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RESUMO

ANTONIO, Nsingi Nsosolo. Avaliagdo morfoldgica e imuno-histoquimica do efeito
isolado e combinado da pentoxifilina e da hialuronidase em retalhos cutaneos
randomizados em ratos. 2016. 59 f. Dissertagao (Mestrado em Fisiopatologia e
Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Os retalhos cutaneos randomizados sao utilizados com muita frequéncia em
Cirurgia Plastica, sobretudo para a reconstrugdo de tecidos, mas a possibilidade de
ocorréncia de necrose tem desafiado o seu uso. Varios estudos tém sido realizados
visando encontrar meios para diminuir sua ocorréncia. Para se avaliar o efeito
isolado e combinado da pentoxifiina e da hialuronidase em retalhos cutaneos
randomizados em ratos, foram utilizados 50 ratos Wistar machos, distribuidos em
cinco grupos de dez: Controle | (CTL- |I) — nenhum tratamento; Controle Il (CTL -II) —
solugdo salina intraperitoneal (IP) duas vezes por dia e intralesional (IL) uma vez por
dia; Pentoxifilina (PTX) — pentoxifilina intraperitoneal duas vezes por dia e solugao
salina intralesional , uma vez por dia; Hialuronidase (HLD) — hialuronidase
intralesional, uma vez por dia e solugéo salina por via intraperitoneal duas vezes por
dia grupo; Pentoxifilina + Hialuronidase (PTX + HLD) — combinagédo das drogas nas
mesmas doses e vias de administracdo. Todas as substancias foram administradas
do 1.°ao 13.°dia do pds-operatorio, A area de necrose foi medida nos dias 7 e 14 de
pos-operatorio, os animais foram mortos no 14.° dia, e foram coletadas amostras
para exame histologico e imuno-histoquimico. A percentagem da area de necrose no
7.° dia nos grupos PTX (M = 33,16 %; DP=%7,75), HLD (M = 21,04 %; DP=17,13) e
PTX + HLD (M = 28,04 %;DP=%10,50) foi menor (P<0,0001) quando comparadas
aos grupos CTL -1 (M = 48,17 %; DP=19,18) e CTL - Il (M = 46,24 %; DP=18,02); no
14.° dia, os grupos PTX (M = 41,91 %; DP=16,15) , HDL (M = 43 %;DP=t4,711) , e
PTX + HLD (M = 40,56 %; DP=18,67) também apresentaram menor area de necrose
(P<0,001) quando comparados aos grupos CTL -1 (M = 53,61 %;DP=15,581) e CTL -
Il (M= 52,07 %; DP=16,79). PTX e PTX - HLD apresentaram menor celularidade (P
< 0,002) e Vv de macréfagos (P < 0,003) e miofibroblastos (P <0,0001) em relagao
aos controles; PTX mostrou maior Lv dos vasos sanguineos em comparagao com
todos os outros grupos (p <0,0001). Neste modelo experimental, o uso isolado ou
combinado de ambas as substancias, aumentou a viabilidade dos retalhos, quando
comparados aos controles. No 7° dia, o grupo PTX apresentou menor viabilidade
que o HLD, enquanto que no 14° dia ndo houve diferenga entre os grupos tratados.
O uso isolado da PTX apresentou maior Lv dos vasos sanguineos e menor
celularidade na derme profunda que quando utilizada em combinagdo com a HLD.
Por outro lado, a utlilizagdo combinada dessas drogas mostrou-se mais eficiénte em
reduzir a celularidade da derme superficial e a Vv dos macréfagos que o uso isolado
da HLD.

Palavras-chave: Retalho cutdneo randomizado. Viabilidade. Necrose. Pentoxifilina.

Hialuronidase.



ABSTRACT

ANTONIO, Nsingi Nsosolo. Morphological and immunohistochemistry evaluation of
separate and combined effect of pentoxifylline and hyaluronidase on randomized rat
skin flaps. 2016. 59 f. Dissertagao (Mestrado em Fisiopatologia e Ciéncias
Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2016

Randomized skin flaps are used very often in plastic surgery, especially for the
reconstruction of tissues, but the possibility of necrosis has challenged its use. There
have been several studies aimed at finding ways to reduce its occurrence. To
evaluate the isolated and combined effect of pentoxifylline and hyaluronidase on
randomized skin flaps were used 50 male Wistar rats divided into five groups of ten:
Control | (CTL- I) — no treatment before or after the surgical procedure; Control Il
(CTL -IlI) - saline solution intraperitoneally (IP) twice a day and intralesional (IL) once
a day; Pentoxifylline (PTX) — pentoxifylline intraperitoneally twice a day and saline
solution intralesional once a day; Hyaluronidase (HLD) — hyaluronidase intralesional
once a day and saline solution intraperitoneally twice daily; Hyaluronidase -
pentoxifylline (PTX - HLD) — combination of both drugs at the same doses and routes
of administration. All substances were administered from 15t to 13" days after
surgery, necrotic area was measured on 7" and 14" post-operative days, the
animals were killed in 14™ of the experiment, then were collected samples for
histological and immunohistochemical examination. In the 7 day necrotic area
percent was reduced in PTX(M = 33.16 %; SD=+t7.75), HLD(M = 21.04 %; SD
=+7.13), and PTX-HLD(M = 28.04 %;SD=%10.50) (P<0.0001) compared to CTL -I (M
= 48,17 %; DP=19,18) e CTL - Il (M = 46.24 %; SD=%8.02) . In the 14" percentage of
the PTX(M = 41.91 %; SD=+6.15), HDL(M = 43 %;SD=14.711), and PTX-HLD(M =
40.56 %; SD=+8.67) groups was also reduced (P<0.001) compared to to CTL -I (M =
53.61 %;SD=15.581) and CTL - Il (M = 52.07 %; SD=+6.79). PTX and PTX-HLD
showed reduced dermis cellularity (P<0.002), Vv of macrophages (P<0.003) and
myofibroblasts (P<0.0001) compared to controls; PTX showed enhanced Lv of blood
vessels compared to all other groups (P<0.0001). The use of each substance alone
or combined increased flap viability compared to controls. On the 7™ day, PTX
exhibited lower viability than HLD, while on the 14th day there was no difference
between treated groups. PTX alone enhanced the Lv of blood vessels while PTX-
HLD did not. However, PTX-HLD was more effective in decreasing the dermis
cellularity and macrophage Vv than HLD alone.

