga Beckman
Silva et al., 2009 12 centrifugagdo: 1300 rpm/12 minutos 2 tubos de 4,5 mL 9mL
22 centrifugacdo: 1300 rpm/8 minutos Centrifuga

Levando em consideracdo a variacdo das densidades, apds a centrifugacdo de

uma amostra de sangue, as hemacias, que tem maior peso, tendem a se depositar no

fundo do tubo, enquanto que os leucdcitos se localizam em uma zona intermediéria e 0
plasma fica no alto (REECE e SWENSON, 2006; ROUKIS et al., 2006). Acima dos

leucdcitos estdo as plaquetas, formando uma delgada camada que € invisivel a olho nu
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(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004b). A juncdo das plaquetas e leucocitos
correspondem a uma camada esbranquicada chamada de zona de névoa (JAIN, 1993a)
(Figura 08).

Centrifugagéao

- @ - =

Buffy Coat

Sangue total e ' Eritrocitos

Figura 08: Separacdo das hemdcias, zona de névoa (buffy coat) e plasma apds a
centrifugacéo do sangue total.
Fonte: Macedo, 2004.

Em protocolos de centrifugacdo dupla, apds o descarte das hemacias o plasma
retorna para a centrifuga (JAMESON, 2007) levando a precipitacdo das plaquetas e das
poucas heméacias (que por ventura possam estar presentes) no fundo do tubo
(VENDRAMIN et al., 2006). Posteriormente, 80% da parte superior do plasma,
correspondente ao plasma pobre em plaguetas (PPP) é eliminado (MACEDO, 2004) e o
botdo plaquetario localizado no fundo do frasco é resuspendido no restante do plasma
(BARROSO et al., 2007), dando origem ao PRP.

O processo de centrifugacdo deve ser executado com muita precisdo para separar
as plaquetas das células vermelhas e obter um plasma com altas concentracdes de
plaquetas integras (MARX, 2004), pois a sua fragmentacao e liberacdo precoce dos FCs
na solucéo reduz a funcéo e eficcia do PRP (ADLER e KENT, 2002).

Quando a coleta de sangue transcorre sem problemas e a metodologia
empregada é adequada, as plaquetas intactas e viaveis ficam prontas para liberar os FCs
apos sua ativacdo (JAMESON, 2007), que deve ser realizada antes de aplicar o PRP ao
local desejado (CAMARGO et al., 2002; PAGLIOSA e ALVES, 2007).

Sdo indicados para ativar o PRP a trombina bovina (CAMARGO et al., 2002;
MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2002; ROUKIS et al., 2006; PAGLIOSA e ALVES,
2007), tromboplastina ou a trombina autégena (FERREIRA, 2004; ROSSI JUNIOR e
SOUZA FILHO, 2004; BARBOSA et al., 2008). Ja foi citado também o uso de outras
substancias, tais como o batroxobin (produto isolado do veneno de cobras) (BOLTA,
2007).
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A ativacdo deve ser realizada apenas na hora da aplicacdo do produto, pois ap0s
esse processo a liberagéo dos FCs ocorre imediatamente. Em 10 minutos e na primeira
hora, 70% e 100% deles ja foram liberados, respectivamente (MARX, 2001).

A partir desse momento, o produto adquire uma consisténcia gelatinosa
(ALBUQUERQUE et al., 2008), que facilita a sua aplicacdo no local desejado
(EFEOGLU et al., 2004; VENDRAMIN et al., 2006) (Figura 09). A mistura pode ser
aplicada diretamente sobre a lesdo ou inciséo cirurgica ou previamente misturado com

enxertos 6sseos e s6 entdo aplicado ao leito receptor (JAMESON, 2007).

Figura 09: Gel de PRP formado apds a
adicdo de um fator ativador.
Fonte: Aleixo, 20009.

Ap0s sua producdo, o PRP deve apresentar uma concentragdo em torno de
1.000.000 de plaquetas/uL. (LEMOS et al., 2002; MARX, 2004; SUAID et al., 2007;
BARBOSA et al., 2008). A contagem plaquetaria pode ser determinada pelo método
direto ou indireto (COLES, 1984; SANTQOS, 2005). Na contagem indireta é feita uma
estimativa da quantidade de plaquetas baseada na quantificagdo de outras células (ex.
hemacias) contadas no esfregaco sanguineo (WALKER, 2009). O método de contagem
direta pode ser efetuado no hemocitdometro (camara de Neubauer) usando diluentes
especificos (ex. Rees-Ecker, Oxalato de aménia) ou em aparelho contador de células
eletronico (COLES, 1984).

As aplicagdes clinicas do PRP s&o diversas e muitos dos beneficios citados com
relacdo ao seu uso sdo aplicaveis para as cirurgias de pele (ADLER e KENT, 2002),
tendo sido relatado o seu emprego em operacBes plasticas e procedimentos

reconstrutivos em seres humanos (JAMESON, 2007).
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Usando o PRP em flapes cutaneos, Man et al. (2001), citaram que o mesmo foi
capaz de auxiliar no processo de hemostasia e estimular a formagdo de novos vasos
sanguineos, 0 que por sua vez, reduziu as complicacdes pds-operatdrios (ex. hematoma,
seroma e isquemia), potencializou a cicatrizacdo e diminuiu o tempo de recuperacéao
cirurgica. Sanchez et al. (2003), também atribuiu ao produto o poder de acelerar a
cicatrizagdo de flapes através da mais rapida revascularizacao e reepitelizagéo.

Em trabalho realizado por Clevens (2002), no qual o gel de plaquetas foi
aplicado em pacientes humanos submetidos a cirurgias plasticas e reconstrutivas, o
autor citou que o tempo de recuperacao pos-operatorio foi reduzido em 25 a 40%.

Entretanto, enquanto alguns autores como Adler e Kent (2002) citam que no
futuro o uso do PRP ira revolucionar a cirurgia pela capacidade de potencializar a
cicatrizacdo dos tecidos, outros como Roukis et al. (2006), tem relatado que o0s
resultados em pesquisas realizadas ndo sdo totalmente conclusivos. A literatura por sua
vez, também tem demonstrado resultados controversos que pdem em ddvida o0s
beneficios do seu uso (FRECHETTE et al., 2005; QUINTANA, 2008).

Garcia (2005) cita que ap6s a euforia inicial da utilizacdo do PRP, a posterior
obtencdo de resultados contraditérios com o uso do produto indica que mais pesquisas
experimentais precisam ser efetuadas. Mais especificamente com relacdo a Medicina
Veterinaria, Maia e Souza (2009), relatam que poucos sdo 0s experimentos relacionados
ao emprego do PRP, o que justifica o desenvolvimento de mais experimentos com

animais.
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PLASMA RICO EM PLAQUETAS DE CAES:
AVALIACAO COMPARATIVA ENTRE DOIS PROTOCOLOS PARA A SUA
OBTENCAO

PLATELET-RICH PLASMA IN DOGS:
COMPARATIVE EVALUATION BETWEEN TWO PROTOCOLS TO OBTAIN IT

RESUMO

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto derivado do sangue usado em
procedimentos clinicos ou cirdrgicos com a finalidade de potencializar as diversas etapas do
processo de cicatrizacdo tecidual, pela estimulacdo da angiogénese, mitogénese e
diferenciacéo celular. Muitos estudos tem sido realizados desde a década de 1990 com relacéo
ao uso do PRP, entretanto até 0 momento ainda ndo existe um Gnico protocolo estabelecido
para a sua producdo, ficando portanto, a escolha do mesmo baseada na experiéncia pratica de
cada profissional e equipamentos disponiveis. Objetivou-se com este trabalho testar dois
protocolos (considerados A e B) para a producdo de PRP com o sangue de animais da espécie
canina. Foram coletados trés frascos de sangue periférico de 20 cdes adultos em que um dos
frascos foi usado para producdo do PRP através do protocolo A (centrifugagdo Unica a 1200
rpm/10 min.), outro para fabrica¢do do PRP pelo protocolo B (12 centrifugacdo a 1200 rpm/10
min. e a 22 centrifugacdo a 1600 rpm/10 min.) e o terceiro para realizacdo da contagem
plaquetaria no sangue total, que serviu de pardmetro para os valores alcancados no PRP. No
protocolo que foi possivel alcancar uma maior concentracdo plaquetaria, a avaliacdo de sua
reprodutibilidade foi testada em outros 20 cdes. Com os resultados alcangados, constatou-se
que o protocolo B obteve uma maior plaquetometria em 100% das amostras e, conclui-se que
0 mesmo ¢ eficiente para a producdo do PRP em animais da espécie canina.

Palavras-chaves: Céo, gel de plaquetas, fatores de crescimento.

ABSTRACT

Platelet-rich plasma (PRP) is a blood product used in clinical or surgical procedures to
enhance the different stages of tissue healing through stimulation of angiogenesis,
mitogenesis and cellular differentiation. Many studies have been conducted since the 90°s

regarding the use of PRP, however there is still no single protocol established for its
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production, therefore, the choice of which one to use is based on the practical experience of
each physician and available equipments. The objective of this paper was to analyze two
protocols (considered A and B) for production of PRP in dogs. Peripheral blood of 20 adult
dogs were collected into three tubes, in which one was processed through protocol A (single
centrifugation at 1200 rpm for 10 min.), while another was submitted to protocol B (1
centrifugation at 1200 rpm for 10 min. and 2" centrifugation at 1600 rpm for 10 min.) and the
third was used to perform platelet count in hole blood, which served as a parameter to values
obtained in PRP. The protocol in which it was possible to achieve a higher platelet count, was
tested in other 20 dogs to evaluate its reproducibility. The results determined that protocol B
resulted in a superior platelet count in 100% of the samples, concluding that the referred
protocol is effective for PRP production in dogs.

Key-words: Dog, platelet gel, growth factors.
INTRODUCAO

As lesdes teciduais, sdo causa bastante frequente de atendimento médico-hospitalar,
tanto na Medicina Humana quanto na Veterinaria, e muitas sdo as opc¢des de tratamento
disponiveis para esse tipo de afeccao.

As terapias incluem a aplicacdo de medicamentos topicos, administracdo de farmacos
sistémicos, curativos sintéticos ou bioldgicos, fechamento cirlrgico primario, enxertos ou
flapes, entre outros. Mesmo com tantas técnicas disponiveis, € uma busca constante dos
profissionais da éarea de salude o encontro de outros meios que potencializem esses
procedimentos e/ou o processo de restauracao natural dos tecidos.

Atualmente, tem sido muito reportado na literatura 0 emprego de um produto
proveniente do sangue do proprio paciente, chamado de plasma rico em plaquetas (PRP). O
produto de origem autdgena € obtido por um processo que consiste na centrifugacdo do
sangue total, objetivando concentrar uma maior quantidade de plaquetas em um menor
volume de plasma.

A importancia em aumentar a quantidade de plaquetas estd no fato de que os o-
granulos localizados no seu interior sintetizam e liberam fatores de crescimento (FCs), quando
estas sdo ativadas. Muitas pesquisas tem indicado que os FCs sdo moléculas bioativas
fundamentais para o processo de reparacdo tecidual, pois sdo capazes de estimular a
mitogénese, angiogénese, quimiotaxia e diferenciacdo celular e que quando o PRP é aplicado

sobre um tecido em restauracao, as etapas necessarias para que isso acontecga sao antecipadas.
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Existem relatos do uso do PRP em cirurgias odontoldgicas, ortopédicas, oftalmicas,
neuroldgicas, laparoscopicas, reconstrutivas, entre outras. Apesar dos muitos experimentos
realizados nessa area, a maior parte dos estudos estdo relacionados ao uso do produto em
seres humanos.

Embora muitos autores sugiram que haja grande evidéncia sobre os beneficios do uso
do PRP como promotor da reparagédo tecidual, ainda existem alguns dados conflitantes na
literatura e até o atual momento ndo existe um unico protocolo estabelecido para a producgéo
do mesmo, ficando em geral, a critério de cada pesquisador estabelecer um protocolo proprio
que possa ser exequivel diante das suas condicGes de trabalho.

Independente do método utilizado € recomendado que 0 mesmo seja capaz de
aumentar a contagem plaguetaria em uma concentracdo bem superior aquela encontrada no
sangue total, desde que sejam preservadas a estrutura e funcdo das plaquetas para que estas
possam liberar os FCs quando estimuladas.

Objetivou-se com este trabalho estabelecer um protocolo eficiente para a obtencéo do

PRP em animais da espécie canina por meio da analise comparativa entre dois métodos.

REVISAO DE LITERATURA

De modo geral, denomina-se plasma rico em plaquetas (PRP) um produto derivado do
sangue, que depois de processado (DA SILVA et al., 2007) resulta em um plasma contendo
uma elevada concentracdo desse componente sanguineo (MARX, 2001; FLORYAN e
BERGHOFF, 2004; PAGLIOSA e ALVES, 2007; WHITLOW et al., 2008).

Na realidade o PRP é mais do que um concentrado de plaquetas, uma vez que também
contém fatores de coagulacdo, serotonina (LOPEZ et al., 2007), leucocitos (BARBOSA et al.,
2008) e outras substancias, apesar da plaqueta ser considerada o elemento principal
(MACEDO, 2004).

As plaquetas (ou trombdcitos) sdo pequenos fragmentos citoplasmaticos de
aproximadamente, 2 a 4 um de diametro de formato discéide (WALKER, 2009), produzidas
pela medula dssea a partir de uma célula pluripotencial chamada megacariécito (REBAR et
al., 2003; GENTRY, 2006; REECE e SWENSON, 2006). Cada megacariocito pode dar
origem a até 4.000 plaquetas. Das plaquetas produzidas, aproximadamente 2/3 ficam
circulando na corrente sanguinea, enquanto o restante se encontra armazenado no baco

(HOFFBRAND et al., 2004). Os valores de referéncia para as plaquetas no sangue total de
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animais da espécie canina se encontram entre 200.000/uL a 500.000/uL (JAIN, 1993a;
SANTOS, 2005).

S&o constituintes que atuam diretamente nos processos de hemostasia, cicatrizacdo e
reepitelizacdo, pela liberacéo de diversos fatores de crescimento (FCs) (VENDRAMIN et al.,
2006). Os FCs sdo proteinas sintetizadas e armazenadas nos a-granulos plaquetarios (ADLER
e KENT, 2002) que sdo liberadas ap6s a ativacdo das plaquetas (MARX, 2004; BOLTA,
2007).

Os principais FCs envolvidos na recuperacdo tecidual que comprovadamente estdo
presentes nas plaquetas sdo o fator de crescimento derivado das plaquetas (na suas trés
isoformas PDGFaa, PDGFBB, PDGFaf), fator de crescimento transformador B (isoformas
TGFB1 e TGFP2), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e fator de crescimento
epitelial (EGF) (FURST et al., 2003; MARX, 2004). Alguns autores também citam como
sendo importante o fator de crescimento fibroblastico (FGF) e o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF) (ANITUA et al., 2004; MOREIRA et al., 2008).

A acdo dos diferentes FCs sdo bem similares, mas o conhecimento sobre as moléculas
e mecanismos especificos sobre os quais atuam ainda sdo bastante limitados. Pouco se sabe
também a respeito da quantidade ideal de cada FC ou qual é a dose necessaria para cada tipo
de indicagdo terapéutica (MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2002), entretanto muitos estudos
tem demonstrado que essas proteinas sdo capazes de estimular a angiogénese (GREEN e
KLINK, 1998; MOREIRA et al., 2008), mitogénese, quimiotaxia (SANCHEZ et al., 2003) e
incitar a proliferacdo e diferenciacdo de células progenitoras (LAGUNAS, 2006).

Em decorréncia dessas potencialidades, o PRP se tornou uma opc¢éo para estimular o
processo cicatricial (VENDRAMIN et al., 2006) e desde o momento em que foram
evidenciadas indica¢Bes clinicas para 0 seu uso, Varios protocolos de obtencdo foram
desenvolvidos (BARROSO et al., 2007).

Nas primeiras tentativas de producdo eram utilizados grandes equipamentos de
autotransfusdo que separavam o plasma das hemacias (JAMESON, 2007), entretanto era
preciso colher grandes amostras de sangue (aproximadamente 450 mL) e um profissional
experiente para realizar tal procedimento e manusear a maquina (VENDRAMIN et al., 2006).

Com o passar dos anos foram sendo desenvolvidos equipamentos automaticos menos
sofisticados como o AutoloGel System®, Megallan®, Secquire Cell Separator®, SmartPReP®
e Platelet Concentrate System® (ROUKIS et al., 2006), entretanto esses ainda tem um custo
bastante elevado, tornando o seu emprego restrito (LEMOS et al., 2002; ROSSI JUNIOR e
SOUZA FILHO, 2004).
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Visando reduzir os gastos na producdo, outros protocolos foram criados utilizando
centrifugas convencionais (EFEOGLU et al., 2004), embora muitas vezes 0 processo seja
mais arduo e exija um profissional que tenha experiéncia com a técnica empregada
(VENDRAMIN et al., 2006). Outra consideracdo importante é que usando a centrifuga
laboratorial tem se obtido menores concentragdes de plaquetas e, consequentemente, de FCs
com relacdo ao aparelho automatico (MARX, 2004) (Tabela 01).

Tabela 01: Comparagdo entre o emprego de centrifuga comum e aparelho automético com relagéo a quantidade
de sangue necessario e contagem de plaquetas apés a producéo do PRP.

Método empregado Quantidade de sangue em mL Plaguetometria no PRP

Centrifuga laboratorial 95+41 (433 + 129) x 10°
Protocolo de Anitua (2001)

Centrifuga laboratorial 106+24 (336 + 141) x 10°
Protocolo de Landesberg (2000)

Centrifuga automética 70+15 (939 + 284) x 10°
3i PCCS®

Centrifuga automatica 74+05 (1086 + 227) x 10°
SmartPReP®

Fonte: Modificado de Marx, 2004.

Quando o PRP é preparado usando uma centrifuga convencional, a facilidade de
transporte e manuseio constituem-se em vantagens (MACEDO, 2004) o que permite que 0
produto seja preparado em qualquer ambiente, desde o laboratorio até a sala de cirurgia
(MARX, 2004).

Com relacdo ao processo de centrifugacdo, podem ser distinguidos os procedimentos
que envolvem uma Unica centrifugacdo e aqueles que requerem duas centrifugacoes
(CAMARGO et al., 2002; MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2002; PAGLIOSA e ALVES,
2007) (Tabela 02).
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Tabela 02: Alguns protocolos descritos na literatura para a obtengéo do PRP.

Referéncia

Protocolo

Material utilizado

Sangue

Ativacéo do PRP

Lemos et al.,
2002

Feres Junior et
al., 2004

Macedo, 2004

Ossa e Orego,
2004

Barroso et al.,
2007

Da Silva et al.,
2007

Ferraz et al.,
2007

Lopezetal.,
2007

Suaid et al.,
2007

Barbosa et al.,
2008

De Rossi et al.,
2009

Centrifugacdo Unica:
750 rpm por 10 minutos

Centrifugacdo Unica:
1400 rpm por 10 minutos

Centrifugagdo Unica:
1200 rpm por 10 minutos

12 centrifugacéo:
1200 rpm por 20 minutos
22 centrifugacéo:
2000 rpm por 15 minutos

12 centrifugacdo:
200 g por 10 minutos
28 centrifugacéo:
700 g por 15 minutos

12 centrifugacéo:
1000 rpm por 10 minutos
22 centrifugacéo:
1500 rpm por 10 minutos

12 centrifugacdo:
800 rpm por 10 minutos
28 centrifugacéo:
1600 rpm por 10 minutos

12 centrifugacéo:
500 g por 10 minutos
22 centrifugacéo:
500 g por 10 minutos

12 centrifugacdo:
200 g por 10 minutos
28 centrifugacao:
200 g por 15 minutos

12 centrifugacéo:
1300 rpm por 8 minutos
22 centrifugacéo:
1300 rpm por 8 minutos

12 centrifugacdo:
300 g por 10 minutos
28 centrifugacéo:
640 g por 10 minutos

- Tubos de 4,5 mL
- Centrifuga Fanem

- 4 frascos de 5 mL
- Centrifuga Fanem

- 3tubos de 5 mL
- Centrifuga Fanem
baby I

- Tubos de 5 mL
- Centrifuga

- 10 frascos de 5 mL
- Centrifuga

- 4 tubos de 3 mL

- Centrifuga Excelsa
e

- 4 frascos de 10 mL
- Centrifuga

- 4 tubos de 5 mL
- Centrifuga Selecta®

- 8 tubos de 4,5 mL
- Centrifuga

- 4 tubos de 4,5 mL
- Centrifuga

- 2 tubos de 15 mL
- Centrifuga Sigma

15mL

20 mL

15mL

20 a50 mL

50 mL

12 mL

40 mL

20 mL

36 mL

18 mL

30 mL

Trombina bovina

Trombina autdloga

Nao foi realizado

Trombina bovina

Trombina autéloga

Tromboplastina

Nao foi realizado

Trombina autéloga

Trombina autéloga

Tromboplastina

Trombina autdloga
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Muitos fatores devem ser levados em consideragdo no momento de decidir por qual
técnica seguir, tais como qual vai ser o0 uso clinico do PRP, quem ir processar o material, que
tipo de sistema de coleta serd empregado (ex. bolsa de sangue ou frasco), qual velocidade sera
usada durante a centrifugacéo e quanto tempo vai durar esse processo (JAMESON, 2007).

Ao final da primeira centrifugacéo serdo formadas trés camadas dentro do tubo, sendo a
parte superior, correspondente ao plasma pobre em plaquetas (PPP), a fracdo mediana, o
préprio PRP e a parte inferior, as hemacias (CAMARGO et al., 2002; FERRAZ et al., 2007,
NUNES FILHO et al., 2007), que tendem a se depositar no fundo por terem maior peso
estrutural. Entre o plasma e os eritrocitos também é formada uma delgada camada constituida
por leucécitos e plaquetas maiores (Figura 01), denominada camada leucoplaquetaria
(GREEN e KLINK, 1998), zona de névoa (JAIN, 1993b), creme leucocitario (REBAR et al.,
2003) ou papa leucocitaria (buffy coat) (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999). A parte superior
(plasma) juntamente com a zona de névoa séo pipetados e a camada etritrocitaria, descartada
(MACEDO, 2004).

PLASMA

ZONA DE
NEVOA

HEMACIAS
Figura 01: Plasma, zona de névoa e
hemécias separadas ap6s a primeira

centrifugacao.
Fonte: Aleixo, 2009.

Quando o plasma e zona de névoa sdo submetidos a uma segunda centrifugacao, o
procedimento levara a precipitacdo das plaquetas e das poucas hemécias (que por ventura
possam estar presentes) no fundo do tubo (VENDRAMIN et al., 2006), enquanto que 80% da
parte superior do plasma, correspondente ao PPP é rejeitado (PAGLIOSA e ALVES, 2007). O

plasma remanescente é levemente agitado para resuspender o concentrado de plaquetas (botéo
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plaquetério) localizado no fundo do frasco e assim dar origem ao PRP (BARROSO et al.,
2007).

Em seguida € necessario ativar as plaquetas, que consiste na sua degranulacdo
(FLORYAN e BERGHOFF, 2004) e consequente, liberacdo dos FCs (ALBUQUERQUE et
al., 2008). Alguns protocolos recomendam para ativagdo do PRP a adi¢do da trombina bovina
(MARX, 2004; JAMESON, 2007), tromboplastina (SANTOS, 2005; DA SILVA et al., 2007;
BARBOSA et al., 2008) ou trombina autogena (FERES JUNIOR et al., 2004; ROSSI
JUNIOR e SOUZA FILHO, 2004; LOPEZ et al., 2007). Isso resulta na formacdo de uma
substancia gelatinosa similar a um trombo denominada gel de plaquetas (BOLTA, 2007).

O preparo do PRP em todas as etapas (coleta, centrifugacdo e manipulacéo) deve ser
realizado de forma cuidadosa para garantir a separacdo das plaquetas e evitar o dano a sua
membrana, e consequente morte plaquetaria (PAGLIOSA e ALVES, 2007), pois se as
mesmas se rompem, liberando os FCs antecipadamente, a acdo terapéutica do PRP sera
prejudicada (LOPEZ et al., 2007).

Apds sua producdo, a contagem plaquetaria deve ser expressivamente superior ao do
sangue total para que ocorra a adequada liberacdo dos FCs no local da sua aplicacédo
(PAGLIOSA e ALVES, 2007). Segundo Lemos et al. (2002) e Marx (2004) o PRP deve
apresentar uma concentracao de plaquetas superior a 1.000.000/pL.

A contagem das plaquetas, procedimento recomendado para avaliacdo quantitativa do
protocolo de obtencdo do PRP, pode ser realizada em maquina automatica, no hemocitdmetro
ou ainda por contagem indireta em esfregaco sanguineo (COLES, 1984; SANTQOS, 2005).

A andlise qualitativa do concentrado de plaquetas pode ser feita pela avaliacdo
morfologica das plaquetas em microscopio, citometria de fluxo (LANDI e MARQUES
JUNIOR, 2003), agregometria (HOFFBRAND et al., 2004) ou através da ativacio do PRP
pela adicdo de um agonista (BARROSO et al., 2007). De acordo com Coles (1984), o teste de
agregacao plaquetaria, no qual a trombina é adicionada a uma amostra do PRP e se observa a

formacéo do coégulo, é um exame bastante sensivel.
MATERIAL E METODOS
Previamente, a execucdo do experimento o projeto de pesquisa foi encaminhado para

analise pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE) (Anexo A/Protocolo n° 23082.005458/2009).
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Durante a primeira etapa da pesquisa, foram coletadas amostras de sangue de 20 caes
adultos, machos (nove) e fémeas (11), entre dois e cinco anos de idade e com peso variando
entre 10 a 20 kg. Os animais ndo estavam sendo submetidos a nenhum tipo de terapia
medicamentosa.

Usando um sistema de coleta de sangue a vacuo com agulha calibre 25 x 7 mm’ e
adaptador para coleta®, foram obtidos de cada paciente dois frascos de sangue em tubos de
vidro de 4,5 mL contendo citrato de sédio®, sendo cada frasco submetido a um diferente
protocolo (Protocolo A ou B) para producdo do PRP. Além dessas amostras, outro tubo de 2
mL contendo &cido etileno diamino tetra acético (EDTA)* foi preenchido para realizacdo do
hemograma e quantificacdo plaquetaria no sangue total (valor de referéncia).

A drea da coleta tinha os pélos removidos com uma lamina de tricotomia e era
higienizada com um chumagco de algod&o embebido em solucdo de alcool a 70%°. A veia
cefalica ou safena era escolhida dependendo da facilidade de acesso e calibre da mesma.

Apos a coleta, os tubos foram homogeneizados e remetidos ao laboratorio para serem
processados. Um dos frascos com citrato de sodio foi empregado na producdo do PRP pelo
protocolo A que constava de uma unica centrifugacdo a 1200 rotacbes por minuto (rpm)
durante 10 minutos em uma centrifuga laboratorial de bancada®. Posteriormente, & primeira
centrifugacdo, o tubo apresentava trés camadas distintas formadas pelas hemécias (fundo do
tubo), zona de névoa, composta pelos leucdcitos e plaquetas maiores (camada intermediaria) e
0 plasma (camada superior). Em torno de 80% da parte mais superficial do plasma foi
descartado com um pipetador automatico’e ponteira estéril® de 1 mL. O restante do plasma,
correspondente a parte mais concentrada em plaquetas, e a camada leucoplaquetaria foram
pipetados com ponteira esteril de 100 pL e posteriormente 10 pL, para serem acondicionados
em um frasco estéril de 3 mL sem aditivo®. A camada contendo as hemacias foi descartada.

O outro frasco foi submetido ao Protocolo B que constava de duas centrifugacdes.
Apos a primeira centrifugacdo a 1200 rpm por 10 minutos, todo o plasma e zona de névoa
foram aspirados com uma ponteira estéril de 1 mL, 100 ¢ 10 pL (nessa sequéncia) e

transferidos para um tubo estéril sem aditivo e o material retornava a centrifuga para uma

! Agulha de coleta multipla preta — Vacuette do Brasil, Americana/SP

2 Adaptador padréo — Vacuette do Brasil, Americana/SP

® Tubo de coleta a vacuo com citrato de sédio a 3,2% — Labor Import, Osasco/SP

* Tubo de coleta a vacuo com EDTA Vacuette® — Vacuette do Brasil, Americana/SP

> Alcool etilico hidratado a 70% — Miyako do Brasil ind. e com. Ltda., Guarulhos/SP

® Centrifuga de Bancada Baby® | Modelo 206 BL — Fanem®, Guarulhos/SP

" Pipetador automatico — Kacil industria e comércio Ltda., Recife/PE

® Ponteira tipo Gilson para pipeta automatica — Cral artigos para laboratério Ltda., Cotia/SP
% Tubo de coleta a vacuo sem aditivo Vacuette® — Vacuette do Brasil, Americana/SP
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segunda rotacdo a 1600 rpm por 10 minutos. Em seguida, descartava-se aproximadamente
80% do sobrenadante com um pipetador automatico de 1 mL, permanecendo apenas a parte
mais concentrada em plaquetas e o botdo plaquetario que se encontrava no fundo do tubo.

O fluxograma referente as etapas de producdo do PRP através dos protocolos A e B

podem ser visualizados na Figura 02.
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PROTOCOLO A

Descarte de 80% do plasma e

Aspiracéo e transferéncia de
todo plasma e zona de névoa
transferéncia dos 20% restante e para outro tubo

zona de névoa para outro tubo

1600 rpm/10 minutos

l

Descarte de 80% do
sobrenadante

Figura 02: Fluxograma demonstrando as etapas para obtencdo do PRP através dos protocolos A e B.

Fonte: Aleixo, 2009.

I |57



Artigo | |58

A plaquetometria do PRP obtido pelos protocolos A e B foi efetuada pelo método de
contagem direta descrita por Coles (1984) utilizando o diluente de Rees-Ecker. Foram
contadas no microscépio 6ptico'® (aumento de 400 X) as plaquetas encontradas dentro dos 25
quadrantes centrais de cada lado da camara de Neubauer''e esse valor foi multiplicado por
1000 para fornecer a quantidade total de plaquetas por pL.

No sangue colhido no frasco com EDTA, realizou-se o hemograma e plaquetometria
para avaliar as variacdes quantitativas e morfologicas dos elementos figurados do sangue e
obter os valores de referéncia para as plaquetas dos animais. Efetuou-se a contagem do
nimero total de hemédcias, leucdcitos e hemoglobina em contador semi-automatico de
células'® e a contagem diferencial e analise morfolégica das células através da leitura em
esfregaco sanguineo corado pelo método panético™®. A plaguetometria foi realizada pelo
método direto através da contagem em camara de Neubauer, como descrito para a contagem
no PRP.

Para verificar a suficiéncia amostral, considerou-se o processo inteiramente aleatério
com um erro adotado de 10%. A quantidade de plaquetas alcangadas em cada protocolo (A e
B) e o valor basal (de referéncia) foram analisados por um delineamento inteiramente
aleatorio com trés tratamentos e 20 repeticOes. A comparacdo das médias foi realizada pelo
teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidades (SILVA e SILVA, 1999).

Apos a definicdo do protocolo no qual se alcangou uma maior plaquetometria no PRP
(Protocolo B), o mesmo foi testado em novas amostras colhidas em outros 20 cdes com o
mesmo padrdo de peso e idade, para avaliar o seu indice de reprodutibilidade. Foram
calculadas as estatisticas descritivas de cada grupo e se observaram os comportamentos dos
limites de confianca dos mesmos.

A anélise qualitativa do PRP obtido pelo protocolo B foi efetuada pela observagédo da
coagulagdo do produto apés a adicdo de tromboplastina® na proporcdo de 2:1
(plasma:tromboplastina) em uma amostragem de 10 animais escolhidos ao acaso e através da

avaliacdo morfoldgica das plaquetas em esfregaco sanguineo.

19 Microscépio 6ptico Olympus CH30RF200 — Olympus Optical Co. Ltda., Japdo

1 Neubauer improved Bright Line — Optic Labor, Balgach/Suica

12 Contador de células semi-automéatico Celm CC 530 — Celm Cia. Equipadora de Laboratérios, Barueri/SP
13 Instant Prov — Newprov Produtos para Laboratério Ltda., Pinhais/PR

¥ Tempo de Protrombina (TP) — Laborlab, Guarulhos/SP
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao investigar em literaturas especializadas, percebe-se que o emprego do PRP tem
ganhado muito destaque e sido bastante difundido na Medicina Humana por causa das
diversas aplicag@es clinicas relacionadas ao mesmo. Além do ja conhecido uso em ortopedia e
odontologia, artigos descrevem o seu emprego em cirurgia reconstrutiva, oftdlmica, cardiaca,
uroldgica, laparoscopica, ginecoldgica e neurocirurgia, entre outras. Entretanto, quando se
refere a Medicina Veterinaria, as pesquisas e seu uso clinico sdo mais restritos, o que foi um
dos fatores que motivou a execucao desse experimento.

Durante a etapa inicial da pesquisa a equipe treinou toda metodologia necessaria para a
obtencdo do PRP, desde a coleta de sangue até a adicdo da tromboplastina para producéo do
gel, pois de acordo com Vendramin et al. (2006), o treinamento é de fundamental importancia
para que seja possivel o uso rotineiro da técnica e, apds a fase inicial de aprendizagem e
ajustes do protocolo, os resultados tendem a ser cada vez melhores. Marx (2004) também
recomenda que o processo de centrifugacdo seja executado com muita precisdo para que se
obtenha um plasma com altas concentracdes de plaquetas integras, pois quando as plaquetas
se encontram fragmentadas, elas ndo sdo capazes de liberar os FCs necessarios para a
reparacao tecidual (FERRAZ et al., 2007), demonstrando mais uma vez a importancia do
treinamento prévio para uma melhor execuc¢do da técnica, 0 que € conhecido como curva de
aprendizagem.

Foi determinado que todos os cdes nos quais seriam coletados sangue para o
experimento deveriam ser de médio porte e ter peso variando entre 10 e 20 kg, pois segundo
Marx (2004), algumas pesquisas tem usado animais com pequeno volume sanguineo como
modelo experimental, sendo a quantidade de sangue desses pacientes insuficiente para
produzir o PRP. Nesses casos especificos, acabou-se optando por doadores de sangue e o
concentrado de plaquetas passou a ser homologo, o que descaracteriza o verdadeiro PRP, que
deve ser autdlogo de acordo com o autor supracitado. Este relata ainda, que o uso de sangue
de um animal doador pode gerar reacGes imunoldgicas, além das plaquetas homologas nédo
serem viaveis e possivelmente ndo secretarem adequadamente os FCs, o que pode levar a
resultados falso-negativos a respeito da eficacia do produto. Lemos et al. (2002) e Rossi
Junior e Souza Filho (2004) também citam que existem riscos relacionados ao
desenvolvimento de reagdo imunogénica e transmissao de doengas quando o sangue usado na

fabricacdo do PRP ndo é autogeno. Nas rea¢Ges imunogénicas sdo desenvolvidos anticorpos
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anti-plaquetas que aceleram a sua destruicdo, resultando em uma trombocitopenia
imunomediada (REBAR et al., 2003).

Outro fator que interferiu na determinacdo do porte dos animais que iriam compor o
grupo experimental foi o fato de ter sido usado um sistema de coleta a vacuo para obtencédo do
sangue, pois de acordo com Kerr (2003), 0 mesmo ndo deve ser empregado em pequenos
animais por causar colapso em vasos de menor calibre e paredes finas.

A escolha por esse método de coleta foi direcionado pela maioria dos trabalhos
consultados, no qual se empregavam tubos a vacuo, possivelmente, pela rapidez e facilidade
em obter maiores volumes de sangue com relacdo ao método que utiliza seringas
hipodérmicas. Uma vantagem que pode ser citada da coleta a vacuo foi a facilidade de
encontrar no comércio tubos que ja apresentam no seu interior o anti-coagulante citrato de
sodio na proporcdo recomendada. Anitua et al. (2004), relatam que o anti-coagulante indicado
para 0 PRP é o citrato de sodio, pois esse se liga aos ions de célcio formando quelatos,
impedindo que ocorra a coagulacdo do plasma. Outro beneficio desse anti-coagulante é que
se, posteriormente, for adicionado cloreto de calcio para producdo do gel de plaquetas, o
coagulo é formado naturalmente (GENTRY, 2006).

Apesar de em volumes maiores (4,5 mL) sé existirem tubos com citrato fabricados em
vidro, verificou-se que 0 uso desse tipo de material ndo comprometeu a qualidade final do
PRP, pois foi possivel alcancar altas concentracdes plaquetaria apds a sua producdo. Em
trabalho executado por Shimauti et al. (2002), os autores também constataram que ndo
houveram diferencas significativas na plaguetometria quando o sangue foi colhido em frascos
de vidro ou plastico.

Estimulava-se a permanéncia do proprietario no ambulatorio durante a coleta, para
auxiliar na contencdo fisica e tentar acalmar o paciente com palavras e afagos, visando
propiciar o menor desconforto possivel para o0 mesmo, pois apesar de ser relatada uma
trombocitose fisiologica (JAIN, 1993c; REBAR et al., 2003) associada a contracdo esplénica
em situacdes de estresse e medo (WALKER, 2009), o que poderia resultar em uma maior
concentracdo plaquetéria na coleta, a estimulacdo do sistema nervoso simpatico e liberagdo de
adrenalina que também ocorrem nesse momento, propiciam a ativagdo das plaquetas
(HOFFBRAND et al., 2004) o que ndo é desejavel. Segundo Santos (2005), a ativacao
precoce das plaquetas com formacao de agregacdes pode alterar a plaquetometria de maneira
gue a mesma vai se mostrar reduzida.

Com relagdo ao vaso escolhido para puncéo e coleta, Macedo (2004) recomenda que

se dé preferéncia aos mais calibrosos e facilmente acessiveis e por esse motivo em alguns
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animais a coleta foi realizada na veia cefalica, enquanto que em outros, na safena. Percebeu-se
também durante a venopuncdo que a coleta na safena tinha uma tendéncia a ser mais
tranquila, com minima reacdo de defesa do paciente, possivelmente pelo fato da equipe se
posicionar atras dele durante a manobra, impossibilitando que o mesmo percebesse ou
visualizasse o procedimento.

A comparacdo entre o protocolo de centrifugagdo Unica e de duas centrifugacdes se
fundamentou no fato de alguns autores (GREEN e KLINK, 1998; NUNES FILHO et al.,
2007; MESSORA et al., 2009) recomendarem a primeira técnica enquanto outros
(SONNLEITNER et al., 2000; OSSA e OREGO, 2004; SILVA et al., 2009) indicam a
segunda.

Para a centrifugacdo do plasma, optou-se pelo uso de 1200 e 1600 rpm, porque essas
rotacOes eram executaveis na centrifuga utilizada e por estarem dentro da média estabelecida
em outros trabalhos, apesar de ndo terem sido encontrados artigos com a combinacgao dessas
mesmas velocidades. O aumento na velocidade de rotagdo na segunda centrifugacdo para
1600 rpm foi correspondente ao aumento de um nivel de acordo com a capacidade da
centrifuga utilizada, onde cada nivel de graduacdo equivalia a 400 rpm (ex. nivel 1: 400
rpm/nivel 2: 800 rpm/nivel 3: 1200 rpm/nivel 4: 1600 rpm, etc). A necessidade de aumentar a
velocidade de centrifugacdo no segundo processo, assim como realizado nos trabalhos de
Aghallo et al. (2002), Scarso Filho (2002) e Ferraz et al. (2007), entre outros, foi baseado no
fato de que Barroso et al. (2007), descrevem que uma segunda rotacdo de maior intensidade
permite separar melhor a fracdo do PPP, que corresponde a parte superior, da parte inferior,
que representa o PRP.

N&o foram escolhidas centrifugacdes mais altas do que 1600 rpm como as realizadas
por Ferraz et al. (2007), em que também foi testado 3200 rpm, pois Adler e Kent (2002)
relatam que a velocidade da centrifugacdo excessiva podera danificar as plaquetas e resultar
em um PRP de ma qualidade. Os resultados alcancados por Ferraz e colaboradores
demonstraram que apesar da segunda centrifugacdo em 3200 rpm ter concentrado uma maior
guantidade de plaquetas, estas se encontravam morfologicamente alteradas, interferindo desta
maneira na qualidade do produto.

No protocolo A foi possivel alcancar um aumento médio de 190,22% na
plaquetometria com relacdo a contagem no sangue total. Com o protocolo B esse valor foi de
449,02%, demonstrando dessa forma, a superioridade do segundo método com relagdo a
capacidade de concentrar as plaquetas (Figura 03).
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Figura 03: Aumento em porcentagem da plaquetometria no protocolo A (1200
rpm/10 min.) e B (1200 rpm/10 min. e 1600 rpm/10 min.) com relacdo ao sangue
total.

Como a maior parte dos seres humanos apresenta concentracdo plaquetaria no sangue
basal entre 200.000 = 75.000, e o incremento na plaquetometria do PRP deve ser de quatro a
cinco vezes, entdo 1.000.000 de plaquetas é o valor estipulado para que se atinja a acdo
terapéutica do PRP (MARX, 2004). Barroso et al. (2007), citam que esse valor pode ser entre
900.000 e 1.000.000/uL. Como os valores de referéncia para as plaguetas em animais da
espécie canina sdo similares aos dos humanos, é possivel extrapolar esses dados para a
Medicina Veterinaria, sugerindo que uma contagem de 1.000.000 de plaquetas é recomendada
para que o produto seja eficiente.