Keywords: Randomized skin flap. Viability. Necrosis. Pentoxifylline. Hyaluronidase.
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INTRODUGAO

Os retalhos cutaneos sdo segmentos de pele retirados de uma area doadora
e transferidos para outra receptora, temporaria ou permanentemente, sendo
conectados a circulagdo sistémica por meio de um pediculo vascular. De acordo
com o suprimento sanguineo, podem ser classificados em randomizados, quando
esse suprimento depende do plexo vascular subdérmico, e axiais, quando sao
supridos diretamente por artéria e veia da pele.’

Os retalhos cutaneos randomizados sao utilizados com muita frequéncia em
Cirurgia Plastica, sobretudo para a reconstrugdo de tecidos.* No entanto, a
possibilidade de ocorréncia de necrose surge como um de seus maiores desafios,"3
sendo capaz de alterar de forma devastadora o resultado previamente idealizado.®

Sao varios os fatores envolvidos na necrose parcial ou total dos retalhos
cutadneos randomizados, podendo estar relacionados ao paciente, tais como
alteracdes metabdlicas, alteracdes do tdnus e obstrugdo vascular,* e a propria
confecgdo do retalho. Por exemplo, nos retalhos muito longos, ha dificuldade da
chegada de suprimento sanguineo aos segmentos mais distais, 0 que ocasiona a
instalagdo de hipoxia e déficit de nutrientes. A hipoxia resultante dessa deficiéncia
de suprimento sanguineo contribui para a produ¢cdo de metabdlitos toxicos, assim
como para a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade capilar, o que favorece a
instalagdo de edema e possibilita a ocorréncia de necrose.'*

A necrose € o tipo de morte celular em que ocorre a perda da integridade da
membrana celular e vazamento do conteudo intracelular, levando a sua
desintegracdo, sendo essa sequéncia de eventos resultante da agao litica de
enzimas. As enzimas responsaveis pela digestdo da célula provém dos lisossomos
da prépria célula lesada e dos lisossomos dos leucdcitos recrutados pelo processo
de inflamac&o.5-°

A célula necrosada caracteriza-se por apresentar citoplasma com eosinofilia
aumentada e alteracdo do nucleo, que pode assumir trés aspectos diferentes
(cariolise, picnose e cariorrhexis), devido a quebra da molécula do acido
desoxirribonucleico (ADN) e a alteragdo da cromatina.’® A necrose pode apresentar
varios aspectos morfolégicos distintos:

1- Necrose de coagulagdo: a arquitetura do tecido é preservada.b®
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2- Necrose de liquefagao: as células inflamatdrias e as enzimas dos leucdécitos
digerem (liquefazem) o tecido.%’

3- Necrose de caseificagdo: distingue-se da necrose de coagulagao pelo fato de
apresentar a arquitetura do tecido completamente alterada, com as linhagens
celulares tornando-se irreconheciveis.®’

4- Necrose gordurosa: os acidos graxos liberados pela lise celular ligam-se ao
calcio, formando areas calcificadas esbranquigcadas, tipicas deste tipo de
les&o.5’

5- Necrose fibrinoide: neste tipo de necrose os depdsitos de imunocomplexo se
ligam a fibrina extravasada dos vasos, formando um composto amorfo rosado
e brilhante, visivel & microscopia optica.t’

Os mecanismos bioquimicos de lesdo celular que ocorrem nos tecidos sao
complexos, interconectados e entrelacam-se fortemente com varias vias metabdlicas
intracelulares. De um modo geral, os mecanismos lesivos sdo 0s mesmos, nos
distintos tipos de lesao celular:

1- Deplegdo de trifosfato de adenosina (ATP): a forma de
armazenamento de energia celular € o ATP, que é produzido principalmente
pela fosforilagdo oxidativa da adenosina difosfato (ADP), que ocorre por
intermédio da redugao do oxigénio pelo sistema de transporte de elétrons da
mitocéndria. As principais causas de deple¢cao de ATP s&o: a reducao de
suprimento de oxigénio e nutrientes, o dano mitocondrial e a agdo de algumas
substancias toxicas. A deplecao significativa do ATP tem efeito difuso em
varios sistemas celulares importantes: a) a bomba de s6dio da membrana
plasmatica reduz sua atividade, resultando no acumulo de sédio no meio
intracelular e no extravasamento de potassio para o meio extracelular; b)
aumenta a glicolise anaerdbia na tentativa de manter a fonte de energia
celular; e c) ocorre a faléncia da bomba de calcio dependente do ATP,
resultando no influxo de calcio para o meio intracelular e, consequentemente,
no dano de varios componentes celulares.®8

2- Dano e disfungdo mitocondrial — as mitocéndrias podem ser
consideradas como pequenas ‘fabricas’ produtoras de energia para a célula,
em forma de ATP; o dano mitocondrial € muitas vezes associado a formagao
de um canal de alta condutibilidade na membrana mitocondrial, chamado poro

de transicdo da permeabilidade mitocondrial, que causa a perda da poténcia
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da membrana mitocondrial, mudanga no pH e, mais adiante, compromete a
fosforilagao oxidativa.t-81

3- Influxo de calcio — o calcio livre no citosol € mantido em niveis
normais pela bomba de calcio dependente do ATP, numa concentracio

10.000 vezes menor que a do meio extracelular, porém a isquemia e certas

toxinas causam aumento da concentragdo do calcio no citosol, levando a

ativagdo de varias enzimas, o que pode causar o dano celular.8.7.10.11

4- Acumulo de radicais livres de oxigénio — os radicais livres sao
moléculas que apresentam um unico elétron na ultima camada, podendo
causar lesao celular por trés mecanismos principais: a) peroxidacao lipidica
das membranas; b) ligacdo cruzada; e c) mudanga nas proteinas e dano no

ADN_6,7,10

5-Aumento da permeabilidade da membrana — o aumento da
permeabilidade da membrana acontece em varios tipos de leséo celular,
culminando com a morte celular. A membrana plasmatica pode ser danificada
pela isquemia, por varias toxinas microbianas, pelos componentes liticos do
complemento e por uma variedade de agentes fisicos e quimicos.%"?

A isquemia, que é definida como diminuicdo do fluxo sanguineo para os
tecidos, € a principal causa de necrose dos retalhos cutdneos randomizados.
Diferentemente do que acontece na hipdxia, em que a produg¢do de energia pode
continuar pela via da glicolise anaerdbia, na isquemia, devido a redugao do
suprimento sanguineo, o aporte de substratos necessarios para realizacdo da
glicdlise anaerdbica fica comprometida e, consequentemente, a produgéo de energia
pela via anaerdbica ndo ocorre, depois da exaustido dos todos os substratos. A
glicélise anaerdbia também pode ser prejudicada pelo acumulo de metabdlitos que,
numa situagao normal, deveriam ser removidos pela circulagdo sanguinea.t’

A busca de estratégias para garantir maior viabilidade dos retalhos cutaneos
randomizados tem impulsionado pesquisas que objetivam ndo somente a redugao
dos efeitos deletérios, mas também a ampliacdo dos mediadores que favorecem a
cicatrizagdo das feridas.'>'* Com este intuito, tem-se estudado a acédo de varias
substéancias, como as drogas vasodilatadoras, os antioxidantes, os corticosteroides e
algumas enzimas. 31516

Cai et al. (2015) usaram o huanggi (Radix astragali) uma erva tradicional

chinesa, para prevenir a ocorréncia de necrose em modelo experimental em ratos, e
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os resultados mostraram redugdo da area necroética no sétimo dia do experimento.'”
Kaya et al. (2015) compararam o efeito da sildenafil, tadalafil, e da vardenafil sobre
os retalhos cutaneos randomizados em modelo experimental em ratos.’ Can et al.
(2015) obtiveram a diminuigdo da area necrosada de retalhos cuténeos
randomizados em ratos, com o uso da coenzima Q10 (ubiquinona).'® Ozturk et al.
(2012) mostraram o efeito benéfico da aminoguanidina em retalhos cuténeos
randomizados em modelo experimental de ratos diabéticos.?® Chung et al. (2013)
estudaram o efeito da polidesoxiribonucleico sobre os retalhos cutaneos
randomizados em ratos.?!

A pentoxifilina (PTX) € um inibidor n&do seletivo da fosfodiesterase (3,7-dii-3,7-
dimetil-1- 5-oxoexil-1H-purina-2,6-diona),??> derivada da metilxantina,'®232% cuja
formula molecular é C13H1sN4Os, e apresenta peso molecular de 278,31 daltons. E
uma droga com multiplas propriedades farmacolégicas,? promove o relaxamento da
musculatura lisa dos vasos sanguineos, causando vasodilatagdo e prevencado de
espasmo vascular;?”?® aumenta a flexibilidade das células sanguineas, inclusive dos
eritrocitos, o que favorece a passagem do fluxo sanguineo nos vasos
periféricos; 16262930 promove a desagregacgdo plaquetaria e aumenta a fibrindlise,
contribuindo na diminuigdo da viscosidade sanguinea;?%2526:30.31 @ também diminui a
producao de colageno e de glicosaminoglicanos.>

PTX modula a atividade imunoldgica, ao agir sobre as citocinas e suprime a
hiperatividade dos leucécitos, ao reduzir a liberagdo de superdxido e a adesao de
neutréfilos,?® inibe a agédo das integrinas e da interleucina-2 (IL-2), impedindo a
aderéncia dos linfocitos as células endoteliais,? e reduz a produgdo da IL-1 e do
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa).?6:3931.33 Foi demostrado em estudo recente
a sua acao na prevencao da infeccao bacteriana em pacientes cirrdticos e na
reducdo da proliferagdo bacteriana intestinal,®* sendo utilizada clinicamente no
tratamento de doenga vascular periférica.?’323% Esse conjunto de agdes pode
favorecer o aumento da viabilidade dos retalhos cutaneos randomizados.