No presente experimento, o calculo do tamanho da amostra indicou que seriam
necessarios 13,26 animais (no caso 14) com um erro real de amostragem de 8,15%. Como
foram utilizados 20 animais e o erro foi inferior ao maximo adotado (10%), o nimero de
pacientes foi considerado suficiente. Avaliando a figura 04, verificou-se que em trés dos 20
animais (n. 7, 15 e 20) ndo foi atingido o valor de 1.000.000/puL em ambos os protocolos. Em
dois animais (n. 15 e 20) a plaquetometria ficou abaixo de 900.000/pL, porém ainda foi
possivel incrementar a contagem plaquetaria desses pacientes em cinco vezes com relacéo ao

valor basal, portanto estes também podem ser considerados PRP.
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Figura 04: Contagem de plaguetas em cada paciente no sangue total e no plasma rico em
plaquetas (PRP) obtido através do protocolo A (1200 rpm/10 min.) e B (1200 rpm/10 min. e
1600 rpm/10 min.).

O fato de ndo ter se atingido 1.000.000/uL nos trés animais citados, pode ser
justificado pelos mesmos terem apresentado uma contagem plaquetaria inferior ao valor de
referéncia para a espéecie canina no sangue basal. Conforme afirmado por Floryan e Berghoff
(2004), animais trombocitopénicos ndo devem ser usados para a produ¢do do PRP, uma vez
que o valor da plaquetometria do mesmo esta diretamente relacionada a contagem no sangue
total (BARBOSA et al., 2008). Os resultados aqui observados confirmam essa recomendacéo.

Diversas causas podem resultar em trombocitopenias, entre elas a hipoplasia medular
(ex. induzida por farmacos), doencas infecciosas (ex. erliquiose), trombocitopenia
imunomediada, coagulacdo intravascular disseminada (REBAR et al., 2003), doenga
esplénica, endotoxemia, deficiéncia nutricional severa entre outros (WALKER, 2009).

Entre as causas citadas, merece relevancia a trombocitopenia causada pela Anaplasma
platys cuja célula alvo ¢é a plaqueta, pois 0 nimero de casos suspeitos de infeccdo por essa
bactéria vem aumentando em todo mundo (PAZ e SILVA et al., 2009). Mais especificamente
com relagéo a cidade do Recife, localidade onde o experimento foi executado, uma pesquisa
realizada por Teixeira et al. (2002), com cdes naturalmente infectados pelo parasito, constatou
que o sinal laboratorial mais freqiientemente observado nesses animais foi a trombocitopenia
(79%).

Ao comparar dois protocolos de producdo de PRP, Macedo (2004) percebeu que a

técnica que constava de uma centrifugacdo (grupo 1) propiciou um aumento de 143% na
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concentracdo plaquetaria e que apds duas centrifugacées (grupo I1) esse valor chegou a 327%,
concordando com os resultados aqui ancancados onde o método de duas centrifugacbes teve
resultados superiores. Uma diferenca a ser destacada entre os experimentos € que no grupo |
do trabalho supracitado todo o plasma foi aspirado e considerado PRP, enquanto que nesta
pesquisa, ainda foi descartado aproximadamente 80% da parte mais superficial do plasma,
que foi considerado como PPP, e provavelmente por isso, a porcentagem de aumento do
grupo | do referido trabalho foi inferior ao alcangado no protocolo A desta pesquisa.
Aplicando-se o teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidades, foram encontrados os

resultados descritos na Tabela 03.

Tabela 03: Resultados do teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidades.

TRATAMENTO MEDIA

PRP/Protocolo B 1303000 A
PRP/Protocolo A 683000 B
Sangue Total 236750 C

* Letras iguais significam que os tratamentos nédo diferem entre si.

O teste de Tukey demonstrou que as trés plaquetometrias foram diferentes entre si,
sendo, o protocolo B mais eficiente por concentrar um maior nimero de plaquetas por animal
analisado. Em termos percentuais, o protocolo B alcangou em média 90,78% mais plaquetas
que o protocolo A.

Para confirmar que o protocolo B foi 0 mais eficiente, aplicou-se tal método em outros

20 animais para observar a reprodutibilidade do mesmo (Tabela 04).

Tabela 04: Estatisticas para as relacfes entre a contagem de plaquetas no protocolo B nos 20 animais da
primeira etapa do experimento (EI) e nos 20 animais da segunda etapa (EIl) usados para avaliar a
reprodutibilidade do método.

Estatisticas Animais El Animais EII
Numero de animais 20 20
Meédia 5,489 5,374
Limite Superior* 5,805 5,786
Limite Inferior* 5174 4,962

*99% de confiabilidade.
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As relagdes entre a plaquetometria do protocolo B nos primeiros 20 animais e nos
outros 20 usados para verificar a estabilidade do método e de treinamento e eficiéncia da
equipe, apresentaram resultados muito proximos e com limites de confianca cruzando entre si,
0 que demonstrou que o procedimento se repetiu na EIl, corroborando com os dados
alcancados por Vendramin et al. (2006), nos quais os concentrados de plaquetas produzidos
apos a definicdo de um protocolo foram reprodutiveis em todos os outros dez testes realizados
com essa finalidade.

A observacdo morfolégica das plaquetas do PRP em esfregaco sanguineo néo
demonstrou nenhuma alteragdo, sendo a mesma recomendada com técnica para avaliar a
qualidade do produto, pois quando as plaquetas estdo ativadas elas mudam de forma passando
a apresentar pseuddépodos citoplasmaticos (REBAR, et al., 2003). A ativacdo plaquetaria
durante o processamento do PRP pode antecipar a liberagdo dos FCs pelos a-granulos,
resultando na perda desses no plasma (EPPLEY et al., 2004).

Na avaliacdo qualitativa do PRP produzido pelo protocolo B usando o teste de
agregacdo plaquetaria em uma amostragem de dez animais, aproximadamente seis segundos

apos a adicado do reativo agonista, foi observado a formacdo do gel de plaquetas (Figura 05).

Figura 05: Gel de plaquetas (seta vermelha)
formado ap6s a adicdo do agonista
tromboplastina.

Fonte: Aleixo, 2009.

Procedimento semelhante foi realizado em pesquisa de Barroso et al. (2007), em que a
avaliacdo da funcdo plaquetaria foi desempenhada pela ativacdo do PRP depois da adi¢céo de
trombina e observacdo da formacgdo do coagulo em oito amostras de um total de 45 pacientes.
Os autores também submeteram o material a uma analise pela citometria de fluxo, porém de
acordo com Landi e Marques Junior (2003) a necessidade de mdo-de-obra especializada e do

citdmetro de fluxo limitam o emprego dessa técnica.
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Deu-se preferéncia ao uso da tromboplastina, pois 0 mesmo é citado como uma das
opcOes disponiveis para promover a ativacdo plaquetaria e pelos resultados pré-experimentais
favoraveis encontrados com seu emprego. Barbosa et al. (2008), também trabalharam com a
tromboplastina para confec¢do do gel de PRP, justificando que a trombina bovina ndo €
facilmente encontrada no Brasil. Além disso, de acordo com Vendramin et al. (2006), quando
se utiliza a trombina autéloga a concentracdo da mesma deve ser medida por ensaio de
atividade amidolitica usando um substrato cromogénico especifico. O fato de ser necessario
quantificar a trombina aut6loga e dispor de equipamentos e/ou materiais especificos para isso,
0 que resulta em maior custo de producdo, além das etapas extras necessarias para a sua

fabricacdo, acabaram desencorajando 0 seu uso.

CONCLUSAO

Conclui-se que o protocolo de obtengédo do plasma rico em plaquetas (PRP) em
animais da espécie canina, constituido de duas centrifugacGes, sendo a primeira a 1200 e a
segunda a 1600 rpm por 10 minutos cada ciclo, propicia uma maior concentracdo plaquetaria

quando comparado ao protocolo de centrifugacdo Gnica a 1200 rpm por 10 minutos.
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PRODUCAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS NO PERIODO PRE OU TRANS-
OPERATORIO: MOMENTO IDEAL PARA SUA OBTENCAO

PRODUCTION OF PLATELET-RICH PLASMA DURING PRE OR TRANS
SURGICAL PERIOD: THE IDEAL MOMENT TO OBTAIN IT

RESUMO

Avaliando a préatica de outros pesquisadores com relacdo a producdo do plasma rico
em plaquetas (PRP) é possivel constatar que ndo existe uma unanimidade com relagéo ao
momento em que o sangue deve ser coletado e processado. Alguns relatam a coleta e
preparacdo pré-operatoria, antes da administracdo de farmacos, fluidos ou trauma cirurgico,
enquanto outros descrevem e indicam que esses procedimentos sejam realizados durante o
periodo trans-operatdrio. Neste artigo se objetivou determinar qual é o melhor momento para
realizar a coleta da amostra de sangue e producdo do PRP, baseado na quantidade de
plaquetas alcancadas. Foram coletadas amostras de sangue de 20 cadelas higidas, de médio
porte (10 a 20 kg), com idade variando entre dois e cinco anos que seriam submetidas a
castracdo eletiva. As coletas foram efetuadas em dois momentos distintos: na etapa pré-
cirirgica antes das pacientes serem submetidas a anestesia e fluidoterapia (My) e
posteriormente, no ambiente cirlrgico, apds a administracao dos farmacos anestésicos e fluido
intravenoso (M;). Visando a obtencdo do PRP, foi empregado uma metodologia onde o
sangue foi centrifugado a 1200 rpm durante 10 minutos e na sequéncia a 1600 rpm por 10
minutos. Como os resultados alcangados demonstraram que a coleta de sangue realizada no
M; apresentou uma reducdo de 29% na concentragdo plaquetaria do PRP com rela¢do a Mo,
recomenda-se que essa etapa, considerada essencial para producdo do concentrado de
plaquetas, seja realizada no periodo pré-cirargico.

Palavras-chaves: Céo, cirurgia, concentrado de plaquetas.

ABSTRACT

Evaluating the practice of other researchers regarding production of platelet-rich
plasma (PRP) it’s observed that there is no unanimity about the moment in which the blood
must be collected and processed. Some report the collection and preparation in preoperative

time, prior to drugs and fluid administration or surgical trauma, while others describe and
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indicate that these procedures should be performed during surgery. This paper aimed to
determine which is the best time to perform blood collection and PRP production, based on
the number of platelets in the product. Blood samples were collected from 20 healthy medium
sized (10 to 20 kg) dogs, between two and five years old, that were undergoing elective
castration at two different times: in pre-surgical period prior to patient’s anesthesia and fluid
therapy (Mo) and thereafter, at the surgical environment and after administration of anesthetic
drugs and intravenous fluid (M;). In order to obtain the PRP the blood was centrifuged at
1200 rpm for 10 minutes and in sequence at 1600 rpm for 10 minutes. As the results showed
that blood collection performed in M; decreased in 29% platelet count of PRP compared to
Mo, it is recommended that this step, considered essential for production of platelet
concentrates, should be performed in pre-surgery moment (Mo).

Keywords: Dog, surgery, platelet concentrate.

INTRODUCAO

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto obtido a partir da centrifugacdo do
sangue do paciente, visando concentrar uma alta quantidade de plaquetas em um reduzido
volume de plasma.

O produto tem sido amplamente estudado, pois existem indicios de que o mesmo €
capaz de incrementar o processo cicatricial de tecidos moles e duros. Muitos protocolos foram
desenvolvidos para a sua obtencdo e esses variam em diversos aspectos, tais como a
quantidade de sangue coletado, nimero e velocidade de centrifugacdo e equipamentos
utilizados.

O momento para a producdo do PRP é um tema que ndo tem sido amplamente
discutido, mas que possivelmente pode exercer alguma influéncia com relacdo a
plaquetometria do produto.

Percebe-se que alguns pesquisadores preferem realizar a coleta e processamento do
sangue antes da cirurgia, alguns até descrevendo a realizacdo dessas etapas 24 horas antes do
uso do PRP com o principal intuito de ndo atrasar o ato operat6rio caso haja uma demora
imprevisivel na producdo do material, enquanto outros optam por obter o sangue durante o ato
operatorio. Geralmente, nesses casos sao usados equipamentos automatizados, nos quais toda
a metodologia de preparo nédo ultrapassa 30 minutos, o que dificilmente, levaria a um atraso

no procedimento cirdrgico.
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Entretanto outros fatores além do tempo necessario para o preparo do PRP precisam
ser levados em consideracdo, como a influéncia dos farmacos administrados, fluidoterapia
instituida, interferéncia do trauma cirdrgico, além dos riscos que podem ser gerados para o
paciente.

Como na literatura atual ainda né&o existem artigos que fagcam uma comparagdo com
relacdo a coleta e processamento do PRP nos periodos pré e trans-operatério e,
principalmente, relatem se existem diferencas na concentracdo plagquetaria entre esses

momentos, esta pesquisa foi executada com esse objetivo.

REVISAO DE LITERATURA

Plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos de aproximadamente 2 a 4 um
(KIERSZENBAUM, 2004) produzidos na medula 6ssea pelos megacariocitos (GENTRY,
2006; REECE e SWENSON, 2006; MOTA e TUDURY, 2009).

Uma das principais funcBes das plaquetas é atuar na coagulacdo sanguinea (JAIN,
1993a; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004; KIERSZENBAUM, 2004), porém além dessa
funcéo ja consagrada, as mesmas séo capazes de liberar substancias conhecidas por fatores de
crescimento (FCs) que promovem a angiogénese, mitogénese, quimiotaxia (MAIA e SOUZA,
2009) sintese de matriz e diferenciagdo tecidual (LAGUNAS, 2006; BARBOSA et al., 2008).

Sdo componentes extremamente numMerosos no sangue e a contagem plaquetéaria pode
variar entre as diferentes espécies (REECE e SWENSON, 2006), entretanto em caes
saudaveis os valores de referéncia para a plaquetometria vao de 200.000 a 500.000/uL (JAIN,
1993b; WALKER, 2009).

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto organico e atdéxico (MARX et al.,
1998; ANITUA, 1999; FERES JUNIOR et al., 2004) que é conseguido mediante a
centrifugagédo de sangue autdgeno (BARROSO et al., 2007; DA SILVA et al., 2007). Ele é
capaz de concentrar em trés a cinco vezes a quantidade de plaguetas em comparacdo ao
sangue basal (WHITLOW et al., 2008) e o numero aumentado de plaquetas, resulta em uma
maior concentracdo de FCs (MAN et al., 2001; MARX, 2001; MESSORA et al., 2009).

Em decorréncia das potencialidades atribuidas aos FCs citados acima, o PRP tem sido
empregado desde a década de 1990 como um complemento aos procedimentos de
regeneragdo tecidual (AGHALLO et al., 2002; MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2002).
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Independente do método utilizado para a sua producdo, o0 mesmo deve ser bem
explorado de forma que se consiga atingir a concentracdo de plaquetas considerada seu nivel
terapéutico (1.000.000/uL) (JAMESON, 2007).

Nas primeiras tentativas de fabricacdo do PRP eram utilizadas grandes maquinas de
autotransfusdo localizadas dentro do ambiente cirurgico (VENDRAMIN et al., 2006;
JAMESON, 2007). A coleta de sangue era realizada com um cateter venoso central
posicionado no paciente durante a cirurgia e eram necessarios, aproximadamente, 400 a 500
mL de sangue, além de um técnico especializado para operar o equipamento, 0 que acabava
limitando o procedimento aos centros cirdrgicos e resultavam em maior risco de morbidade
para o paciente (KEVY e JACOBSON, 2004; DE ROSSI et al., 2009). Outra desvantagem
citada era que a técnica era muito dispendiosa, o que dificultou a sua implementacédo a nivel
ambulatorial (MARX et al.,1998; MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2002).

Alguns anos mais tarde foram desenvolvidos equipamentos automaticos visando
facilitar o procedimento, reduzir os custos (VENDRAMIN et al., 2006) e minimizar 0s riscos
para o paciente (ROUKIS et al., 2006).

Esses aparelhos requerem menores volumes de sangue (MAN et al., 2001; KEVY e
JACOBSON, 2004; LAGUNAS, 2006; THEORET, 2008) e todo o processo leva no méaximo
30 minutos (GREEN e KLINK, 1998; ROUKIS et al., 2006) e por isso autores como Marx et
al. (1998), sugerem que como 0 mesmo ndo aumenta o tempo cirdrgico, a producdo do PRP
pode ser realizado durante o periodo trans-operatorio.

Em seguida, foram desenvolvidos protocolos empregando centrifugas comuns que
simplificaram ainda mais a obten¢do do PRP ao ponto de permitir que o produto pudesse ser
preparado em qualquer ambiente, desde o laboratorio até a sala de cirurgia (MARX, 2004;
VENDRAMIN et al., 2006).

Isso pode ser considerado uma vantagem, pois a coleta, preferencialmente, deve ser
realizada no periodo pré-operatorio antes da administracdo de qualquer fluido intravenoso,
para evitar a diluicdo da amostra (ROUKIS et al., 2006) e porque a ativacdo precoce das
plaquetas que pode acontecer durante o ato cirdrgico resulta em agregacdo plaquetéria
(ADLER e KENT, 2002) e ¢ possivel que ocorram alteragcdes que acabardo interferindo na
qualidade final do produto (LANDI e MARQUES JUNIOR, 2003).

Na opinido de Barbosa et al. (2008), a fabricacdo do PRP deve anteceder o
procedimento cirurgico, pois se for realizado durante o trans-operatorio pode acarretar no
atraso da cirurgia, resultando assim, em maior exposicdo do paciente aos agentes anestésicos,

sendo isso, particularmente, importante quando sdo usados meétodos que empregam
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centrifugas laboratoriais que demoram mais tempo para serem executados do que 0s
procedimentos automatizados.

Também deve ser levado em consideracdo que alguns farmacos podem resultar na
diminuicdo na contagem (JAIN, 1993a; REBAR et al., 2003) e/ou funcdo plaquetaria
(REBAR et al., 2003), inclusive aqueles administrados na cirurgia como parte do protocolo
anestésico como 0s anestésicos gerais, anestésicos locais, tranquilizantes, antiinflamatdrios
ndo-esteroidais e antibidticos (KERR, 2003) (Quadro 01).

Quadro 01: Farmacos que podem resultar em trombocitopenia e/ou trombocitopatia.

TROMBOCITOPENIA TROMBOCITOPATIA
% Antiinflamatérios n&o esterides * % Antiinflamatérios ndo esteroides *
< Antibidticos 2 < Antibidticos *
% Anticonvulsivantes * < Blogueadores dos canais de célcio *
% Quimioterapicos * % Anestésicos gerais *
% Diuréticos * % Anti-coagulantes *
% Anti-coagulantes * < Quimioteréapicos *
% Anestésicos barbitdricos 2

Fonte: 1. Rebar et al., 2003; 2. Walker, 2009; 3. Gentry, 2006.

MATERIAL E METODOS

Previamente, a realizacdo do experimento, 0 mesmo foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) (Anexo A) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), sob o nimero de protocolo 23082.005458/20009.

O grupo experimental foi composto por 20 cadelas, com peso entre 10 e 20 kg e idade
variando de dois a cinco anos. Todas as cadelas foram avaliadas atraves de exame clinico e
hemograma e os resultados demonstraram que as mesmas estavam clinicamente saudaveis e,
portanto aptas para serem submetidas a ovariosalpingohisterectomia (OSH) eletiva.

Em cada paciente foram colhidas amostras de sangue em dois momentos distintos: no
periodo pré-operatorio antes de serem anestesiadas e submetidas a fluidoterapia (Mo) e no
trans-cirdrgico apds a obtengdo do plano anestésico e administracdo de fluido intravenoso,
porém antes do trauma cirargico (M;). Em ambos os tempos, e utilizando um sistema de

coleta a vacuo, foram coletados 6,5 mL de sangue em dois frascos, sendo um de vidro com o
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anti-coagulante citrato de sédio* para producéo do PRP e quantificacéo plaquetaria (4,5 mL) e
outro de plastico com &cido etileno diamino tetra acético (EDTA)? para realizagdo da
plaquetometria no sangue total (2 mL).

A primeira coleta foi realizada com a paciente ainda na sala de preparacédo cirdrgica.
Os pélos no local da venopuncéo foram removidos com lamina de tricotomia® e se higienizava
a area com solucdo de alcool a 70%*. O membro foi garroteado com um torniquete de
elastico® e, puncionou-se a veia cefélica ou safena (dependendo da facilidade de acesso e
calibre da mesma) para o preenchimento dos dois tubos, os quais foram delicadamente
inclinados algumas vezes para promover a homogeneizacdo do sangue com o anti-coagulante
e evitar a coagulacéo e perda do material.

Os frascos foram enviados de imediato para o laboratério onde o tubo colhido para
producdo do PRP foi submetido a uma primeira centrifugacdo a 1200 rpm durante 10 minutos
em centrifuga laboratorial comum®. Em seguida, todo o plasma e a camada leucoplaquetéria
que se localizavam acima das hemacias decantadas no fundo do tubo, foram transferidos para
um segundo frasco estéril sem aditivo’ usando uma pipeta de precisdo® e ponteira estéril®, para
ser centrifugado novamente a 1600 rpm por 10 minutos. Posteriormente, descartou-se
aproximadamente 80% do sobrenadante, mantendo no frasco apenas a parte final do plasma e
0 botdo plaquetério. Esse material foi levemente agitado para promover a resuspensdo das
plaquetas, como sugerido por Aghallo et al. (2002), resultando assim na produgéo do PRP.

Na sequéncia, se procedia a plaguetometria do PRP e do sangue total através do
método de contagem direta em camara de Neubauer'® descrita por Coles (1984), usando o
diluente de Rees-Ecker.

Simultaneamente em outra sala, foram realizadas a tricotomia do campo operatorio e
0s procedimentos anestésicos, visando preparar a paciente para a cirurgia.

O protocolo anestésico utilizado constituiu-se de cloridrato de acepromazina! na dose

de 0,1 mg/kg, pela via intramuscular (IM) associado a 1 mg/kg de cloridrato de tramadol?

! Tubo de coleta a vacuo com citrato de sodio a 3,2% — Labor Import, Osasco/SP

2 Tubo de coleta a vacuo com EDTA Vacuette® — Vacuette do Brasil, Americana/SP
¥ Lamina Wilkinson Sword® — Gilete do Brasil, Manaus/AM

* Alcool etilico hidratado a 70% — Miyako do Brasil ind. e com. Ltda., Guarulhos/SP
® Tornique Vacuette®— Vacuette do Brasil — Americana/SP

® Centrifuga de Bancada Baby® | Modelo 206 BL — Fanem®, Guarulhos/SP

" Tubo de coleta a vacuo sem aditivo Vacuette® — Vacuette do Brasil, Americana/SP
® Pipetador automatico — Kacil industria e comércio Ltda., Recife/PE

% Ponteira tipo Gilson para pipeta automatica — Cral artigos para laboratério Ltda., Cotia/SP
19 Neubauer improved Bright Line — Optic Labor , Balgach/Suica

1 Acepramazin® 0,2% — Syntec do Brasil Ltda., Cotia/SP

12 Tramal® 5% — Unido Quimica, Pouso Alegre/MG


http://www.twenga.com.br/oferta/39902/9202321383749304971.html
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pela mesma via, como medicagdes pré-anestesicas. Com o paciente tranquilizado, realizava-se
a ampla tricotomia da regido abdominal ventral e lateral do pescoco, para propiciar acesso ao
campo operatorio e veia jugular, respectivamente.

Apbs o transporte do paciente para a sala de cirurgia, procedeu-se a venopun¢do da
cefélica para realizagdo da fluidoterapia de manutencdo com solucgdo de ringer com lactato de

sodio™ e indugdo anestésica com propofol**

na dose de 4 mg/kg. A manutencdo do plano
anestésico foi realizada com isofluorano’® em 100% de oxigénio livre em circuito semi-
fechado apds a intubacao orotraqueal.

Logo apos a estabilizacdo anestésica e com o paciente posicionado em decuUbito dorsal
sobre a mesa cirdrgica (para permitir acesso a linha média ventral), realizavou-se a segunda
coleta sanguinea (M) atraves da veia jugular (Figura 01) onde 6,5 mL foram coletados e
distribuidos em dois frascos, um com citrato de sédio e um com EDTA, sendo o primeiro
utilizado para produzir e contar as plaquetas no PRP e o outro para realizar a plaquetometria

no sangue total.

Figura 01: Coleta de sangue na veia jugular
com a paciente anestesiada.
Fonte: Aleixo, 2009.

Os passos seguintes, com relacdo a realizacdo da plaquetometria no sangue total e
producéo e contagem de plaquetas no PRP seguiram a mesma metodologia descrita em M.
Em continuidade, procedeu-se a cirurgia de OSH seguindo técnica preconizada por
Stone (2007).
Para o calculo da suficiéncia amostral foi adotado um processo inteiramente aleat6rio

com um erro estipulado de 10% (MEUNIER et al., 2001). A analise estatistica foi realizada

'3 Ringer Lactato® — Biosintética, Ribeirdo Preto/SP
¥ propovan® 1% — Cristalia, Itapira/SP
15 Isoforine® - Cristalia, Itapira/SP
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considerando um delineamento inteiramente aleatério, aplicando o teste de Tukey ao nivel de
1% de probabilidades. Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software
SYSTAT 10 (versdo demo).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na literatura ndo foram encontrados artigos que tenham realizado uma analise
comparativa com relacdo a coleta de sangue e producdo do PRP nos momentos pré e trans-
operatério, apesar de muitas pesquisas ja terem sido descritas desde a década de 1990
avaliando a acgdo de diversos fatores tais como a velocidade de centrifugagcdo (VENDRAMIN
et al., 2006; FERRAZ et al., 2007) equipamento (WEIBRICH et al., 2002; ROUKIS et al.,
2006), anti-coagulante (LACOSTE et al., 2003) ou protocolo utilizado (SONNLEITNER et
al., 2000; KEVY e JACOBSON, 2004; MESSORA et al., 2009). Entretanto, esse € um
assunto que precisa ser mais explorado, ja que ndo existe um consenso entre 0s pesquisadores
e alguns recomendam que esses procedimentos sejam efetuados durante o pré-operatério
(ANITUA, 1999; FLORYAN e BERGHOFF, 2004; SANTOS, 2007; DE ROSSI et al., 2009;
SILVA et al., 2009), enquanto outros aconselham o trans-cirdrgico (MAN et al., 2001; ROSSI
JUNIOR, 2001; LEMOS et al., 2002; GARCIA, 2005; DA SILVA et al., 2007; NUNES
FILHO et al., 2007; MESSORA et al., 2009).

Se 0 objetivo principal da sua producdo € a obtencdo de um plasma com uma maior
concentracdo plaquetéria possivel, para que o mesmo possa exercer um efeito terapéutico
sobre os tecidos nos quais ele é aplicado, ressalta-se a importancia de uma avaliacdo mais
criteriosa sobre a diferenca que pode existir na plaquetometria do PRP quando a coleta de
sangue é realizada na fase pré-cirdrgica em ambiente ambulatorial (M) ou na sala de cirurgia
com o paciente ja anestesiado (M,).

Com esse intuito, coletou-se sangue de 20 cadelas que posteriormente, seriam
submetidas a castracdo eletiva, nos dois momentos citados acima e os resultados alcancados
(Tabela 01) foram submetidos ao teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidades (Tabela
02), onde foi constatado que existe diferenca significativa entre a plaguetometria do PRP no
Mo e M.
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Tabela 01: Contagem plaquetaria de cada animal no sangue total e PRP em Mg e M;.

Mo M,
Paciente Sangue total PRP Sangue total PRP
1 315000 1422000 240000 1045000
2 227000 1350000 174000 927000
3 258000 1525000 179000 1079000
4 272000 1481000 179000 1023000
5 299000 1740000 202000 1296000
6 238000 1418000 161000 1009000
7 319000 1694000 239000 1221000
8 309000 1640000 216000 1100000
9 204000 1078000 157000 790000
10 218000 1197000 185000 834000
11 304000 1517000 200000 807000
12 222000 1039000 198000 771000
13 279000 1391000 191000 1035000
14 221000 1292000 155000 918000
15 201000 1009000 152000 800000
16 241000 1114000 184000 819000
17 246000 1395000 195000 944000
18 237000 1129000 184000 860000
19 287000 1345000 195000 1004000
20 217000 1293000 152000 920000

OBS: O calculo de suficiéncia amostral demonstrou que o n adotado foi suficiente para permitir a realizagéo

do experimento.
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Tabela 02: Resultados para os tratamentos analisados no teste de Tukey ao nivel de 1% de probabilidades.

TRATAMENTO ANALISADO MEDIA REPETICOES GRUPO DE TUKEY
Plaquetas/Sangue total/M, 255700 20 C
Plaquetas/Sangue total/ M, 186900 20 C
Plaquetas/PRP/M 1351450 20 A
Plaguetas/PRP/M; 960100 20 B

* Letras iguais significam que os tratamentos ndo diferem entre si.

No My a plaquetometria no sangue total variou entre 201.000 e 319.000 (média
255.700) e no PRP entre 1.009.000 a 1.740.000 (média 1.351.450), enquanto que os valores
alcancados no M; foram de 152.000 a 240.000 (média 186.900) no sangue total e 771.000 a
1.296.000 (média 960.100) no PRP.

Os tratamentos demonstraram mesmo padrdo na contagem plaquetéria no sangue total
e no PRP, no qual os valores alcangados em My tiveram um decréscimo em My (Figuras 02 e
03). Os dados foram homogéneos, ndo tendo sido constatado em nenhum paciente um
acréscimo na contagem plaquetaria no sangue total ou no PRP em M; quando comparado com
Mo.

350000
300000
250000

200000

150000 Mo

M,
100000

Flaguetometria Sangue total

50000

0

1234 5878 91011121314 151617181920

Faciente

Figura 02: Plaquetometria alcangada no sangue total nos momentos My e M.
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Figura 03: Contagem plaquetéria do PRP em My e My,
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Quando ocorre uma diminuicdo das plaquetas no sangue total em M; como visualizado

na figura 02 ¢é de se esperar que 0 mesmo aconteca com as plaquetas do PRP (Figura 03), pois

de acordo com Barbosa et al. (2008), a contagem de plaquetas no PRP é diretamente

proporcional com a sua concentracdo no sangue basal. Ao analisar em valores percentuais,

constatou-se que a coleta de sangue realizada no M; apresentou uma redugdo de 29% na
concentracdo plaquetaria do PRP com relacéo a My,

Porcentagem

430%

425%

420%

415%

410%

M,

Figura 04: Média da concentracdo plaquetaria alcancada apds a producédo
do PRP com relagdo ao sangue total em M, e M, e a reducdo observada na
plaquetometria entre os referidos momentos.
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A reducdo evidente na plaquetometria do PRP em M; pode comprometer a agéo
terapéutica do produto, pois de acordo com Marx (2001), Jameson (2007) e Pagliosa e Alves
(2007) para que 0 mesmo exerca sua acdo biologica é necessario que ele apresente no minimo
1.000.000 de plaquetas/pL. Observando a tabela 01, percebe-se que em alguns animais em M;
ndo foi possivel atingir esse valor e, portanto se esse PRP fosse clinicamente empregado com
o intuito de melhorar a cicatrizacdo tecidual e os resultados obtidos fossem desfavoraveis, nao
seria possivel determinar com conviccdo se esses achados foram devido ao fato da
concentracdo plaquetaria alcancada se encontrar abaixo do valor recomendado ou se o
produto foi realmente ineficiente.

As Unicas mudangas entre Mo e My que podem ter contribuido para a reducdo na
plaguetometria no sangue total e PRP no segundo momento, foi a fluidoterapia instituida com
ringer com lactato de sdédio e os farmacos administrados para anestesiar 0s pacientes
(acepromazina, tramadol, propofol e isofluorano), uma vez que se optou por realizar a coleta
antes do trauma cirdrgico, para diminuir a quantidade de varidveis que poderiam interferir na
plaguetometria. De acordo com Man et al. (2001), o estimulo cirargico pode desencadear a
ativacdo plaquetaria e dos fatores de coagulacdo. Marx (2001) cita que durante a cirurgia é
iniciada a coagulagéo e cicatrizacdo o que reduz a quantidade de plaquetas no sangue total,
justificando dessa maneira que a obtencdo do sangue seja realizada antes de comecar o
procedimento cirtrgico (ADLER e KENT, 2002).

Com relacdo aos trabalhos realizados em veterinaria ou adotando animais como
modelo experimental, podem ser citados as pesquisa realizadas por Lemos et al. (2002), onde
0 sangue era coletado da veia jugular de cdes apés a sedacdo dos mesmos, Messora et al.
(2009), em que as amostras de sangue de coelhos s6 eram coletadas apos a administracdo de
xilazina e quetamina, Garcia (2005), que realizou a coleta ap6s a anestesia geral dos cées
com halotano e Suaid et al. (2007), onde o sangue era coletado dos cdes apds a anestesia
geral. Da Silva et al. (2007), realizou as coletas com o0s cées anestesiados apds a
administracdo dos farmacos acepromazina, morfina, propofol e isofluorano, protocolo
bastante similar ao utilizado em M; onde foram administrados acepromazina, tramadol,
propofol e isofluorano. Possivelmente esses pacientes ja estavam recebendo fluidos
intravenosos, pois segundo Morais et al. (2002), a fluidoterapia é empregada durante o ato
cirurgico para a manutencdo de uma via de acesso e administracdo dos farmacos. A
administracdo de fluidos durante o ato cirargico pode definitivamente interferir na contagem

plaquetaria, e, portanto na qualidade final do PRP, porque de acordo com Marx (2001) e
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Roukis et al. (2006) ela dilui o sangue total, o que resulta na diminuigdo da contagem
plaquetéria.

E provavel que esses pesquisadores tenham optado por realizar as coletas como 0s
pacientes anestesiados para que o0 procedimento fosse mais facilmente executavel,
especialmente, quando s&o utilizados protocolos ou equipamentos que exigem maiores
volumes de sangue, como os empregados por Green e Klink (1998), Scarso Filho (2002),
Furst et al. (2003) e Henderson et al. (2003), que coletaram entre 300 e 450 mL de cada
paciente. Entretanto, Jain (1993c) cita que anestesiar o paciente para coletar sangue deve ser
uma pratica desaconselhavel, mesmo que o intuito da contengdo farmacoldgica seja facilitar o
procedimento, porque isso pode alterar os valores de muitos parametros hematoldgicos.

Weiss (2000), Zimmerman (2000), Rebar et al. (2003), Gentry (2006) e Walker (2009)
relatam que muitos farmacos podem induzir tanto uma diminuicdo na contagem quanto na
funcdo plaquetéria. Entretanto ndo foi possivel determinar se os farmacos especificamente
empregados na anestesia dos pacientes em M;j interferiram na diminui¢do da plaquetometria,
pois muitos sdo 0s mecanismos sobre os quais diferentes classes farmacoldgicas podem atuar
induzindo a uma trombocitopenia, como por exemplo, supressdo ou dimini¢do da sintese,
producdo de anticorpos contra plaquetas ou complexos formados pelo farmaco e plaqueta,
sequestro (REBAR et al., 2003), inibicdo da liberacdo (KERR, 2003), aumento no consumo,
agregacao direta ou perda excessiva (ZIMMERMAN, 2000), entretanto pouca informacéo a
respeito desse assunto em animais tem sido relatada (JAIN, 1993a). Sabe-se, entretanto, que
alguns desses mecanismos podem levar alguns dias para surtir efeito sobre a plagquetometria
(ex. supressdo medular), e levando em consideracéo o fato da trombocitopenia em M ter sido
notada alguns minutos apos a administracdo dos farmacos, caso estes tenham induzido a uma
diminuicdo plaquetaria, a mesma so pode ter sido em decorréncia de uma acdo mais imediata
(ex. sequestro esplénico).

Outro agravante que impossibilita sugerir e principalmente, indicar se algum deles
teve acdo deletéria sobre a quantidade de plaquetas nos animais em questao é que até o atual
momento ndo existe na literatura a descrigdo da agdo dos farmacos acepromazina, tramadol,
propofol e isofluorano sobre a contagem plaquetéaria, apesar de ser descrito que 0s anestésicos
gerais (REBAR et al., 2003) e fenotiazinas (KERR, 2003) podem produzir uma alteracdo
funcional (trombocitopatia). Porém, mesmo que esses farmacos ndo tenham levado a uma
diminuicdo na contagem plaquetaria, ndo se recomenda a coleta de sangue apds sua

administracdo, em decorréncia da possibilidade dos mesmos induzirem a uma alteragdo na
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funcdo das plaquetas, diminuindo o seu poder de agregacao e ativacdo, o que ndo é desejavel
para o PRP.

A determinacdo do intervalo de tempo entre a coleta e uso de PRP em My pode estar
diretamente relacionada a metodologia de producdo empregada. Como os aparelhos
automatizados preparam o PRP em no maximo 30 minutos é possivel que o sangue seja
coletado entre 1 hora a 30 minutos antes da cirurgia. Quando sdo empregados protocolos que
usam centrifugas laboratoriais, no qual todo processo de separacdo dos constituintes
sanguineos é manual e, consequetemente, mais demorado, recomenda-se que a coleta seja
realizada entre 2 a 3 horas antes da cirurgia, como descrito em pesquisa realizada por
Quintana (2008), em que esse procedimento era realizado 72 horas prévio a cirurgia. Esse
seria 0 tempo necessario para a coleta do sangue, centrifugacdo do material, aspiracdo do
plasma, dissolucdo do botdo plaquetario e adicdo do fator ativador ou preparacdo do mesmo
(caso seja usado a trombina autéloga).

Essa recomendacéo &, especialmente, importante quando a equipe ainda ndo tem muito
pratica com a metodologia usada na fabricacdo do PRP, principalmente, se é usado uma
centrifuga comum, pois durante a etapa de aprendizagem o processo pode ser bem laborioso e
lento. Em alguns pacientes do projeto piloto no qual a coleta foi realizada poucos minutos
antes da cirurgia, os animais foram mantidos sob efeito da anestesia mesmo ap06s a realizacao
da OSH até que se concluisse o preparo do PRP, o que expde o0 animal a um maior risco
anestésico.

Se o cirurgido desejar aprender o protocolo para adquirir experiéncia e produzir o PRP
todas as vezes em que for utiliz&-lo visando reduzir os erros operacionais, é imprescindivel
que o processamento do material seja na fase pre-operatéria (Mo), pois durante o trans-
cirdrgico 0 mesmo ja se encontrara paramentado, impossibilitando dessa maneira, que prepare
0 concentrado de plaquetas. De acordo com Garcia (2005), mesmo que todo processo seja
realizado por um Unico operador e cuidados sejam tomados durante a preparacdo do PRP,
ainda assim, pequenas modificacOes técnicas podem ocorrer, uma vez que o produto é
manipulado repetidas vezes. Se essas variagdes sdo passiveis de ocorrerem quando a
metodologia é realizada por um Unico operador, estima-se que maiores alteracdes ocorrerdo se
a cada vez que o PRP for preparado, uma pessoa diferente seja responsavel por isso.
Entretanto alguns artigos descrevem a preparacdo do PRP sendo realizada por enfermeiros
(MAN et al., 2001) ou anestesistas (WHITMAN et al., 1997; FLORYAN e BERGHOFF,
2004).
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Apesar da coleta no My também poder ter alguma utilidade no que diz respeito a
possibilidade de armazenamento do material para uso posterior, ndo se recomenda que a
mesma seja realizada muitas horas antes da cirurgia, como relatado por Feres Junior et al.
(2004), no qual o preparo ocorreu no periodo de até 24 horas anterior a cirurgia. Como 0s
hemoderivados processados em circuito aberto devem ser utilizados em no maximo 6 horas
apos sua obtencdo (BARROSO et al., 2007), a mesma recomendacdo deve ser seguida para 0
PRP (SANCHEZ et al., 2003; FLORYAN e BERGHOFF, 2004; BARROSO et al., 2007),
pois durante seu estogue as plaquetas podem ser ativadas, resultando no comprometimento da
sua funcéo bioldgica (LANDI e MARQUES JUNIOR, 2003). Em estudo realizado por Neiva
et al. (2003), foi demonstrado que a concentracdo de plaquetas e o poder de agregacéo foram
reduzidos, significativamente, apds 24 horas de estocagem.

Segundo Lemos et al. (2002), o PRP deve ser preparado durante a cirurgia, para
reduzir as chances de rotular, equivocadamente, uma amostra e trocar o material proveniente
de diferentes pacientes. Todavia isso é solucionado usando o frasco a vécuo, que por

apresentar rotulo, permite a adequada identificacdo de cada paciente.