A hialuronidase (HLD) €é wuma enzima com peso molecular de
aproximadamente 60.000 daltons. De acordo com a fonte de obtencdo, podem-se
diferenciar trés tipos dessa enzima: 1- hialuronato-4-glicanohidrolase, presente no
sémen de mamiferos, nos lisossomos e em venenos de varios insetos e cobras; 2-
hialuronato-3-glicanohidrolase, produzida pelas sanguessugas e algumas espécies

de ancilostomas; e 3- hialuronidase bacteriana ou hialuronatoliase.36:37
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HLD proveniente dos testiculos de bovinos e ovinos é a mais utilizada na
pratica clinica.3®3” Atua sobre o acido hialurbnico, despolarizando-o
temporariamente e, consequentemente, reduz a viscosidade do meio intercelular,
tornando o tecido mais permeavel a dispersdo de outras substancias, ao mesmo
tempo em que promove a reabsorcado do excesso de fluidos, mobilizando edemas e
infiltragtes.383° Acredita-se que isso aumente o fluxo do liquido intersticial para a
base do retalho e, consequentemente, aumente a drenagem de metabdlitos da
extremidade do retalho para areas mais distantes com vascularizacdo normal, o que
pode prevenir a ocorréncia de necrose.*?*' HLD é usada clinicamente para facilitar a
absorgao e dispersao de substancias que tenham extravasado para os tecidos, apés
administragdo parenteral.4?

Um estudo recente em modelo experimental em ratos mostrou que HLD tem
efeito sobre o reparo tecidual, ao acelerar o fechamento de feridas.*® Também foi
mostrado que ela pode agir como reguladora da resposta inflamatoéria, ao mediar a
expressao das citocinas pro- e anti-inflamatérias, como o TNF-alfa, a IL-1q, IL-10, IL-
4, dos mediadores lipidicos, como a prostaglandina E-2 (PGE-2), leucotrieno B-4
(LTB-4), e prostaglandina D-2 (PGD-2), bem como de fatores de transcricdo, como
os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs) &, a e A.40

Como nao existem relatos na literatura médica da avaliagdo do efeito
combinado dessas drogas (PTX e HLD) e, considerando-se o efeito benéfico de
cada uma delas sobre as propriedades reoldgicas dos fluidos organicos e sobre o
processo de cicatrizacdo, fundamentado em diferentes mecanismos de acgao,
realizou-se este estudo, com a hipotese de que com o seu uso combinado se

obtenha melhoria na viabilidade de retalhos cutdneos randomizados em ratos.
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1 OBJETIVO

Avaliar a viabilidade de retalhos cutdneos randomizados em ratos tratados
com o0 uso combinado de pentoxifilina e de hialuronidase, comparado com o uso

isolado de cada uma dessas substancias.
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2 METODO

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Cirurgia Experimental (LCE)
da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) e no Laboratério de Reparo Tecidual
(LRT) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes (IBRAG) da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais do
IBRAG — UERJ sob o protocolo n.° CEUA/014/2015. Todos os procedimentos
seguiram, rigorosamente, os cuidados preconizados na legislagao brasileira para

uso de animais em pesquisa.*34°

2.1 Animais e grupos

Foram utilizados 50 ratos machos Wistar, com peso variando entre 250 e 300
gramas, provenientes do biotério do Laboratério de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ). Os ratos foram acondicionados em uma sala com temperatura controlada
(22 °C), sob um ciclo de 12h de claro e 12h de escuro, e foram alojados em gaiolas

individuais, sendo disponibilizados agua e ragao comercial ad libitum. (Figuras 1)
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Figura 1- Pesagem e alojamento dos animais

T

Fonte: Nsingi, 2016

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos, com dez animais,

cada:

e Grupo controle1 (CTL-I): ndo receberam qualquer tratamento.

e Grupo controle 2 (CTL-Il): 0,25 ml de solugéo salina fisiologica a 0,9% (SSF)
por via intraperitoneal (IP), duas vezes ao dia, e 0,5 ml da mesma solugao por
via intralesional (IL), uma vez ao dia.

e Grupo pentoxifilina (PTX): 20 mg/kg de PTX IP duas vezes ao dia e 0,5 ml de
SSF IL, uma vez ao dia.

e Grupo hialuronidase (HLD): 75Ul/dia de HLD IL uma vez ao dia e 0,25 ml de
SSF IP, duas vezes ao dia.

e Grupo PTX + HLD: combinagao das duas drogas nas mesmas dosagens e

vias de administracdo acima descritas.