CONCLUSAO

O melhor momento para realizar a coleta do sangue e processamento desse material

visando a obtencdo de um plasma rico em plaquetas € no periodo pré-operatério (My).
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AVALIACAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS ATIVADO COM
TROMBOPLASTINA NA INTEGRACAO DE FLAPES CUTANEOS EM CAES

EVALUATION OF PLATELET-RICH PLASMA ACTIVATED WITH THROMBOPLASTIN
ON SKIN FLAPS INTEGRATION IN DOGS

RESUMO

A cirurgia reconstrutiva ¢ um ramo da Medicina muito explorado, em decorréncia da
alta frequéncia de acidentes envolvendo grandes perdas de pele e/ou outros tecidos. Uma
opcao bastante empregada para restaurar esses defeitos é a utilizacdo de flapes cutaneos,
entretanto dependendo da sua dimensdo, pode ocorrer necrose parcial do mesmo por causa da
vascularizagdo deficiente na sua extremidade distal. Muitos produtos tem sido testados
visando aumentar a angiogénese de flapes e, consequentemente a sua viabilidade. O plasma
rico em plaguetas (PRP), um produto de origem autdgena obtido apos a centrifugacdo do
sangue, estimula a formacdo de novos vasos. Objetivou-se com o presente trabalho avaliar por
meio de andlises clinicas, histologicas e morfométricas, o uso do plasma rico em plaquetas
ativado com tromboplastina no estimulo da angiogénese e, consequentemente, no incremento
da integracdo de flapes cutaneos de avango randomizado experimentalmente produzidos em
animais da espécie canina. O grupo experimental foi composto por oito cadelas (idade de 2 a
5 anos) com peso entre 10 a 15 kg, no qual foram confeccionados dois flapes de avanco
randomizado na regido abdominal ventral. Em um dos flapes, considerado controle (FC) nao
foi utilizado nenhum produto terapéutico, enquanto que no flape contralateral, denominado
tratado (FT), foi aplicado entre 0 mesmo e o leito receptor um gel de PRP. As areas foram
clinicamente avaliadas a cada dois dias até o 7° dia de pds-operatério e os resultados
analisados pelo indice de Eficiéncia do Tratamento (IET). Com 10 dias foi realizada biopsia
de ambos os flapes para submeter o0 material ao exame histolégico e efetuar a morfometria dos
vasos sanguineos. Os resultados clinicos, histologicos e morfométricos demonstraram que nédo
houve diferenca significativa na viabilidade dos flapes tratados com PRP ativado com
tromboplastina em relacdo ao grupo controle até o décimo dia de pos-operatorio.

Palavras-chaves: Gel de plaquetas, fatores de crescimento, retalhos cutaneos.



Artigo 111 ]96

ABSTRACT

Reconstructive surgery is a very explored field in medicine, due to high incidence of
accidents involving large loss of skin and other tissues. A good option is the use of skin flaps,
however depending on their size, partial necrosis of the tissue can occur due to a poor
vascularization at its distal part. Many products have been tested to increase vascularity of
flaps and therefore its viability. According on literature, the platelet-rich plasma (PRP), an
autogenous product obtained after blood centrifugation, can stimulate the formation of new
blood vessels. The objective of this study was to evaluate by clinical, histological and
morfometric analysis the use of platelet-rich plasma activated with thromboplastin to
stimulate angiogenesis and consequentely the integration of advanced random skin flap
experimentally produced in dogs. The experimental group consisted of eight dogs (2 to 5
years) weighing 10 to 15 kg, in which were made two advanced random flaps on the ventral
abdominal region. In one of the flaps, considered control (FC) no therapeutic product was
used, whereas in the other flap, named treated (FT), was applied a PRP gel. The areas were
clinically evaluated every two days until the 7™ day after surgery and the results analyzed by a
Ratio of Treatment Efficiency. With 10 days biopsy were performed on both flaps for
histological and morphometric examination. The clinical, histological and morphometric
results showed no significant difference in viability of flaps treated with PRP compared to
control group until the 10" day after surgery.

Key-words: platelet gel, growth factors, skin flaps.
INTRODUCAO

Em Medicina Veterindria os traumas cutaneos resultantes de diversas causas, entre
elas os atropelamentos e brigas entre animais, sdo motivos frequentes de atendimento clinico
e/ou cirurgico. Pelo fato da pele exercer diversas fungdes importantes, especialmente servir
como barreira contra 0s agentes externos, o comprometimento de grandes proporgOes da
mesma pode resultar em perda da fungéo local, infec¢do ou morte do paciente.

Dependendo das caracteristicas da lesdo, como tamanho, profundidade, grau de
contaminacéo, tempo desde o trauma, etiologia, localizacéo, entre outros, o profissional vai
ter a seu dispor muitas alternativas para restaurar esse tecido, desde a cicatrizagdo por

primeira intencéo, até a utilizagdo de técnicas mais elaboradas como 0s expansores cutaneos.
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Os flapes (ou retalhos cuténeos) sdo uma opgao para o recobrimento imediato de areas
lesadas, tendo uma maior integracao ao leito receptor quando comparado ao enxerto, pois ele
é um tecido cuja vascularizacdo € mantida atraves dos vasos provenientes da sua base.

Mesmo apresentando vascularizacdo propria, algumas vezes quando os flapes tem
grandes dimensdes, o0 suprimento sanguineo pode ndo alcancar a sua extremidade mais distal,
resultando na perda parcial do mesmo, sendo essa, uma das principais complicacOes
associadas ao emprego dessa técnica reconstrutiva.

Muitos estudos ja foram e continuam a ser desenvolvidos testando uma série de
produtos e técnicas visando melhorar o aporte sanguineo a extremidade distal do flape, para
permitir que 100% do tecido seja mantido vidvel apos a sua transferéncia.

O plasma rico em plaquetas (PRP) é um produto cujo uso tem sido relatado desde
1990 em seres humanos em muitos tipos de procedimentos cirdargicos, inclusive o0s
reconstrutivos, pois € relato que o mesmo tem a capacidade de estimular varios processos
celulares importantes para a restauracao de tecidos danificados, como a mitose, diferenciacéo
celular, quimiotaxia e angiogénese. Isso ocorre pelo estimulo provocado pelos fatores de
crescimento que se encontram armazenados nas plaquetas e que sdo liberados “in situ” apds a
sua ativacdo. Mais especificamente com relacdo a angiogénese, essa potencialidade ja foi
atribuida a muitos deles, como o fator de crescimento vascular endotelial.

Baseado nessas informacgdes foi objetivo desse experimento avaliar por meio de
analises clinicas, histologicas e morfométricas, o uso do plasma rico em plaguetas no estimulo
da angiogénese e, consequentemente, no incremento da integracdo de flapes cutaneos de

avanco randomizado experimentalmente produzidos em animais da espécie canina.

REVISAO DE LITERATURA

A pele é o 6rgao que recobre a superficie corporal, sendo formada por uma camada de
tecido epitelial conhecida por epiderme e uma camada de tecido conjuntivo, denominada
derme (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004; PAVLETIC, 2007a), formando uma barreira
completa contra o ambiente externo. Apresenta ainda as fungdes de termoregulagéo,
armazenamento, secrecao, sensorial entre outras (ASPINALL e O'REILLY, 2004).

A mesma € continuamente exposta a traumatismos que resultam em perdas extensas
de tecido, que em geral necessitam de tratamento especializado para que a regido restabeleca
sua anatomia e fungdo (COELHO et al., 1999).
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Para tratar tais lesdes podem ser realizadas a aproximacao direta das margens através
de suturas (TROUT, 2007), a aplicacdo de substitutos temporéarios de pele (COELHO et al.,
1999), o emprego de produtos fitoterapicos (NITZ et al., 2006; ESTEVAO et al., 2009),
enxertos (PAIM et al., 2002) ou flapes (FARIA et al., 1986; SAKUMA et al., 2003; RAMOS
et al., 2007) ou até mesmo a associagdo entre diferentes técnicas cirurgicas (MOTA, 2009).

Os flapes (retalhos ou transplantes pediculados) representam um segmento de pele
transferido de uma area doadora para outra chamada receptora, onde irdo cobrir defeitos
(HEDLUND, 2005), mas mantendo com a primeira uma conexdo por meio de um pediculo
que preserva sua irrigacao sanguinea (KAMAKURA et al., 1986; PAVLETIC, 2007b). Como
apresenta vascularizacdo prépria e ndo depende daquela proveniente do leito receptor
(KAMAKURA et al., 1986), o sangue proveniente de seu pediculo é essencial para a sua
sobrevivéncia (OLOUMI, 2004).

Apresentam a vantagem de permitir a cobertura imediata da regido o que diminui o
tempo de cicatrizacdo (HEDLUND, 2005) e os custos com o tratamento (SAKUMA et al.,
2003), apresentando ainda, excelentes resultados estéticos e funcionais (BIONDO-SIMOES et
al., 2000).

As principais indicagdes para o uso de retalhos sdo para cobrir areas cruentas com
vascularizagdo prejudicada, promover a protecdo de regibes submetidas a compresséo
continua (ex. escaras de decubito) ou onde estdo expostos estruturas importantes (ex. vasos
sanguineos, nervos) (KAMAKURA et al., 1986; PAVLETIC, 2007b) ou em locais onde o
fechamento primario com suturas resultaria em uma tensdo excessiva (TOBIAS, 2009). Na
presenca de grandes lesGes de pele, esses podem ser em muitas vezes a Unica op¢ao
terapéutica para restaurar cirurgicamente o local (BIONDO-SIMOES et al., 2000).

Os flapes séo classificados de diferentes maneiras, levando em consideragdo a sua
localizagdo, forma, irrigacdo ou tecidos que o constituem (SAKUMA et al., 2003;
HEDLUND, 2005). Podem ser categorizados ainda de acordo com a quantidade de pediculos,
em monopediculado, bipediculado ou multipediculado (KAMAKURA et al., 1986).

Com relagdo a constituicdo, os simples sdo aqueles formados apenas pela pele e tela
subcutanea (KAMAKURA et al., 1986), enquanto que compostos, complexos ou mistos sdo
aqueles que apresentam alem da pele, outros tecidos, tais como musculo, gordura, 0SSO ou
cartilagem (PAVLETIC, 2007b).

Flapes usados para cobrir defeitos proximos a eles sdo denominados de retalhos locais,
enquanto que aqueles empregados para cobrir regides afastadas recebem o nome de distantes
(HEDLUND, 2005; PAVLETIC, 2007b).
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De acordo com a forma, podem ser de avango (de pediculo Unico, bipediculado, H
plastia e V-Y), rotacional, de transposicdo, de interpolacdo, em bolsa ou em dobradica
(HEDLUND, 2005). Nos flapes de avanco a direcdo da pele ndo € modificada, sendo esse um
dos mais simples a ser realizado, pois ndo é necessario criar uma nova ferida para cobrir o
defeito primario (TOBIAS, 2009).

Referente a sua vascularizacéo, quando o retalho incorpora uma artéria e veia cutanea
direta € considerado de padrdo axial. Quando € irrigado por ramos terminais da artéria cutanea
direta através do plexo venoso subdérmico (ou profundo) ele é denominado de flape de plexo
subdérmico (ou randomizado), sendo esse o tipo mais frequentemente utilizado em cées e
gatos (PAVLETIC, 2007b).

A viabilidade dos flapes €, altamente, dependente da sua vascularizacdo (CAMPOS et
al., 2001) e por isso o emprego de substancias visando incrementar a sua irrigacdo € uma
pratica relativamente comum (ESTEVAO et al., 2009).

O plasma rico em plaqueta (PRP) é um concentrado de plaquetas de origem autdgena
(BARROSO et al., 2007) obtido com a centrifugacdo de amostras de sangue (DA SILVA et
al., 2007; PAGLIOSA e ALVES, 2007).

O uso terapéutico do PRP € uma biotecnologia relativamente nova (QUINTANA,
2008) descrita desde 1990 para contribuir com a cicatrizacdo de tecidos moles e duros
(FLORYAN e BERGHOFF, 2004).

Quando aplicado sobre o leito cirdrgico, deposita no local fatores de crescimento
(FCs), além de muitos outros elementos presentes no plasma tais como, fatores de coagulacéo,
catecolaminas, serotonina e ATP (LOPEZ et al., 2007). Os FCs séo importantes para a
reparacao tecidual porque promovem a angiogénese, mitogénese, quimiotaxia (MAIA e
SOUZA, 2009) e diferenciacdo celular (LAGUNAS, 2006).

Muitos dos beneficios citados com relagdo ao uso do PRP sdo aplicaveis para as
cirurgias de pele e particularmente, os flapes (ADLER e KENT, 2002). Nas cirurgias de
retalhos, o PRP auxilia no processo de hemostasia e estimula a formagdo de novos vasos
sanguineos, 0 que por sua vez, reduz as complicagcdes poOs-operatorias como o hematoma,
seroma e isquemia (MAN et al., 2001; VENDRAMIN et al., 2006). Outros autores que ja
descreveram sobre o potencial do PRP em intensificar a angiogénese foram Green e Klink
(1998), Barroso et al. (2007), Jameson (2007), Moreira et al. (2008) e De Rossi et al. (2009).

Ao total ja foram identificados em torno de sete FCs (MARX, 2004), entretanto 0s que
comprovadamente tem participacdo na formacéo vascular séo o fator de crescimento derivado
das plaquetas (PDGF) (LEMOS et al., 2002; EPPLEY et al., 2004; FLORYAN e
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BERGHOFF, 2004), fator de crescimento epitelial (EGF) (VENDRAMIN et al., 2006), fator
de crescimento transformador beta (TGF[) (EPPLEY et al., 2004), fator de crescimento
fibroblastico (FGF) e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (MARTINEZ-
GONZALEZ et al., 2002).

O VEGF, também conhecido por fator de permeabilidade vascular (VPF), é um dos
mais importantes na estimulag¢do da angiogénese “in vivo” através de um processo complexo
que envolve a mitose das células endoteliais. Apresenta ainda a capacidade de aumentar a
permeabilidade de microvasos da pele, parede peritoneal, mesentério e diafragma (DVORAK
et al., 1995).

Ja o PDGF atua pela estimulacdo da mitose de células do endotélio vascular (PIERCE
e MUSTOE, 1995; MOREIRA et al., 2008) e das células musculares lisas dos vasos
sanguineos (HOFFBRAND et al., 2004), sendo a angiogénese uma das suas principais
funcbes (MARX et al., 1998).

O EGF também apresenta potencial mitogénico sobre as células endoteliais (EPPLEY
et al., 2004) enquanto que o FGF estimula as células do musculo liso e endoteliais (PIERCE e
MUSTOE, 1995).

O processo de producdo do PRP envolve a coleta atraumética de amostras de sangue
total (SANTOS, 2005; JAMESON, 2007), centrifugacdo do material (REECE e SWENSON,
2006) e ativacdo do concentrado de plaquetas pela adicdo de um agente agonista
(CAMARGO et al., 2002; GENTRY, 2006) para que haja a efetiva liberacdo dos FCs no local
da sua aplicacdo (WHITMAN et al., 1997; ROUKIS et al., 2006). A necessidade de ativar as
plaquetas no momento da sua aplicacdo e ndo antes disso, tem a finalidade de prevenir a
degranulacdo das plaquetas e liberacdo precoce dos FCs (BARROSO et al., 2007).

Apesar de muitos artigos descreverem que 0 PRP aplicado em feridas tem o potencial
de incrementar a regeneracdo tecidual, o uso difundido do produto ainda n&o ocorreu
(WHITLOW et al., 2008) e também existem controvérsias na literatura com relagdo aos
beneficios do seu uso (FRECHETTE et al., 2005).
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MATERIAL E METODOS

Antes do desenvolvimento da pesquisa, 0 projeto foi encaminhado para apreciacéo
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), tendo sido aprovado pela mesma (Anexo A/Protocolo n°
23082.005458/2009).

Para obter uma amostra mais homogénea e consequentemente, diminuir a
variabilidade visando trabalhar com um menor nimero de animais possiveis foram
amostradas somente fémeas de médio porte (entre 10 e 15 kg), adultas (dois a cinco anos) e
clinicamente saudaveis.

Cadelas foram avaliadas por meio de uma triagem com o intuito de selecionar as que
iriam compor o grupo experimental. Essas foram submetidas a exame clinico, no qual foram
colhidas amostras de sangue para realizacdo de hemograma e bioquimica sérica (Alanina
Aminotransferase®, Fosfatase Alcalina?, Uréia® e Creatinina®).

Apds a obtencdo dos resultados desses exames, as oito cadelas selecionadas nas quais
ndo existiam sinais de doenca local ou sistémica foram vacinadas contra raiva® pela via
subcutanea (SC) e vermifugadas pela via oral (VO) com medicamento a base de praziquatel,
pamoato de pirantel e febantel®.

Trés semanas antes da data prevista para o procedimento cirdrgico as pacientes foram
internadas no canil do Departamento de Medicina Veterinaria (DMV), onde permaneceram
em boxe individual, para que houvesse um periodo de adaptacdo ao ambiente e manejo. Como
dieta, proporcionou-se racéo comercial’ duas vezes ao dia e 4gua “ad libitum”.

Apos jejum alimentar de 12 horas e hidrico de quatro horas e, aproximadamente, trés
horas antes do procedimento cirurgico, procedeu-se a coleta do sangue para producao do PRP
que seria posteriormente, utilizado no flape cutaneo.

A é4rea da coleta tinha os pélos removidos com uma lamina de tricotomia descartavel®
e era higienizada com solucéo de alcool a 70%°. Com a paciente em decubito lateral e

fisicamente contida, realizava-se a venopuncdo da cefalica ou safena usando um sistema de

! ALT/GPT Liquiform — Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa/MG

? Fosfatase Alcalina Liquiform — Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa/MG

¥ Ureia CE — Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa/MG

*Creatinina K— Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa/MG

® Vacina anti-rabica Fuenzalida Modificada —Tecpar, Curitiba/PR

® Printel Plus — Centagro, Batatais/SP

" K&S Pedagos macios com carne — Total Alimentos, Trés Coracdes/MG

® Lamina Wilkinson Sword® — Gilete do Brasil, Manaus/AM

® Alcool etilico hidratado a 70% — Miyako do Brasil ind. e com. Ltda., Guarulhos/SP


http://www.twenga.com.br/oferta/39902/9202321383749304971.html
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coleta a vacuo. Foram preenchidos quatro frascos de vidro de 4,5 mL contendo citrato de
sodio como anti-coagulante®® (para producéo do PRP) e um tudo de plastico de 2 mL com
4cido etileno diamino tetra acético (EDTA)* (para o hemograma e plaquetometria no sangue
total). Apo0s os procedimentos de coleta, as amostras de sangue foram encaminhadas ao

laboratério para serem processadas imediatamente (Figura 01).

Figura 01: Tubos colhidos para realizagdo do
hemograma e plaquetometria no sangue total
(primeiro frasco a esquerda) e producdo e
contagem plaquetéria no PRP (demais frascos).
Fonte: Aleixo, 2009.

Os quatro tubos usados para produzir o PRP foram centrifugados a 1200 rotacdes por
minutos (rpm) por 10 minutos, em centrifuga laboratorial comum®. Apés a primeira
centrifugacdo, pipetou-se todo o plasma e a camada leucoplaquetéria de cada frasco com uma
pipeta automatica de precisdo® e ponteiras estéreis**(1 mL, 100 pL e 10 pL), os quais foram
transferidos para outros quatro frascos estéreis (sem aditivo)™® para a realizagdo de uma
segunda centrifugacdo a 1600 rpm por 10 minutos no mesmo equipamento. AplOs esse
procedimento, descartava-se 80% do plasma sobrenadante, sendo o restante homogeneizado
as plaquetas decantadas (botdo plaquetario), obtendo-se assim, o PRP. Um dos frascos era
reservado para realizacdo da avaliagdo quantitativa do produto pelo método da contagem
direta descrita por Coles (1984) na camara de Neubaeur® usando o diluente de Rees-Ecker e

avaliacdo morfologica das plaquetas atraves do exame microscopico do esfregaco sanguineo.

9 Tybos de coleta a vacuo com citrato de sédio a 3,2% — Labor Import, Osasco/SP

1 Tubo de coleta a vacuo com EDTA Vacuette® — Vacuette do Brasil, Americana/SP

12 Centrifuga de Bancada Baby® | Modelo 206 BL — Fanem®, Guarulhos/SP

13 pipetador automético — Kacil industria e comércio Ltda., Recife/PE

¥ ponteira tipo Gilson para pipeta automatica — Cral artigos para laboratério Ltda., Cotia/SP
> Tubo de coleta a vacuo sem aditivo Vacuette® — Vacuette do Brasil, Americana/SP

16 Neubauer improved Bright Line — Optic Labor, Balgach/Suica
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Do sangue coletado no frasco com EDTA, efetuou-se o hemograma e a contagem
plaquetéria, para avaliar o estado de salde do paciente no dia da cirurgia e determinar a
plaquetometria, que serviria de referéncia para o valor encontrado no PRP.

Enquanto se executavam todas as etapas anteriormente descritas, a paciente era
encaminhada para a sala de preparacdo cirdrgica onde era realizada ampla tricotomia da
regido abdominal e os procedimentos pré-anestésicos.

O protocolo anestésico instituido foi composto pelos farmacos acepromazina’ (0,1

mg/kg) e cloridrato de tramadol®

(1 mg/kg), associados na mesma seringa pela via
intramuscular (IM) como medicacdo pré-anestésica (MPA). Na sequéncia foram
administrados meloxicam®® (0,1 mg/kg) e enrofloxacina® (5 mg/kg), ambos pela via SC.
Apds o transporte da paciente para a sala de cirurgia, a inducéo anestésica foi realizada com
|21

propofol~® (4 mg/kg) via intravenosa (IV), seguidos de intubacdo endotraqueal, para
manutencdo da anestesia com isofluorano® em aparelho de anestesia inalatoria em circuito
semi-fechado. A paciente permaneceu em venoclise com administragdo de ringer com lactato
de s6dio®® durante todo procedimento cirdrgico.

Realizou-se a anti-sepsia da area cirurgica por meio do pincelamento com solugédo de
&lcool a 70%** no primeiro momento, seguido pela tintura de iodo a 2%?, finalizando com
digluconato de clorexidina a 2%2° dois minutos apds a aplicagdo do segundo anti-séptico e 0s
panos de campo foram posicionados delimitando o campo operatorio.

Para ter acesso a cavidade abdominal e realizar a ovariosalpingohisterectomia (OSH)
de acordo com técnica preconizada por Stone (2007), efetuou-se a partir da cicatriz umbilical
(em sentido caudal) uma incisdo retilinea na linha média ventral de 10 cm de comprimento.
Nesse momento, também foram realizadas duas incisdes de pele de 4 cm de comprimento (a
partir das extremidades cranial e caudal da incisdo na linha média) paralelas a primeira, sendo
uma do lado direito (margem cranial) e a outra a esquerda (margem caudal) e duas incisdes
transversais de 1 cm, visando conectar as incisdes paralelas a incisdo central (Figura 02). As

incisdes foram realizadas superficialmente e previamente a realizacdo da OSH para demarcar

7 Acepramazin® 0,2% — Syntec do Brasil Ltda., Cotia/SP

'8 Tramal® 5% — Uni&o quimica, Pouso Alegre/MG

9 Maxicam® 0,2% — Ourofino Sadde Animal Ltda. — Cravinhos/SP

20 Baytril® 5% — Bayer,S40 Paulo/SP

2 propovan® 1% — Cristalia, Itapira/SP

22 |soforine® — Cristalia, Itapira/SP

%% Ringer Lactato® — Biosintética, Ribeirdo Preto/SP

24 Alcool etilico hidratado a 70% — Miyako do Brasil ind. e com. Ltda., Guarulhos/SP
% Tintura de lodo 2% — Rioquimica Industria farmacéutica, S&o José do Rio Preto/SP
% Handex® 2% — Saneativo laboratério farmacéutico Ltda., Brasilia/DF


http://www.twenga.com.br/oferta/39902/9202321383749304971.html
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a area de cada flape e prevenir o deslocamento da pele que, naturalmente, ocorreria ap6s a

cirurgia, o que dificultaria a criacdo dos retalhos nas dimensdes determinadas.

Figura 02: Incisdes de pele (setas brancas)
delimitando a area do flape cranial.
Fonte: Aleixo, 20009.

Apdbs a castracdo e abolicdo dos planos teciduais mais profundos, as incisdes dos
flapes foram aprofundadas com um bisturi e, com uma tesoura de Metzembaum de pontas
romba, a pele foi divulsionada e os flapes cranial (tratado) e caudal (controle) rebatidos.

Com uma tesoura foi removido 1 cm de tecido (Figura 03) da extremidade distal de
cada flape, visando criar um flape de avango. O comprimento de cada incisdo efetuada foi

medida e guiada por uma régua de aco inoxidavel esterilizada.

Figura 03: Remoc¢do de 1 c¢cm da extremidade
distal do retalho (seta branca).
Fonte: Aleixo, 20009.
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Na sequéncia, foram confeccionados pontos interrompidos simples com fio de nailon
monofilamentar agulhado?’ n° 3-0 para promover a sintese da pele da linha média, flape
cranial e caudal, deixando apenas uma abertura suficiente para posicionar o gel de PRP entre

o flape tratado (FT) e seu leito receptor (Figura 04).

Figura 04: Momento da colocacéo do PRP sob
o flape tratado.
Fonte: Aleixo, 2009.

Antes da colocacdo do PRP no leito cirdrgico, os trés frascos restantes contendo o
produto foram homogeneizados e depositados em uma cuba de inox estéril onde era
adicionada a tromboplastina® na proporcao de 2:1, (1 mL de PRP para 0,5 mL do ativador de
plaquetas) para ativar o concentrado de plaquetas, que passou a apresentar uma consisténcia
gelatinosa (gel de plaquetas). Entre o flap caudal e seu leito receptor ndo foi aplicado nenhum
produto, e consequentemente, esse retalho foi considerado controle (FC).

A ferida cirdrgica foi protegida com fita cirtrgica hipoalergénica® e o local enfaixado
com atadura de crepe® e esparadrapo® e apds a recuperacdo anestésica, encaminhou-se a
paciente para o canil, onde a mesma permaneceu internada por um periodo de onze dias.

Para a andlise bacteriologica do PRP ao longo do seu processo de producdo, foram

realizadas coletas de material utilizando “swab” estéril*?

em trés momentos: na transicdo do
PRP de um frasco para o outro apds a primeira centrifugacéo; ao abrir o tubo para descartar o
sobrenadante do PRP depois da segunda centrifugacdo; e na cuba estéril apds a producdo do

gel de plaguetas.

%" Nylon fio cirdrgico ndo absorvivel — Somerville LTDA, Jaboatdo dos Guararapes/PE

%8 Tempo de Protrombina (TP) — Laborlab, Guarulhos/SP

2 Fita cirdrgica adesiva hipoalergénica — Wiltex Pore, Riasa S.R.L., Argentina

%0 Atadura de Crepom Neve — Neve ind. e com. de produtos cirdrgicos Ltda., Sd0 Paulo/SP
3! Esparadrapo impermeavel extra flexivel — Missner & Missner Ltda., Blumenau/SC

%2 Swab em tubo para coleta e transporte de amostras — S.R.L., Italia
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As amostras foram semeadas em placas de Petri, contendo Agar Sangue Ovino e
incubadas em estufa bacteriolgica a 37°C, durante 48 horas com observagGes das placas a
cada 24 horas. Posteriormente, foram efetuadas as leituras em microscopio optico, anotando-
se 0s aspectos de crescimento das colonias e producdo de hemdlise no meio de cultura. A
classificacdo dos microrganismos foi realizada de acordo com as caracteristicas morfoldgicas
das coldnias e morfotintorias a técnica do Gram (CARTER, 1988).

Durante o internamento pds-operatorio foram prescritos a administracdo do antibiotico
enrofloxacina® (5 mg/kg) uma vez ao dia (VO) e antiinflamatério meloxicam®* (0,1 mg/kg) a
cada 24 horas (VO), mantendo-se a administracdo de cada farmaco por sete e quatro dias,
respectivamente. Os animais foram mantidos com colar elizabetano® e roupa cirtrgica®
durante todo o periodo de internamento pds-operatorio para evitar a lesdo auto-infligida.

No primeiro dia apds a cirurgia (D), realizavou-se a primeira avaliacédo clinica dos FC
e FT e a partir de ent&o, o curativo era trocado e os retalhos clinicamente examinados a cada
dois dias até o setimo dia (D3, Ds € Dy).

Na avaliacdo foi preenchida uma ficha (Apéndice A) desenvolvida para esse
experimento (adaptada de PAIM et al., 2002) na qual foram anotadas as alteracfes observadas
com relagdo a presenga e intensidade do edema, hiperemia, hematoma, deiscéncia, odor,
secrecdo e coloracdo. Ainda com relacdo as alteragBes observadas, as mesmas foram
classificadas de acordo com uma escala de graduagéo em que:

-2 Ausente
+: Discreto
+ +: Moderado

+ + +: Intenso

Em cada momento (D;, D3, Ds e D7), ambos os flapes foram fotografados com camera
digital®” para registro macroscopico da regido e posterior calculo da 4rea de necrose através
do software Imagelab® 2000 como descrito por Almeida et al. (2004) e Estevéo et al. (2009).
As fotos foram obtidas com a maquina posicionada mantendo sempre a mesma distancia focal

de 5 cm entre a lente e a regido a ser fotografada.

%% Centril®50 mg — Centagro, Batatais/SP

% Meloxivet® 2 mg — Duprat Ltda., Sio Paulo/SP

% Colar elizabetano — Mamuty acess6rios para pequenos animais, Marialva/PR
% Roupa cirtrgica — Dalva confeccdes, Recife/PE

%7 Sony Cyber-shot 7.2 mega pixels — Sony, Estados Unidos
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Com dez dias (Do) foi realizada a biopsia de ambos os flapes (FC e FT) e estes foram
submetidos a analise histoldgica. Para tal procedimento, administrou-se 0,022 mg/kg de
sulfato de atropina®® (SC) e 1 mg/kg de xilazina®® (SC), 15 minutos depois do primeiro
farmaco e ap6s colocar a paciente em venéclise, 0,5 mg/kg de diazepam® e posteriormente, 7
mg/kg de cloridrato de cetamina®* (1V).

Em seguida a remogéo dos pontos cutaneos, anti-sepsia da regido e colocacdo dos
panos de campo estéreis, os flapes foram divulsionados com uma tesoura de Metzembaum de
ponta romba, até o seu completo rebatimento. A extremidade proximal do retalho,
correspondente a sua base, foi seccionada e o tecido excisado, imerso em um frasco de vidro
estéril contendo solugéo tamponada de formaldeido a 10%*2. Suturou-se a area empregando
um padréo isolado simples com fio de nailon monofilamentar agulhado n° 3-0.

Com 24 horas o material colhido foi transferido para outro frasco de vidro contendo
solucdo de alcool a 70% e encaminhado ao laboratdrio de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal/UFRPE.

As amostras foram clivadas com lamina de tricotomia*® em todos os seus lados, para
remover as extremidades danificadas pelos pontos de sutura e incluidas em parafina fundida
para producédo do bloco. Apds 24 horas, tempo necessario para a parafina secar e o bloco ficar
rigido, procedeu-se o corte histolégico de 5 um no micrétomo rotativo®.

A leitura das laminas coradas pelo método Hematoxilina-eosina (HE) foram efetuadas
em microscopio optico, onde foram observados as caracteristicas do tecido com relacdo a
presenca de necrose, infiltrado inflamatoério e angiogénese ou qualquer outra alteracdo digna
de nota. A morfometria dos vasos sanguineos foi realizada com a adaptagdo de um reticulo
quadriculado de 100 quadrados a lente do microscopio. No corte histoldgico, selecionou-se
trés campos, e em cada area foram contados 0s vasos encontrados dentro dos 10 quadrados da
coluna central do reticulo.

No 11° dia pos-cirurgico, 0s animais receberam alta médica e foram entregues aos seus

tutores e oito dias ap0s a realizacdo da biopsia, foram removidos os pontos de pele.

% pasmodex® 0,025% — Isofarma, Eusébio/CE

% Xilazin® 2% — Syntec do Brasil Ltda., Cotia/SP

“0 Diazepam 0,5% - Hipolabor, Sabara/MG

! Cetamin® 10% — Syntec do Brasil Ltda., Cotia/SP

*2 Fabricacdo propria do Laboratério de Histologia do DMFA, Recife/PE

% LLamina Wilkinson Sword® — Gilete do Brasil, Manaus/AM

* Micrétomo rotativo RM2125 RT — Leica Biosystems Nussloch GmbH, Alemanha
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As andlises estatisticas para a contagem de vasos no FC e FT foram realizadas pelo
Teste de F ao nivel de 1% de probabilidades. O desenho experimental utilizado foi o
inteiramente aleatorio, em funcdo da homogeneidade entre os animais.

Os achados macroscopicos da avaliacdo clinica dos retalhos foram analisados e
calculados por meio do Indice de Eficiéncia do Tratamento (IET) exclusivamente
desenvolvido para esse experimento. O FC e FT de cada paciente em D; D3, Ds € D7 foram
categorizados de acordo com o somatorio de cruzes para todos os itens avaliados na ficha, em
que:

- : Excelente (E)

+a+ +: Bom (B)
+++a++++:Regular (R)
++ + + +: Deficiente (D)

>+ + + + +: Inviavel (1)

Com base nesses resultados foram calculados o IET para os grupos controle e tratado

em cada momento (D;, D3, Ds e D7) pela formula:

IET= [(4)(E%)+(3)(B%)+(2)(R%)+(1)(D%)+(0)(1%)] x 100
4

Com o IET dos dois grupos nos diferentes momentos, calculava-se a média geral do
indice para cada grupo e, estabelecia-se a categoria em que o flape se enquadrava (Tabela 01).

Tabela 01: Classificacdo do flape de acordo com o IET%.

VALOR DO IET% CATEGORIA
>90 Excelente
75a89 Bom
60a74 Regular
50 a59 Deficiente

<50 Inviavel
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As lesbes traumaticas, especialmente aquelas que resultam em comprometimento de
grandes porcdes da pele, tém alta frequéncia dentro da Medicina Veterinaria e por isso a
cirurgia reconstrutiva, area cujo objetivo é a recuperacdo das lesdes que comprometem a
anatomia e funcionalidade, tem muita utilidade e merece destaque.

Muitos estudos tem sido desenvolvidos buscando aprimorar as ja existentes ou criar
novas técnicas para reparar tais lesdes, uma vez que elas podem ser limitantes para o paciente
e caso tenham uma evolucgdo desfavoravel, podem resultar em 6bito.

Dentro das técnicas ja consagradas para restaurar os tecidos, uma das utilizadas com
maior frequéncia é o flape cutaneo, pois segundo Pavletic (2007b), a mesma é uma das mais
faceis e esteticamente disponiveis para cobrir defeitos em cées e gatos.

Trabalhos experimentais com animais da espécie canina com o intuito de avaliar a
integracdo de flapes cutaneos séo raros e como a maioria dos pesquisadores adotaram ratos
como modelo experimental (BIONDO-SIMOES et al., 2000; CAMPOS et al., 2001;
ZACCHE de SA et al., 2002; ALMEIDA et al., 2004; ESTEVES JUNIOR et al., 2005;
ESTEVAO et al., 2009) encontrar artigos cientificos para efetuar uma analise comparativa
com os resultados aqui alcangados, foi um fator limitante.

Entre os diferentes tipos de flapes disponiveis, optou-se pelo uso do flape de avango
pelo fato do mesmo ser um dos mais aplicaveis e pelos bons resultados alcan¢ados com seu
uso. Em trabalho realizado por Sakuma et al. (2003) com animais atendidos no Hospital
Veterinario da USP, de um total de 25 cées nos quais foram utilizados flapes cutaneos, 12
deles foram de avanco, demonstrando dessa maneira a frequéncia com que séo utilizados.
Mota (2009) descreveu a utilizacdo de flapes de avanco em nove cdes de um total de 11
animais, o que representa 81,8%, demonstrando a preferéncia pela referida técnica. De acordo
com o autor, a escolha por esse tipo de retalho se deu pela sua praticidade e aplicabilidade.

Os flapes foram confeccionados na regido abdominal ventral junto a incisdo efetuada
na linha média para realizacdo da OSH, diminuido dessa forma a quantidade de incisdes
necessarias para fazer cada flape e porque de acordo com Hedlund (2005) devem ser evitados
locais com movimento e tenséo excessiva.

Como as pacientes ja seriam submetidas aos riscos associados a anestesia e cirurgia
durante a criagdo dos flapes, foi decidido aproveitar o0 momento para realizar a castracéo
eletiva das mesmas. Essa foi uma forma encontrada de aliar a experimentagcdo ao bem estar

animal, uma vez que ao efetuar tal procedimento cirurgico foram reduzidas as chance dessas



Artigo 111 ]110

cadelas posteriormente, desenvolverem problemas uterinos ou ovarianos no quais muitas
vezes a cirurgia é o tratamento indicado, além de se contribuir para o controle populacional de
cdes. A castracdo também foi um fator determinante para que houvesse o consentimento dos
tutores para que seus animais participassem do experimento.

Com relacdo ao suprimento sanguineo, foram usados flapes irrigados pelas
ramificagbes das artérias cutdneas diretas, conhecidos por randomizados ou de plexo
subdérmico. Quando a irrigacdo do flape ocorre ao acaso, a sua vascularizacdo pode variar,
portanto ndo se pode determinar a proporcao especifica entre 0 comprimento e largura do
mesmo. Mas, recomenda-se que seja 0 mais curto possivel para cobrir a regido sem tensdo
(TOBIAS, 2009), pois quando o flape é muito longo, ocorre um prejuizo no alcance do
sangue na sua porcao mais distal (ACEVEDO-BOGADO et al., 2001).

A determinacdo da area total que seria necessaria para manutencdo da irrigacdo,
visando favorecer a viabilidade do tecido, continua a ser um grande desafio para os cirurgioes
(ALMEIDA et al., 2004). Optou-se por exceder os limites recomendados pela maioria dos
autores adotando a proporcdo de 4:1 entre comprimento e largura, procedimento similar ao
realizado por Almeida et al. (2004) e ainda foi removido 1 cm da margem distal do mesmo,
para avaliar a viabilidade e vascularizacdo do tecido sob condi¢cbes menos favoraveis de
tensdo e retorno venoso como descrito por Estevdo et al. (2009). A literatura cita trabalhos
empregando diversas relagdes entre 0 comprimento e largura de flapes desde 1:1 (CAMPOS
et al., 2001), 2:1 (FARIA et al., 1986), 2,25:1 (BIONDO-SIMOES et al., 2000), 2,5:1
(ESTEVES JUNIOR et al., 2005) até 4:1 (ALMEIDA et al., 2004), entretanto, segundo
Tobias (2009), de maneira geral, quando o flape apresenta um comprimento 2 vezes maior
que a sua largura, eles sobrevivem se o suprimento sanguineo for adequado.

Pesquisas tem sido realizadas visando aumentar a taxa de sobrevivéncia de flapes
cutdneos ao incrementar sua vascularizagdo. Como diversos autores (GREEN e KLINK,
1998; MAN et al., 2001; VENDRAMIN et al., 2006; BARROSO et al., 2007; JAMESON,
2007; MOREIRA et al., 2008; DE ROSSI et al., 2009) ja relataram o potencial angiogénico
dos FCs presentes no PRP, optou-se por testar essa capacidade do produto sobre flapes de
avango em animais da espécie canina.

Apbs a producdo do PRP, foi constatado que as plaquetas foram bem preservadas, pois
ao exame microscépico ndo demonstravam alteracdo morfoldgica e o material agiu
rapidamente ao estimulo do agonista, formando um coagulo consistente em poucos segundos.

Segundo Barroso et al. (2007), uma boa fungdo plaquetaria é mantida durante o
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processamento do PRP se apos adicionar o fator coagulante, ha uma resposta satisfatoria das
plaquetas com a formacdo do coagulo.

Baseado nas contagens plaquetarias alcancadas no sangue total e PRP, observou-se
que foi possivel propiciar um aumento de quatro a cinco vezes na plaquetometria, assim como
em trabalho executado por Clevens (2002), o que caracteriza o alcance da concentragdo
considerada como terapéutica por muitos pesquisadores como Marx (2004) e Whitlow et al.
(2008).

Segundo Marx (2004) e Messora et al. (2009) a preparacdo do PRP requer o emprego
de técnica asséptica. Em trabalho realizado por Santos (2007), todo o procedimento foi
executado com vestimenta cirtrgica completa, que incluia avental, gorro, mascara, luvas e
oculos. Segundo os autores, ndo houve crescimento bacteriano nem fldngico durante a
avaliacdo microbioldgica do PRP. Neste trabalho, optou-se pelo uso de méascara, gorro e luvas
estéreis, além dos tubos estéreis para coleta do sangue, entretanto o processamento do
material, ndo foi realizado em capela de fluxo laminar. De acordo com Messora et al.(2009),
como a grande maioria dos hospitais e clinicas ndo dispdem de ambiente com filtro de ar com
fluxo laminar existe um risco de contaminacdo do PRP durante sua producdo com particulas
suspensas no ar.

Mesmo assim, autores como Martinez-Gonzélez et al. (2002) e Marx (2004) relataram
que nas diversas vezes em que fizeram uso clinico do PRP ndo houveram complicacGes
associadas a infeccdo da ferida. Apesar de ser apenas uma especulacéo, a alta concentracdo de
leucdcitos da camada leucoplaquetaria pode induzir a um efeito antimicrobiano no gel de
plaquetas (GREEN e KLINK, 1998).

Da Silva et al. (2007), informaram que a técnica de producdo manual do PRP
apresenta dois momentos em que o risco de contaminacgdo pode ser maior, sendo estes a hora
em que o produto é transferido de um frasco para outro apés a 12 centrifugagdo e no momento
da aspiracdo do plasma sobrenadante ap0s a 22 centrifugacdo. Dos oito animais operados
pelos autores supracitados, um deles desenvolveu sinais de osteomielite na fratura tratada com
PRP, entretanto esses ndo conseguiram identificar se a infeccdo foi em decorréncia da
contaminagdo do PRP ou da ferida cirurgica durante o ato operatorio.

Levando em consideragdo os momentos de maior risco de contaminacédo citados por
esses autores e com o intuito de avaliar a possibilidade da mesma ocorrer na hora da ativacédo
do PRP (Figura 05), foram realizadas coletas de material com posterior cultura bacterioldgica

nesses trés momentos.
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Figura 05: Uso do “swab” para a coleta de
uma amostra do PRP para realizacdo de
cultura bacteriana.

Fonte: Aleixo, 2009.

Os resultados alcancados indicaram que houve contaminacdo, com bactérias do género
Staphylococcus sp. de uma amostra em cada um dos tempos, totalizando trés contaminacoes
(37,5%) (Quadro 01), portanto ndo foi identificado uma etapa critica em que o risco tenha se

mostrado maior.