A administragdo de SSF e das duas drogas (PTX e HLD) foi realizada desde o
dia do procedimento cirurgico até o décimo terceiro dia do pos-operatorio.
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2.2 Anestesia e tricotomia

Depois da distribuicdo em grupos, os animais foram submetidos anestesia, com a
combinagao de cloridrato de cetamina (150 mg/kg) e cloridrato de xilazina (15
mg/kg), na proporgao de 2:1, sendo administrados 0,1 ml/100 g de peso corporal
dessa combinacdo pela via intramuscular. Apés a anestesia, os animais foram

submetidos a tricotomia da regiao dorsal. (Figura 2)

Figura 2- Tricotomia na regiao dorsal

Fonte: Nsingi, 2016

2.3 Confecgéao do retalho cutaneo

Em seguida, procedeu-se a antissepsia com solugao de clorexidina alcodlica
e, com uma caneta de marcacao, realizou-se o desenho do retalho cutaneo de 3 cm
de largura e 10 cm de comprimento, com base caudal, segundo o modelo de
McFarlene modificado,2%6-48 a0 nivel de uma linha horizontal unindo as duas cristas

iliacas.
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Posteriormente, realizou-se incisdo com lamina de bisturi 15, seguindo as
delimitagdes do desenho, e, apds dissecgao do plano musculo-aponeurdtico, elevou-
se o retalho constituido por pele, tela subcutidnea, paniculo carnoso e fascia
superficial que, em seguida, foi reposicionado no seu leito de origem, com a

utilizacdo de pontos separados de nailon monofilamentar 4-0. (Figura 3- A, B e C)

Figura 3- Confeccgéo do retalho na regiao dorsal

Legenda: A- Desenho do retalho 3:10 cm; B- Elevagdo do retalho com base caudal
C- Reposicionamentodo retalho em seu leito original.

Fonte: Nsingi, 2016

2. 4 Administracao de substancias

Apos o procedimento cirurgico, os animais receberam SSF, PTX (pentoxifilina
solugao injetavel, Vascer) e HLD (hialuronidase 3000 UTR, Biometil), nas mesmas
dosagens e vias de administragdo descritas acima. A inoculagao foi realizada com a

utilizacdo de seringa de 1 ml, com agulha 13 x 4,5, tendo a administragdo IL sido
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realizada nos dois tergos cefalicos do retalho, nos planos intradérmico e subdérmico,
e a administragao IP com a introdu¢do da agulha na cavidade abdominal.(Figura 4-
AeB)

Figura 4 - Inoculagéo de substancias

Legenda: A-Viaintralesional; B - Via intraperitoneal.

Fonte: Nsingi, 2016

A administracdo das substancias foi realizada até ao décimo terceiro dia do
experimento, sendo cada sessdo precedida de sedagdo dos animais, com a
utiizacdo de anestésico inalatério sevoflurano (Sevocris: Cristalia- Prod.
Quim.Farm.Ltda, Itapira-SP).

2.5 Acompanhamento pés-operatorio

Os animais foram avaliados diariamente, levando-se em consideracdo os

seguintes parametros:

e Peso corporal
¢ Sinais de hematoma (inchago, com coleg¢ao de sangue)
e Sinais de infecgdo (eritema, enduragdo e aumento da temperatura local)*®

e Delimitacdo da area necrotica (pele escura, endurecida e sem pelos)
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2.6 Morte dos animais e coleta das amostras

No 14.° dia do experimento, os animais foram mortos por sobredose
anestésica, sendo colhidas amostras para o exame histolégico e imuno-
histoquimico. Foi coletado um fragmento de tecido da area limitrofe entre o tecido
viavel e tecido necrotico ( figura 5).

As amostras coletadas foram imersas em SSF, para retirar o excesso de
sangue, e em seguida imersas em formol a 10%, até o preparo histolégico. Foram
realizados cortes transversais com cerca de 5 mm que foram submetidos a
desidratagdo com alcool e xilol, seguida da inclusdo em parafina. Posteriormente, as
pecas contidas nos blocos de parafina foram submetidas a cortes sequenciais de

aproximadamente 5 ym.

Figura 5 - Coleta de amostra

Legenda: A coleta de amostra foi realizada na area limitrofe
entre o tecido viavel e o tecido necrotico.

Fonte: Nsingi, 2016
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2.7 Analise macroscoépica

A delimitagao da area de necrose foi realizada no sétimo e décimo quarto dias
do poés-operatorio, utilizando-se papel transparente que foi colocado sobre o dorso
dos animais e, com uma caneta de marcacao, foram desenhados a area total do
retalho e a area necrosada. Os dados obtidos foram processados por meio do
software Adobe Photoshop (Adobe Photoshop 7.0, Los Angeles, CA), que negritou a
area da necrose e a area total, e estas imagens foram analisadas, com a utilizagao
do software Image J (National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA),
para calculo das areas em pixels, convertidas posteriormente para cm?.