Quadro 01: Momento da contaminacéo do PRP e bactéria isolada.

Paciente Apbs a 12 centrifugacéo ' Apbs a 22 centrifugacéo Producéo do gel de PRP |

1 - - -

- Staphylococcus sp. -

2
3
4
5 - - -
6
7
8

- - Staphylococcus sp.

Staphylococcus sp. - -

Mesmo tendo sido constatado a contaminacdo com Staphylococcus sp., considerado
habitante natural da pele (SHMON, 2007), podendo portanto o operador ter sido a fonte de
contaminagdo, a mesma nao foi suficiente para evoluir para um processo infeccioso. Segundo
Dunning (2007) sdo necesséarios 10° bactérias/grama de tecido para que uma infeccdo seja
instalada, entdo possivelmente essa quantidade de bactérias ndo foi alcancada, apesar de ndo
ter sido realizado uma analise quantitativa para confirmar tal informacdo, pois sinais
caracteristicos de infeccdo ndo foram evidenciados localmente nos FT contaminados (ex.
exudato inflamatorio, secrecdo purulenta, odor ou deiscéncia), nem sistemicamente em

nenhum dos pacientes (ex. febre).
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Além da infeccdo, outros complicagdes associadas aos flapes e que podem interferir
sobre sua viabilidade s&o a presenca de hematoma (PAVLETIC, 2007b), deiscéncia
(TOBIAS, 2009), edema (ACEVEDO-BOGADO et al., 2001) e necrose (BIONDO-SIMOES
et al., 2000). As avaliacdes desses aspectos foram realizadas de maneira continua a cada dois
dias até o 7° dia a partir da primeira avaliacdo com 24 horas, pois segundo Pavletic (2007b),
as observacgdes periodicas sdo necessarias para a determinacdo da sobrevida do retalho nos
dias que se seguem apos o transplante.

Macroscopicamente, em D; ambos os flapes apresentavam edema e hiperemia, estando
0 edema presente em cinco flapes do grupo controle e seis do tratado. A hiperemia ocorreu em
menor frequéncia, sendo observada em quatro flapes controles e dois tratados. Essas
alteracdes eram esperadas nesse momento como resultado do trauma cirdrgico, pois qualquer
estimulo que seja capaz de incitar uma reacdo inflamatéria, inclusive a cirurgia, levard a
ativacdo de varios mediadores inflamatdrios (ex. prostaglandina) com o objetivo de debelar o
agente que causou a injuria (TASAKA, 2006). Apo6s a vasoconstricgdo reflexiva inicial que
ocorre em resposta ao dano tecidual, sdo observados vasodilatacio e aumento da
permeabilidade vascular (POUMIAN, 2004). Todos esses eventos visam facilitar a passagem
das proteinas, células inflamatérias e plasma para o tecido lesado (TASAKA, 2006). Estima-
se que em éareas inflamadas ocorre um extravasamento de liquidos entre cinco a sete vezes
maior do que em areas ndo inflamadas (JEFFERSON, 1988a). Como resultado da dilatacdo
dos vasos, aumento do fluxo sanguineo e permeabilidade vascular, o local se apresenta
avermelhado, tumefeito e com temperatura elevada (JEFFERSON, 1988b).

A inflamacdo, caracterizada pelas alteragdes vasculares, tem duracdo média entre
quatro horas a trés dias, entretanto quando ha a lesdo direta sobre 0s vasos, essa fase pode ser
prolongada (POUMIAN, 2004) e, portanto, se esse processo persistir por mais alguns dias
ap0s uma cirurgia, isso pode ser em consequéncia dos vasos terem sido seccionados
diretamente. Ainda assim, a preocupacdo com relacdo ao edema é justificada, pois segundo
Acevedo-Bogado et al. (2001), a edemaciacdo também pode ser um fator determinante para
que ocorra a perda parcial ou total de um flape.

A partir de D3 essas caracteristicas resultantes do trauma cirdrgico comecaram a
reduzir progressivamente e no quinto dia ja ndo eram mais evidentes, entretanto ainda em Ds
e D; foram identificadas discretas areas de edema e hiperemia em alguns flapes dos grupos
controle e tratado, proximas aos pontos de sutura. Essas alteracfes ndo foram levadas em

consideracdo para o célculo do IET, pois pela sua localizacdo, acredita-se que tenham sido
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consequéncia de um processo natural do organismo de reagdo a um corpo estranho, nesse
caso, o fio de sutura.

A presenca de secrecdo seromucosa foi frequente apenas no grupo tratado (4/8) em Dy,
entretanto essa alteracdo ndo foi atribuida a ferida em si, e sim, ao produto aplicado nesse
grupo e, desta maneira, ndo foram considerados na analise estatistica. Observou-se que ao
entrar em contato com o leito receptor, o gel de PRP modificou discretamente de consisténcia,
e logo apds a sutura do flape, um liquido comecou a fluir através das bordas da ferida em
alguns animais. Nesse momento foi realizada uma leve compressao local com uma compressa
cirdrgica, pois, de acordo com Jameson (2007) uma gaze deve ser enrolada sobre o flap para
remover qualquer liquido em excesso e ajudar a espalhar o gel.

Possivelmente, no periodo pds-operatorio imediato, o calor gerado pela intensificacao
das reacdes bioldgicas no local da inflamacdo (POUMIAN, 2004) também tenha contribuido
para a liquefacdo do produto, com extravazamento posterior do mesmo através das bordas da
ferida.

A auséncia de secrecdo em todas as feridas nos dias seguintes (D3, Ds e D;) reforcam a
hipbtese de que a secrecdo tenha sido proveniente do PRP, ao invés de ser resultante de um
processo inflamatério mais exarcebado ou infeccéo local.

Segundo Faria et al. (1986), a adequada hemostasia também € importante para que se
mantenha a viabilidade de um flape, pois 0 hematoma pode levar a sua necrose por causa da
pressdo provocada pelo mesmo sob o retalho (PAVLETIC, 2007b).

Em um paciente do grupo controle foi identificado um hematoma em D3 que persistiu
até o Ds, desaparecendo em D;. A mesma alteragcdo ndo foi evidenciada no grupo tratado em
nenhuma das avalia¢des. 1sso pode ser fundamentado no fato do PRP prevenir sangramentos
por causa da participacdo das plaquetas na coagulacdo sanguinea, sendo inclusive, essa uma
das primeiras finalidades do seu uso em cirurgia. Os resultados corroboram com Bolta (2007)
que cita que o gel de plaquetas se mostrou efetivo para diminuir os sangramentos capilares em
flapes cirurgicos de 20 pacientes humanos. Na experiéncia dos autores Adler e Kent (2002),
0s mesmo relatam que o PRP promoveu um aumento na aderéncia do flape ao leito receptor,
eliminado assim o espago morto e melhorando a hemostasia.

A necrose foi avaliada, macroscopicamente, pela coloracdo da pele, onde as areas que
inicialmente se apresentavam palidas em D3 foram evoluindo continuamente para uma
coloragéo roxa em Ds, e posteriormente preta em D;. Segundo Tobias (2009), a necrose do
flape pode ndo ser evidente até seis dias depois da cirurgia, sendo necessario esperar uma

semana para identificar areas viaveis e nao viaveis (PAVLETIC, 2007b). As areas de necrose
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identificadas clinicamente na extremidade distal de trés flapes de cada grupo foram
confirmadas pela histologia, onde foi visualizado o comprometimento da epiderme e derme
papilar (Figura 06). Nesses locais foram observados o desaparecimento total do ndcleo,

indicando morte celular como sugerido por Jefferson (1988c).

Figura 06: Area de necrose (setas) na extremidade
distal de um flape cutaneo identificada no exame
histopatolégico (Coloragdo HE e aumento de
160X).

Fonte: Aleixo, 2009.

Fatores como infecg@o, compresséo e tensdo podem contribuir para o desenvolvimento
de necrose em um flape, porém a irrigacdo do tecido € o principal, uma vez que 0s vasos sdo
responsaveis pela nutricdo local (CAMPOS et al.,, 2001). A vascularizacdo inadequada
possivelmente foi o que ocasionou a necrose em todos os flapes, pois ndo foram constatados
sinais de infeccdo e se o motivo fosse tensdo excessiva, provavelmente alguns pontos
cirtrgicos teriam rompido e seriam identificadas areas de deiscéncia. Os flapes também néo
foram submetidos a demasiada compressdo durante o pds-operatorio, pois a protecdo da ferida
foi realizada com um curativo composto por uma Unica camada de fita hipoalergénica e roupa
cirurgica ndo compressiva. Além disso, de acordo com Canton (2004), a necrose de
caracteristica seca, como a observada nos animais em questdo, ocorre em decorréncia da
diminuicdo do aporte sanguineo ao tecido.

No grupo controle e tratado ndo foram evidenciados em todas as avaliagbes odor ou
deiscéncia, mesmo nas regides necrosadas como citado anteriormente, apesar da deiscéncia
ser uma das principais complicacdes associadas ao uso de flapes cutaneos (SAKUMA et al.,
2003). Isso possivelmente ocorreu em decorréncia da necrose ter sido mais superficial, com
comprometimento apenas da epiderme e derme papilar. Acredita-se que a forca exercida pela

derme reticular, tenha sido suficiente para manter o flape e as bordas da ferida cirdrgica
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aproximadas pelos pontos, uma vez que essa camada apresenta feixes espessos de fibras
colagenas e elasticas (KIERSZENBAUM, 2004).

A identificacdo e intensidade de todas as varidveis avaliadas em D; D3, Ds e D7 foram

submetidas a um calculo estatistico para determinar a porcentagem de viabilidade do tecido,

que recebeu a denominagéo de indice de Eficiéncia do Tratamento (IET) (Tabelas 02 e 03).

Tabela 02: Calculo do IET para cada dia de avaliagdo no grupo controle.

Avaliacédo | % Excelente % Bom % Regular % Deficiente % Inviavel | % IET
D, 12,50 75,00 12,50 0,00 0,00 75,00
Ds 25,00 50,00 25,00 0,00 0,00 75,00
Ds 62,50 0,00 37,50 0,00 0,00 81,25
D, 62,50 0,00 37,50 0,00 0,00 81,25
Tabela 03: Calculo do IET para cada dia de avaliagdo no grupo tratado.
Avaliagdo | % Excelente % Bom % Regular % Deficiente % Inviavel | % IET
D, 25,00 50,00 25,00 0,00 0,00 75,00
Ds 25,00 50,00 25,00 0,00 0,00 75,00
Ds 50,00 12,50 37,50 0,00 0,00 78,13
D, 62,50 0,00 37,50 0,00 0,00 81,25

As médias do calculo do IET para o grupo controle e tratado em todas as avaliagdes
foram 78,13% e 77,34% respectivamente, estando os dois valores dentro das margens
estabelecidas para a categoria “Bom” (75 a 89%), portanto ndo houve diferenca entre os dois
grupos de acordo com as analises clinicas. Mesmo tendo sido identificado areas de necrose
em trés flapes de cada grupo, a categoria, na qual os grupos foram enquadrados, pode ser
atribuida ao fato das mesmas terem sido restritas a margem distal dos flapes, o que segundo
Esteves Junior et al. (2005), é o local mais propicio para o desenvolvimento dessa alteracdo
como resultado de uma inadequada vascularizacdo sanguinea local, ndo havendo portanto,
comprometimento total do tecido (Tabela 04). Em pesquisa executada por Sakuma et al.
(2003), a necrose desenvolvida em 24% dos animais se localizava sempre na extremidade

distal do flape, corroborando com os resultados aqui encontrados.
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Tabela 04: Areas de necrose dos flapes controle e tratado calculadas pelo
programa Imagelab 2000°.

AREA DE NECROSE

Paciente FLAPE CONTROLE FLAPE TRATADO
1 0,00% 0,00%
2 0,00% 0,00%
3 14,00% 17,77%
4 0,00% 0,00%
5 0,00% 0,00%
6 10,00% 14,51%
7 10,48% 11,67%
8 0,00% 0,00%

Além das avaliages macroscopicas, que sao consideradas mais subjetivas, uma vez
que sdo determinadas de acordo com a observacdo do avaliador, foram efetuadas anélises
microscopicas dos tecidos obtidos na biopsia realizada ao 10° dia. A realizagdo do exame
histopatolégico e morfométrico tiveram o intuito de fundamentar ou complementar as
informacBes determinadas nos exames clinicos. Em trabalho realizado por Suaid et al. (2007),
avaliando a acdo do PRP em enxertos para a cobertura de retracdo gengival em caes, as
avaliacdes foram baseadas apenas em observacdes clinicas, entretanto os mesmo autores
citaram que isso ndo € suficiente para analisar a acdo do gel de plaquetas, sendo necessario
recorrer ao exame histologico.

Microscopicamente, os achados mais frequentes tanto nos FC quanto nos FT foram a
presenca de necrose em algumas regides da derme profunda e infiltrado inflamatdrio. Ambos
eram previsiveis, sendo o primeiro uma evidéncia normal decorrente do divulsionamento do
tecido na hora da confeccdo dos flapes e o segundo, relacionado ao processo de reparagédo
tecidual fisioldgico.

Uma alteracdo digna de nota evidenciada apenas no grupo tratado (6/8) foi uma reagéo
do tipo corpo estranho na regido dérmica profunda, caracterizada pela presenca de células

gigantes multinucleadas, macréfago, leucécitos e linfocitos (Figura 07).
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Figura 07: Area da derme profunda com células
gigantes multinucleadas (setas) em um flape
tratado com PRP, visualizada no aumento de
250X (Coloracdo HE).

Fonte: Aleixo, 2009.

Esse achado foi similar ao encontrado por Coelho et al. (1999), usando curativos de
poliuretano, hemocelulose, hidrocoldide e vaselina em feridas abertas de cées, que segundo 0s
autores supracitados, provavelmente, foi provocado pelos componentes dos curativos.

Corroborando com Coelho et al. (1999), acredita-se que a reacdo tenha ocorrido por
causa do agente agonista empregado para ativar o0 PRP, uma vez que essa caracteristica
histoldgica ndo foi evidenciada em nenhum dos flapes do grupo controle e pelo fato de ter
sido identificada apenas na regido profunda da derme, local onde o produto foi aplicado.

Segundo Bolta (2007) o melhor fator ativador para o PRP ainda n&o foi identificado. A
escolha pela tromboplastina foi realizada visando facilitar o processamento do gel de
plaquetas, uma vez que o produto é comercialmente disponibilizado ndo sendo necessario
prepara-lo, diferentemente da trombina autégena, além dos resultados favoraveis apresentado
por alguns autores como Santos (2007) e Barbosa et al. (2008) com o seu uso. Ainda de
acordo com Barbosa et al. (2008), a trombina bovina topica € de dificil aquisicdo no Brasil, e
portanto ela vem sendo substituida pela tromboplastina com bons resultados. Outra
desvantagem citada no uso da trombina bovina € que a mesma pode levar a formagéo de
anticorpos contra os fatores de coagulacdo V e XIl, resultando no desenvolvimento de
coagulopatias graves (SANCHEZ et al., 2003; MAIA e SOUZA, 2009).

Apesar dos resultados promissores citados por alguns pesquisadores empregando o
PRP ativado pela tromboplastina, Da Silva et al. (2007), ndo encontraram diferenca no uso do
produto com relacdo ao grupo controle, apesar dos mesmos ndo terem atribuido diretamente
esses resultados ao agente agonista. Em trabalho executado por Silva et al. (2009), foi relatado
que o concentrado de plaquetas falhou em potencializar a cicatrizacdo 0ssea e 0s autores
atribuiram isso ao fato de terem utilizado tromboplastina para ativar o produto, o que resultou
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em uma reacdo inflamatdria a corpo estranho atuando de forma negativa na fase inicial de
restauracdo do tecido, estando os dados aqui encontrados em concordancia com esses
resultados.

A anédlise da variancia para a contagem morfométrica realizada pelo teste de F
apresentou resultado inferior ao tabelado, indicando, portanto ndo existirem diferencgas
estatisticas significativas entre o grupo controle e tratado (Tabela 05). Mesmo ndo ocorrendo
diferenca com base na analise estatistica, 0 grupo tratado apresentou 33,14% mais vasos do
que o controle, o que pode ter algum significado clinico, uma vez que essa
vascularizagéo poderia, possivelmente, contribuir com a neoangiogénese que ocorre durante a

evolugéo do processo de integracao.

Tabela 05: Média de vasos identificados por mm? no flape
controle e tratado.

TRATAMENTOS MEDIAS
Flape controle (FC) 21,125 por mm?
Flape tratado (FT) 28,125 por mm?

Segundo Marx (2004), a maioria dos trabalhos sobre PRP indicam efeitos benéficos
apés 0 seu uso, entretanto os resultados aqui alcangcados corroboram com outros
pesquisadores como Aghaloo et al. (2002), Garcia (2005), Da Silva et al. (2007), Gurgel et al.
(2007), Nunes Filho et al. (2007), Santos (2007) e Suaid et al. (2007), nos quais nao foram
constatados diferencas entre o grupo tratado com PRP e 0 n&o tratado.

Um fator importante a ser levado em consideracdo com relagdo aos artigos que
demonstram efeito favoravel do PRP sobre a reparacdo tecidual, é que a maioria deles
baseiam seus resultados satisfatorios apenas em analises clinicas, especialmente, quando o0s
experimentos sdo realizados com humanos. Recomenda-se, entretanto que 0 exame
histologico seja parte essencial da avaliacdo da efetividade do PRP, pois muitas alteracdes,
como a reacdo a corpo estranho e presenca de infiltrado inflamatério s6 podem ser

identificados por meio de uma andlise microscopica.
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CONCLUSAO

Dentro das condic¢des nas quais o experimento foi realizado, os resultados alcancados
permitiram concluir que o plasma rico em plaquetas (PRP) ativado com tromboplastina nao

incrementou a viabilidade de flapes cutaneos de avanco randomizado em cées.

REFERENCIAS

1. ACEVEDO-BOGADO, C. E.; BINS-ELY, J.; D’ACAMPORA, A. J.; NEVES, R. E. Efeito
da hialuronidase na sobrevida de retalhos cutaneos em ratas. Acta Cirurgica Brasileira, v.
17, supl. 1, p. 14-16, 2002.

2. ADLER, S. C.; KENT, K. J. Enhancing wound healing with growth factors. Facial Plastic
Surgery Clinics of North America, v.10, p. 129-146, 2002.

3. AGHALOQO, T. L.; MOY, P. K.; FREYMILLER, E. G. Investigation of Platelet-Rich
Plasma in Rabbit Cranial Defects: A Pilot Study. J. Oral Maxillofac. Surg.,v. 60: p.
1176-1181, 2002.

4. ALMEIDA, K. G.; FAGUNDES, D. J.; MANNA, M. C. B.; MONTERO, E. F. S. A¢éo do
dimetil-sulfoxido na isquemia de retalhos randémicos de pele em ratos. Acta Cirurgica
Brasileira, v. 19, n. 6, p. 649-657, 2004.

5. ASPINALL, V.; O'REILLY, M. Common integument. In:___ . Introduction to
Veterinary Anatomy and Physiology. Philadelphia: Elsevier, 2004. Cap. 12, p. 151-158.

6. BARBOSA, A. L. T.; DEL CARLO, R. J; GOMES, H. C.; OLIVEIRA, A. C;
MONTEIRO, B. S.; DEL CARLO, B. N. Plasma rico em plaquetas para reparacdo de
falhas Gsseas em cées. Ciéncia Rural, v.38, n.5, p.1335-1340, 2008.

7. BARROSO, C. S. T.; BENITO, J. C.; PUIG, A. G. Calidad del plasma rico en plaquetas:
estadio de la activacion plaguetaria. Ver. Esp. Cir. Oral y Maxilofac. , v. 29, n. 4, p. 240-
248, 2007.

8. BIONDO-SIMOES, M. L. P.; GRECA, F. H.; PAULA, J. B.; CHIN, E. W. K.; SANTOS,
E. A. A;; STALHSCHMIDT, F. L. Influéncia do buflomedil em retalhos cutaneos
isquémicos - estudo experimental em ratos. Acta Cirargica Brasileira, v. 15, supl. 3, p.
34-40, 2000.

9. BOLTA, P. R. Z. Use of platelet growth factors in treating wounds and soft-tissue injuries.
Acta Dermatoven APA, v.16, n. 4, p. 156-165, 2007.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Artigo 111|121

CAMARGO, P. M.; LEKOVIC, V., WEINLAENDER, M.; VASILIC, N,
MADZAREVIC, M.; KENNEY, E. B. Platelet-rich plasma and bovine porous bone
mineral combined with guided tissue regeneration in the treatment of intrabony defects in
humans. J Periodontol Res, v. 37, p. 300-306, 2002.