Para a converséo dos valores de pixels para cm?, foi utilizada uma régua que
continha cinco quadrados que mediam 1 cm? cada, e com o uso do software Image J
(National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA), realizou-se o calculo
da area desses quadrados em pixels. A média dos valores obtidos foi usada para
fazer a conversao dos valores da area de necrose bem como da area total, de pixels
para cm? com o uso da regra de trés simples, e desses dados, extraiu-se a

porcentagem da area de necrose, com a utilizagao da seguinte férmula:

P= An.100/AT

P- Porcentagem, An- Area de necrose, Ar- Area total

2.8 Analise histolégica

Os cortes foram corados com hematoxilina eosina e tricromio de Masson,
para a analise histolégica (densidade volumétrica celular e profundidade da lesao).
As imagens foram digitalizadas com o uso do scanner de laminas Pannoramic MIDI
digital (3Dhistech Kft, Budapeste, Hungria).

Para analise da densidade volumétrica celular da derme superficial e
profunda, foi utilizado o método estereolégico de contagem de pontos, tendo sido

utilizado a grade M42.
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Figura 6- Grade M 42
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Fonte: Nsingi, 2016 Adaptacao

A densidade volumétrica celular (Vv) é expressa como a porcentagem de
pontos que esbarram em cada célula (Pr) em relagdo ao numero de pontos totais
(Pt) da grade teste.%05"

Vv= Pp/ P1.100
Vv — densidade volumétrica; Pp- pontos que esbarram em cada célula; Pt pontos

totais da grade.

Foram analisados dez campos de cada animal, capturados aleatoriamente,
sendo os dados expressos em porcentagem.

Para o calculo da profundidade da lesdo, adotou-se como limite superficial a
borda da crosta e o limite profundo a linha entre o tecido de granulacao e o tecido
saudavel. Usando-se a escala de medicao do Software Pannoramic Viewer, foram

realizadas cinco afericbes da profundidade da lesdo, tendo-se calculado, em
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seguida, a meédia aritmética desses valores, sendo o resultado expresso em

micrémetros.

2.9 Analise imuno-histoquimica

Para a analise imuno-histoquimica, utilizou-se o CD68 para a marcacao dos
macrofagos e o anticorpo contra a-actina do musculo liso para marcar 0s
miofibroblastos e vasos sanguineos.

Para a quantificagdo dos macrofagos CDG68 positivos, os cortes foram
incubados em solugédo de tripsina 0,1%, para recuperagao antigénica, sendo, em
seguida, incubados em solugdo de metanol + peréxido de hidrogénio (H202), para
inibir a atividade da peroxidase enddgena, apds o que foram incubados no anticorpo
primario anti-CD68 (1:300; Serotec Ltd, Oxford, R.U). Depois da lavagem, os cortes
foram incubados no anticorpo secundario — sistema Envision (1:2; DAKO), sendo
utilizada a diaminobenzidina (DAB) como cromoégeno. Finalmente, os cortes foram
contrastados com hematoxilina de Dellafield.

Para a quantificagdo dos vasos sanguineos e dos miofibroblastos,
inicialmente os cortes foram incubados em solugcdo de tripsina 0,1% e,
posteriormente, realizou-se a inibicdo da peroxidase enddgena com a incubagao dos
cortes em solucdo de metanol + peroxido de hidrogénio. Apos a lavagem, os cortes
foram incubados em anticorpo monoclonal de rato contra alfa-actina do musculo liso
(1:1000; DAKO Rio de Janeiro Brasil) e depois no sistema Envision (1:20; DAKO). A
DAB foi utilizada como cromdgeno. Os cortes foram contrastados com hematoxilina
de Dellafield.

Apo6s a imuno-histoquimica ter sido realizada, as laminas foram digitalizadas,
utilizando o scanner de ldaminas Pannoramic MIDI digital.

Para quantificar os macréfagos CD68 positivos e os miofibroblastos, dez
campos aleatérios por animal foram capturados por meio do programa de analises
de imagens Pannoramic Viewer. Foi utilizado o método estereoldgico de contagem
de pontos para calculo da densidade volumétrica dos macréfagos, sendo os

resultados expressos em porcentagem.
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Para a quantificagdo dos vasos sanguineos, dez campos aleatérios por
animal foram capturados com a utilizacdo do programa de analises de imagens
Pannoramic Viewer, e fez-se a contagem de vasos por area teste (At=26506,4 um?),
com a utilizagdo de grade M42, tendo-se depois, extraido a média aritmética desses
valores, e em seguida realizou-se o calculo da densidade de comprimento com a
utilizacao da formula Lv := 2.Qa dividido pela Ar e o resultado foi expresso em

mm/mm3.51

2.10 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados e representados como média e desvio
padrdao da média. Foi usado o teste D’Agostino e Pearson omnibus normality para
verificar se os dados dos grupos correspondiam ou nao a distribuicdo normal.

O teste one way ANOVA foi utilizado com pos-teste de Tukey para os dados
paramétricos, enquanto o teste de Kruskal-Wallis, com péds-teste de Dunn, foi
utilizado para os dados n&o parameétricos. Em todas as analises, um valor de p< 0,05
foi estabelecido para a rejeigdo da hipétese nula de similaridade entre os grupos de
animais. Todos os dados foram analisados usando o software GraphPadPrism
(GraphPadPrism version 6.0, SanDiego, CA).
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3 RESULTADOS

Durante o procedimento anestésico, um animal do grupo HLD evoluiu para
obito, tendo o estudo prosseguido com 49 ratos, ou seja, com apenas nove animais

no grupo HLD, e dez em cada um dos grupos restantes.

3.1 Variagao do peso

Foi aferido o peso dos animais diariamente, ao longo de todo periodo do
experimento, tendo-se verificado grande oscilagdo. No entanto, ao final do periodo
do experimento, ndo houve aumento do peso, ao contrario, notou-se emagrecimento
significativo dos animais de todos os grupos (CTL-11 P< 0,0332; PTX P< 0,0002; HLD
P< 0,0001; PTX-HLD P< 0,0001) a exceg¢ado dos animais do grupo CTL-l, que
apresentaram aumento do peso final em comparagdo ao peso inicial (P< 0,0002).
(Figura 7)

Figura 7 - Variagéo de peso dos animais
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Legenda: o grafico mostra a variacdo diaria do peso dos animais dos diferentes

grupos,do 1° ao 14° dia do experimento, realizada com a utilizagao do
GraphPad Prisma 6.

Fonte: Nsingi, 2016
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3. 2 Resultados macroscépicos

3. 2.1 Area de necrose no 7° dia do experimento

A andlise estatistica da porcentagem da area de necrose no 7° dia do
experimento revelou, que os grupos CTL-I (M=48,17%; DP=19,18) e CTL-lI
(M=46,24%; DP=18,02) apresentaram maior porcentagem da area necrosada,
quando comparados com os grupos PTX (M=33,16%; DP=t7,75%), HLD
(M=21,04%;DP=%7,13%) e PTX-HLD (M=28,04%;DP=+10,50). (Figuras 8 e 9)

Figura 8- Area necrotica no 7° dia do experimento
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Legenda: Percentagem da area necroética dos diferentes grupos no 7° dia do experimento realizada
com os testes one-way ANOVA e Tukey de multiplas comparacées em GraphPad Prism 6.

Nota:
— Comparag&o entre as colunas abaixo das extremidades do segmento de reta
*%*%%P< (00001 *** p<0001 ** P<0002 * P<001

Fonte: Nsingi, 2016



Figura 9 - Retalhos no 7° dia do experimento

Legenda: Retalhos cutaneos realizados nos animais no 7.0 dia do pés-operatorio, mostran-
doa diferenga da area necrosada entre os diferentes grupos: A- Grupo Controle - | (CTL-1);
B - Grupo Controle - Il (CTL-Il); C- Grupo Pentoxifilina (PTX); D- Grupo Hialuronidase (HLD) ;

E- Grupo Pentoxifilina + Hialuronidase (PTX-HLD).

Fonte: Nsingi, 2016
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3. 2.2 Areas de necrose no 14° dia do experimento

A segunda demarcagdo da pele necrosada foi realizada no 14° dia do
experimento e a analise estatistica dos dados revelou aumento da porcentagem da
area de necrose, em todos os grupos quando comparadas com as do 7° dia do
experimento, porém mais acentuado no grupo HLD (tendo passado de M=21,04%;
DP=17,137 para M=43%; DP=14,711). Os demais grupos apresentaram o0s
seguintes resultados no 14° dia do experimento: CTL-I (M=53,61%; DP=+5,58), CTL-
I (M=52,07%; DP=16,79), PTX (M=41,91%; DP=16,15) e PTX-HLD (M=40,56 %;
DP=18,67). No entanto, ao comparar-se a porcentagem de area necrosada dos
distintos grupos, verificou-se que os grupos CTL-l e CTL-ll apresentaram maior
porcentagem de area necrosada em relagédo aos grupos PTX, HLD e PTX-HLD, com

diferenca significante. (Figuras 10 e 11)

Figura 10- Area necrética no 14° dia do experimento
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Legenda: Percentagem da area necroética dos diferentes grupos no 14° dia do experimento realizada
com os testes one-way ANOVA e Tukey de multiplas comparagdes em GraphPad Prism 6.

Nota:

Comparagéo entre as colunas abaixo das extremidades do segmento de reta.
*%% P< 0,001 *% P< 0,002 * P<0,01

Fonte: Nsingi, 2016



Figura 11- Retalhos no 140 dia do experimento

Legenda: Retalhos cutaneos realizados no s animais no 14.0 dia do p6s-operatério, mostrando
a diferenca da area necrosada entre os diferentes grupos: A- Grupo Controle - | (CTL-I);
B-Grupo Controle - Il (CTL-Il); C- Grupo Pentoxifilina (PTX); D- Grupo Hialuronidase(HLD);
E- Grupo Pentoxifilina + Hialuronidase (PTX-HLD).

Fonte: Nsingi, 2016
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3.3 Resultados histolégicos

3.3.1 Densidade volumétrica (Vv) celular da derme superficial

O resultado da densidade volumétrica celular da derma superficial revelou
que os grupos PTX (M=17%; DP=15,16) e PXT-HLD (M=15,98%; DP=%11,12)
apresentaram menor Vv celular em relagdo aos grupos CTL-I (M=34,54%;
DP=%10,54), CTL-Il (M=26,76%; DP=%110,74) e HLD (M=22,09; DP=+8,86). A Vv dos
grupos PTX e PTX-HLD apresentou diferenca significante (p=0,0015), quando

comparada com o grupo CTL-I. (Figuras 12 e 13)

Figura 12- Densidade volumétrica (V) celular da derme superficial
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Legenda: Densidade volumétrica (V) celular da derme superficial dos diferentes grupos

realizada com os testes Kruskal-Wallis e Dunn de mdiltiplas comparacdes em
GraphPad Prism 6.
Nota:

— Comparacao entre as colunas abaixo das extremidades do segmento de reta.