CAMPOS, H.; FERREIRA, L. M.; SANTOS, W. L. C.; ARAUJO, M. C. M. Efeitos da
nicotina nos retalhos cutaneos em ratos. Acta Cirargica Brasileira, v. 16, n. 4, 2001.
CANTON, B. V. Alteraciones celulares y tisulares. Transtornos circulatorios. In:
TAVERA, F J. T.; ELIZONDO, G. V. Patologia General Veterinaria. 4. ed. México:
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, 2004. Cap. 3, p. 79-150.

CARTER, G. R. Fundamentos de Bacteriologia e Micologia Veterinéria. 1. ed. Sao
Paulo: Roca, 1988. 249 p.

CLEVENS, R. A. Autologous platelet rich plasma in facial plastic surgery. In: 8th
International Symposium of Facial Plastic Surgery, New York, 2002. Proceedings from
the 8th International Symposium of Facial Plastic Surgery, New York, 2002.
COELHO, M. C. O. C.; REZENDE, C. M. F.; TENORIO, A. P. M. Contracéo de feridas
apos cobertura com substitutos temporarios de pele. Ciéncia Rural, v. 29, n. 2, p. 297-
303, 1999.

COLES, E. H. Hemostasia e coagulacdo sanguinea. In: . Patologia Clinica
Veterinaria. 3. ed. Sdo Paulo: Manole, 1984. Cap. 5, p. 144-163.

DA SILVA, S. B.; FERRIGNO, C. R. A.; STERMAN, F. A.; BACCARIN, D. C. B;;
YAZBEK, K. V. B.; MURAMOTO, C.; AMAKU, M. Plasma rico em plaquetas
combinado a hidroxiapatita na formagdo do calo 06sseo em fraturas induzidas
experimentalmente no radio de cées. Ciéncia Rural, v. 37, n. 4, p. 1045-1051, 2007.

DE ROSSI, R.; COELHO, A. C. A. O.; MELLO, G. S.; FRAZILIO, F. O.; LEAL, C. R.
B.; FACCO, G. G.; BRUM, K. B. Effects of platelet-rich plasma gel on skin healing in
surgical wound in horses. Acta Cirurgica Brasileira, v. 24, n. 4, p. 276-281, 2009.
DUNNING, D. Infeccdo da ferida cirurgica e uso de antimicrobianos. In: SLATTER, D.
Manual de Cirurgia de Pequenos Animais. 3. ed. Vol. I. Sdo Paulo: Manole, 2007. Cap.
6, p. 113-122.

DVORAK, H. F.; BROWN, L. F.; DETMAR, M.; DVORAK, A. M. Vascular
permeability factor/vascular endothelial growth factor, microvascular hyperpermeability

and angiogenesis. American Journal of Pathology, v. 146, n. 5, p. 1029-1039, 1995.



21.

22.

23.

24.

Artigo 111 ]122

EPPLEY, B. L.; WOODELL, J. E.; HIGGINS, J. B. S. Platelet quantification and growth
factor analysis from platelet-rich plasma: implications for wound healing. Plast.
Reconstr. Surg., v. 114, n.6, p. 1502-1508, 2004.

ESTEVAO, L. R. M.; MEDEIROS, J. P.; SCOGNAMILLO-SZABO, M. V. R;
EVENCIO, L. B.; GUIMARAES, E. C.; CAMARA, C. A. G.; EVENCIO-NETO, J.
Neoangiogénese de retalhos cutaneos em ratos tratados com 6leo de copaiba. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v. 44, n. 4, p. 406-412, 20009.

ESTEVES JUNIOR, I.; MASSON, I. B.; FERREIRA, L. M.; LIEBANO, R. E;
BALDAN, C.; GOMES, A. C. Administracdo topica de cloridrato de hidralazina na
viabilidade de retalho cutaneo randémico em ratos. Acta Cirurgica Brasileira, v. 20, n.
2, p. 164-166, 2005.

FARIA, M. A. R.; PIPPI, N. L.; MORAIS, A. N.; RODASKI, S. Reconstitui¢do de ferida
de pele no membro anterior de cdo usando flape bipediculado. Revista do Centro de
Ciéncias Rurais, v. 18, n. 1, p. 29-37, 1986.

25. FLORYAN, K. M.; BERGHOFF, W. J. Intraoperative use of autologous platelet-rich and

26.

217.

28.

29.

30.

platelet-poor plasma for orthopedic surgery patients. AORN Journal, v. 80, n. 4, p. 668-
674, 2004.

FRECHETTE, J. P.; MARTINEAU, I.; GAGNON, G. Platelet-rich plasmas: growth
factor content and roles in wound healing. Journal of Dental Research, v. 84, p. 434-
439, 2005.

GARCIA, R. V. Utilizacéo de plasma rico em plaquetas (PRP) associado a implantes
intra-6sseos em mandibula de cdes. Analise histoldgica. 2005. 93f. Tese (Doutorado em
Odontologia) - Universidade Estadual Paulista (UNESP), Araraquara, 2005.

GENTRY, P. A. Coagulagdo sanguinea e hemostasia. In: REECE, W. O. Dukes/
Fisiologia dos Animais Domésticos. 12. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2006.
Cap. 4, p. 49-64.

GREEN, D.; KLINK, B. Platelet gel as an intraoperatively procured platelet-based
alternative to fibrin glue. Plastic & Reconstructive Surgery, v. 101, n. 4, p. 1161-1162,
1998.

GURGEL, B. C. V.; GONCALVES, P. F.; PIMENTEL, S. P.; AMBROSANO, G. M. B,;
NOCITI JR., F. H.; SALLUM, E. A.; CASATI, M. Z. Platelet-rich plasma may not
provide any additional effect when associated with guided bone regeneration around
dental implants in dogs. Clinical Oral Implants Research, v. 649, n. 654, p. 649-654,
2007.



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Artigo 111 ]123

HEDLUND, C. S. Cirurgia do sistema tegumentar. In: FOSSUM, T. W. Cirurgia de
Pequenos Animais. 2. ed. Vol. 1. S&o Paulo: Roca, 2005. Cap. 18, p. 135-230.
HOFFBRAND, A. V.; PETTIT, J. E.; MOSS, P. A. H. Plaquetas, coagulacédo do sangue e
hemostasia. In.__ . Fundamentos em Hematologia. 4. ed. Porto Alegre: Artmed,
2004. Cap. 18, p. 244-257.

JAMESON, C. A. Autologous platelet concentrate for the production of platelet gel.
Labmedicine, v. 38, n. 1, p. 39- 42, january 2007.

JEFFERSON, A. S. Inflamacdo. In: . Patologia Geral dos Animais Domésticos
(Mamiferos e Aves). 3. ed. Rio de Janeiro: Guanabara,1988. Cap. 10, p. 159-219 (a).
JEFFERSON, A. S. Disturbios circulatorios: Hiperemia, edema e hemorragia. In:
Patologia Geral dos Animais Domésticos (Mamiferos e Aves). 3. ed. Rio de Janeiro:
Guanabara,1988. Cap. 13, p. 361- 378(b).

JEFFERSON, A. S. Necrose. In: _ . Patologia Geral dos Animais Domésticos
(Mamiferos e Aves). 3. ed. Rio de Janeiro: Guanabara,1988. Cap. 5, p. 69- 83 (c).
JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J. Pele e anexos. In: . Histologia Basica. 10.
ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2004. Cap. 18, p. 359-370.

KAMAKURA, L.; SPINA, V.; MODOLIN, M. Retalhos de pele. In: GOFFI, F. S.
Técnica Cirurgica: Bases Anatdmicas, Fisiopatoldgicas e Técnica da Cirurgia. Rio de
Janeiro: Livraria Atheneu, 1986. Cap. 35, p. 383-392.

KIERSZENBAUM, A. L.Sistema tegumentar. In.___ . Histologia e biologia celular.
Uma introducdo a patologia. Rio de Janeiro: Elsevier, 2004. Cap. 6, p. 157-188.
LAGUNAS, J. G. Plasma rico em plaquetas. Rev. Esp. Cir. Oral y Maxilofac., v. 28, n.
2, p. 89-99, 2006.

LEMOS, J. J.; ROSSI JUNIOR, R.; PISPICO, R. (2002). Utilizacdo de plasma rico em
plaguetas em enxertos 0sseos - proposta de um protocolo de obtencéo simplificado.
Disponivel em:< http://www.odontologia.com.br/artigos.asp?id=225>. Acesso em:
06.11.09.

LOPEZ, J. L.; CHIMENOS, E.; SANCHEZ, J. M.; CASTANEDA, P. Plasma rico en
factores de crecimiento y regeneracion 6sea. Dentum, v. 7, n. 3, p. 108-112, 2007.

MAIA, L.; SOUZA, M. V. Componentes ricos em plaquetas na reparacdo de afeccOes
tendo-ligamentosas e osteoarticulares em animais. Ciéncia Rural, v. 39, n. 4, p. 1267-
1274, 2009.


http://www.odontologia.com.br/artigos.asp?id=225

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Artigo 111|124

MAN, D.; PLOSKER, H.; WINLAND-BROWN, J. E. The use of autologous platelet-rich
plasma (platelet gel) and autologous platelet-poor plasma (fibrin glue) in cosmetic
surgery. Plastic and Reconstructive Surgery, v. 107, p. 229-237, 2001.
MARTINEZ-GONZALEZ, J. M.; SANCHEZ, J. C.; LAFUENTE, J. C. G.; TRAPERO, J.
C.; GOMEZ, G. C. E.; LESTON, J. M. S. Do ambulatory-use Platelet-Rich Plasma (PRP)
concentrates present risks? Medicina Oral, v. 7, n. 5, p. 383-390, 2002.

MARX, R. E.; CARLSON, E. R.; EICHSTAEDT, R. M.; SCHIMMELE, S. R;
STRAUSS, J. E.; GEORGEFF, K. R. Platelet-rich plasm: Growth factor enhancement
for bone grafts. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, v. 85, n. 6, p. 638-646,
1998.

MARX, R. E. Platelet-rich plasma: evidence to support its use. J. Oral Maxillofac.
Surg., n. 62, p. 489-496, 2004.

MESSORA, M. E.; NAGATA, M. J. H.; MELO, L. G. N.; FURLANETO, F. A. C,;
DELIBERADOR, T. M.; GARCIA, V. G.; BOSCO, A. F. Anélise de um protocolo de
Unica centrifugacdo para o preparo do plasma rico em plaquetas (PRP) — estudo em
coelhos. Revista Sul-Brasileira de Odontologia, v. 6, n. 2, p. 135-141, 2009.
MOREIRA, D. C.; SADIGURSKY, M.; REIS, S. R. A.; ANDRADE, M. G. S. Fatores de
crescimento plaquetérios. Revision de literatura. Revista Venezolana de Investigacion
Odontoldgica, v. 8, n. 1, p.14-25, 2008.

MOTA, A. K. R. Utilizacdo de diferentes técnicas de cirurgia reconstrutiva para
fechamento de defeitos cuténeos. 2009. 45 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Veterinaria) - Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife.

MULLER, G. H.; KIRK, R. W.; SCOTT, D. W. Estrutura e funcbes da pele, In:
Dermatologia dos Pequenos Animais. 3. ed. Sao Paulo: Manole, 1985. Cap. 1, p. 1-48.
NITZ, A. C.; ELY, J. B.; D’ACAMPORA, A, J.; TAMES, D. R.; CORREA, B. P. Estudo
morfometrico no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos usando Coronopu
didymus e Calendula officinali. Arquivos Catarinenses de Medicina, v. 35, n. 4, p. 74-
79, 2006.

NUNES FILHO, D. P.; LUPPINO, F.; YAEDU, R. Y. F.; CARVALHO, P. S. P.
Avaliacdo microscopica da acdo do 0sso autdgeno associado ou ndo ao PRP em cavidades
Osseas de cées. Revista Implantnews, v. 4, n. 3, p. 263-269, 2007.

OLOUMI, M. M. Severe wound of stifle region, treated by a thoracic-based body flap in a
dog: case report. Iranian Journal of Veterinary Research, v. 5, n. 2, p. 114-116, 2004.



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

Artigo 111 ]125

PAGLIOSA, G. M.; ALVES, G. E. S. Consideragdes sobre a obtencdo e o uso do plasma
rico em plaquetas e das células mesenquimais indiferenciadas em enxertos 0sseos.
Ciéncia Rural, v. 37, n. 4, p. 1202-1205, 2007.

PAIM, C. B. V.; RAISER, A. G.; CARDOSO, E.; BECK , C. Enxerto autélogo de pele,
em malha, com espessura completa, na reparacdo de feridas carpometacarpianas de cées.
Resposta a irradiagdo laser AsGa. Ciéncia Rural, v. 32, n. 3, p. 451-457, 2002.
PAVLETIC, M. M. Tegumento. In: SLATTER, D. Manual de Cirurgia de Pequenos
Animais. 3. ed. Vol. I. Sdo Paulo: Manole, 2007. Cap. 20, p. 250-259 (a).

PAVLETIC, M. M. Enxertos pediculados. In: SLATTER, D. Manual de Cirurgia de
Pequenos Animais. 3. ed. Vol. I. Sdo Paulo: Manole, 2007. Cap. 23, p. 292-321 (b).
PIERCE, G.F.; MUSTOE, T.A. Pharmacologic enhancement of wound healing. Annual
Review of Medicine, v. 46, p 467-481,1995.

POUMIAN, A. M. Proceso inflamatorio. In: TAVERA, F J. T.; ELIZONDO, G. V.
Patologia General Veterinaria. 4. ed. México: Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia, 2004. Cap. 4, p. 151-252.

QUINTANA, V. M. M.. Andlisis de la consolidacion ésea en fracturas de angulo
mandibular tras la aplicacién de plasma rico en factores de crecimiento. Monografia
(Residéncia em cirurgia pléstica e reconstrutiva) Instituto Mexicano del Seguro Social
Unidad Médica de Alta Especialidad, Guadalajara, Jalisco, 2008.

RAMOS, R. S.; SILVA, M. C. V.; PIPPI, N. L.; OLIVEIRA, T. C.; COSTA, W. P.
Avaliacdo macroscopica de feridas localizadas na porcao distal de membros toracicos de
caes reparadas por meio de flape bipediculado a distancia e imobilizados com gesso. Acta
Veterinaria Brasilica, v.1, n.1, p.38-42, 2007.

REECE, W. O.; SWENSON, M. J. Composicdo e funcdes do sangue. In: REECE, W. O.
Dukes/ Fisiologia dos Animais Domésticos. 12. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
2006. Cap. 3, p. 24- 48.

ROUKIS, T. S.; ZGONIS, T.; TIERNAN, B. Autologous platelet-rich plasma for wound
and osseous healing: a review of the literature and commercially available products.
Advances in Therapy, v. 23, n. 2, p. 218-237, 2006.

SAKUMA, C. H.; MATERA, J. M.; VALENTE, N. S. Estudo clinico sobre aplicacdo do
retalno cutaneo pediculado em cirurgia oncoldgica no céo. Brazilian Journal of

Veterinary Research and Animal Science, v. 40, supl, 1, p. 32-37, 2003.



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

Artigo 111 ]126

SANCHEZ, A. R.; SHERIDAN, P. J.; KUPP, L. I. Is platelet-rich plasma the perfect
enhancement factor? A current review. The International Journal of Oral &
Maxillofacial Implants, v. 18, p. 93-103, 2003.

SANTOS, A. P. Avaliacdo da hemostasia e distdrbios da coagulagdo. In: 2° Simpoésio de
Patologia Clinica Veterinaria da Regido Sul do Brasil, Porto Alegre, 2005. Anais do 2°
Simposio de Patologia Clinica Veterinaria da Regido Sul do Brasil, Porto Alegre,
2005.

SANTOS, L. A. U. Efeito da utilizacdo do plasma rico em plaquetas na
osteointegracdo dos enxertos dos enxertos 6sseos homologos criopreservados: estudo
histomorfométrico em coelhos. 2007. 140f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias). Sao
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo (USP), Séo Paulo, 2007.
SHMON, C. Avaliacéo e preparacdo do paciente e da equipe cirdrgica. In: SLATTER, D.
Manual de Cirurgia de Pequenos Animais. 3. ed. Vol. I. Sdo Paulo: Manole, 2007. Cap.
12, p. 162-179.

SILVA, P. S. A; DEL CARLO, R. J; SERAKIDES, R.; MONTEIRO, B. S,
BALBINOT, P. Z.; ELEOTERIO, R. B.; PAEZ, O. L. A.; VILORIA, M. I. V. Plasma rico
em plaguetas associado ou ndo ao 0sso esponjoso autdgeno no reparo de falhas Gsseas
experimentais. Ciéncia Rural, v. 39, n. 1, p. 129-134, 20009.

STONE, E. A. Sistema Reprodutivo. In: SLATTER, D. Manual de Cirurgia de
Pequenos Animais. Vol. 1l. 3. ed. Sdo Paulo: Manole, 2007. Cap. 98, p. 1487-1502.
SUAID, F. F.; SANTAMARIA, M. P.; CARVALHO, M. D.; SOUZA, H. W.; SALLUM.
E. A.; NOCITTI JUNIOR, F. H. Avaliacdo clinica da associacdo do plasma rico em
plaquetas (PRP) com o enxerto de tecido conjuntivo subepitelial em retracbes gengivais
criadas em caes. Periodontia, v. 17, n. 01, p. 68-75, 2007.

TASAKA, A. C. Antiinflamatorios ndo-esteroidais. In: SPINOSA, H. S.; GORNIAK, S.
L.; BERNARDI, M. M. Farmacologia Aplicada a Medicina Veterinaria. 4. ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2006. Cap. 21, p. 256-272.

TOBIAS, K. M. Basic flaps. In: . Manual of Small Animal Soft Tissue Surgery.
lowa: Wiley-Blackwell, 2009. Cap. 3, p. 27-35.

TROUT, N. J. Principios da cirurgia plastica e reconstrutiva. In: SLATTER, D. Manual
de Cirurgia de Pequenos Animais. 3. ed. Vol. I. Sdo Paulo: Manole, 2007. Cap. 22, p.
274-292.

VENDRAMIN, F. S.; FRANCO, D.; NOGUEIRA, C. M.; PEREIRA, M. S.; FRANCO,

T. R. Plasma rico em plaquetas e fatores de crescimento: técnica de preparo e utilizacao



Artigo 111|127

em cirurgia plastica. Revista do Colégio Brasileiro de Cirurgifes, v. 33, n. 1, p. 24-28,
jan./fev., 2006.

77. WHITMAN, D. H., BERRY, R. L., GREEN, D. M. Platelet gel: An autologous alternative
to fibrin glue with applications in oral and maxillofacial surgery. J. Oral Maxillofac.
Surg.,v. 55, p. 1294-1299, 1997.

78. WHITLOW, J.; SHACKELFORD, A. G.; SIEVERT, A. N.; SISTINO, J. J. Barriers to the
acceptance and use of autologous platelet gel. Perfusion, v. 23, p. 283-289, 2008.

79. ZACCHE DE SA, J.; AGUIAR, J. L. A.; MORAIS, J.; COELHO, A. R. B.; LOPES, S. M.
L.; MELO, C. B. Area viavel e vascularizagdo, p6s autonomizagio cirdrgica, de retalho
pré-fabricado por implante vascular em ratos. Acta Cirurgica Brasileira, v. 17, suppl.1,
p. 2002.



4 APENDICE




Apéndice A: Ficha de avaliacéo clinica dos flapes.
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ANALISE CLINICA DO FLAP

M.V. Grazielle Anahy de Sousa Aleixo/ Projeto de Doutorado

Nome do animal: N° ficha:
Pelagem: Porte:
Data da cirurgia: Peso:
Dia da Avaliagdo ap6s a cirurgia: Idade:
GRUPO CONTROLE

Alteragdo

Ausente (-) Discreto (+) Moderado (++)

Intenso (+++)

Edema

Hiperemia

Hematoma

Deiscéncia

Odor

Secrecdo

Coloragao*

*ROSA (-), BRANCA (+), ROXA (++), PRETA (++4)

Outras Observagdes:
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ANEXO A: Licenca concedida pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) para o uso de animais no

experimento.

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO %

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO \ |
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

LICENCA PARA USO DE ANIMAIS EM PESQUISA

Licenga n°: 019/2009

Protocolo n°: 23082.005458/2009

Nome do Solicitante: Maria Cristina de Oliveira Cardoso Coelho

Instituicdo do Solicitante: UFRPE

Titulo do projeto: Utilizagdo do plasma rico em plaquetas como método auxiliar na

integracéo de flaps cutaneos randomizados de avanco em cies

A COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS concede licenca para uso de
animais em pesquisa para o projeto acima referenciado uma vez que atende as
normas éticas de uso de animais, conforme estabelecidas na legislagdo vigente e no
regimento interno da CEUA-UFRPE, de acordo com a Resolugdo 269/2007 do
CEPE-UFRPE, tendo a presente licenca validade de dois anos a partir da data de
sua expedicdo. O projeto foi recebido no dia 06/04/2009 e aprovado sem
modificagdes na reunido ordinaria do dia 11/05/2009.

Recife, 11 de Maio de 2009.
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