*% P< (0,002 * P< (0,01

Fonte: Nsingi, 2016



Figura 13- Histologia da derme superficial

Legenda: Fotomicrografias da derme superficial corado com HE Barra: 50um, mostrando a celularidade:
A- Grupo Controle-| (CTL-I); B- Grupo Controle-Il (CTL-Il); C - Grupo Pentoxifilina (PTX) ;
D - Grupo Hialuronidase (HLD); E - Grupo Pentoxifilina + Hialuronidase
(PTX-HLD).

Fonte: Nsingi, 2016
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3.3.2 Densidade volumétrica (Vv) celular da derme profunda

Os grupos PTX (M=11,71%; DP=14,65) e PTX-HLD (M=14,81%; DP=16,24)
apresentaram menor celularidade na derme profunda, quando comparados com 0s
CTL-l (M=20,95%; DP=%7,15) e CTL-ll (M=17,78%; DP=19,42) e HLD (M=15,31%;
DP=15,12). Houve diferenga significante entre os grupos PTX e CTL-I. (Figuras 14 e
15)

Figura 14- Densidade volumétrica (VV) celular da derme profunda
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Legenda: Célula densidade volumétrica ( Vi, ) celular da derme profunda dos diferentes

grupos realizadas com os testes de Kruskal-Wallis e Dunn de multiplas compa-
racdes em GraphPad Prism 6.
Nota:

— Comparagao entre as colunas abaixo das extremidades do segmento de reta.
* P<0,0201

Fonte: Nsingi, 2016



Figura 15- Histologia da derme profunda

Legenda: Fotomicrografias da derme profunda corado com HE Barra: 50 um, mostrando a celularidade:
A- Grupo Controle-l (CTL-1); B- Grupo Controle-Il (CTL-Il); C- Grupo Pentoxifilina (PTX); D-
Grupo Hialuronidase (HLD); E- Grupo Pentoxifilina +Hialuronidase (PTX-HLD).

Fonte: Nsingi, 2016
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3 3.3 Profundidade da lesao

A andlise estatistica da profundidade da lesdo entre os grupos CTL-l (M=521,1 um;
DP=1+163,8), CTL-Il (M=463,8 pym; DP=+232,2), PTX (M=369,4 um; DP=%+121,1), HLD
(M=401,9 pym; DP=%143,2), PTX-HLD (M=572,4 um; DP=+247,8) nao apresentou diferenca
significativa (p<0,262). (Figuras 16 e 17)

Figura 16- Profundidade da leséo
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Legenda: Profundidade da lesao dos diferentes grupos, realizada como teste de Kruskal-Wallis .
em GraphPad Prisma 6.

Fonte: Nsingi, 2016



Figura 17- Histologia da profundidade da leséo

40

Legenda: Fotomicrografias que mostram a profundidade da les&o (crosta e tecido de granu-lagéo) corado
com Tricrémio de Masson Barra 500 um: A- Grupo Controle-I (CTL-I); B - Grupo Controle-Il (CTL
-Il); C- Grupo Pentoxifilina (PTX); D- Grupo Hialuronidase (HLD); E- Grupo Pentoxifilina + Hialur-

onidase (PTX-HLD).

Fonte: Nsingi, 2016
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3.4 Resultados imuno-histoquimicos

3.4.1 Densidades volumétricas (Vv) dos macréfagos

A analise estatistica da densidade volumétrica dos macréfagos mostrou que
os grupos PTX (M=10,59%; DP15,13) e PTX-HLD (M=12,19%; DP=16,72),
apresentaram menor percentagem em relagdo aos grupos CTL-I (M=26,55%;
DP=14,90), CTL-Il (M=26,79%; DP=12,89) e HLD (M=17,32%; DP=16,08). Houve
diferencga significante (p<0,0003) na comparagéo dos grupos PTX e PTX-HLD com
os grupos CTL-l e CTL-II. (Figuras 18 e 19)

Figura 18- Densidades volumétricas (VV) dos macréfagos
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Legenda: Densidade volumétrica (V) de macréfagos dos diferentes grupos , realizada

com os testes One-way ANOVA e Tukey de mdltiplas comparaces em Graph
Pad Prism 6.

Nota:
— Comparagao entre as colunas abaixo das extremidades do segmento de reta.

*% P< 0,003

Fonte: Nsingi, 2016
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Figura 19- Imuno-histologia de macréfagos
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Legenda: Fotomicrografias de cortes marcados com anticorpo CD68 para identificag&o Imuno-histoquimica de
macréfagos, Barra 50 um: A- Grupo Controle-l (CTL-I);B- Grupo Controle-Il (CTL-Il); C- Grupo Pento
xifilina (PTX); D- Grupo Hialuronidase (HLD); E- Grupo Pentoxifilina + Hialuronidase (PTX-HLD).

Fonte: Nsingi, 2016
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3.4.2 Densidade volumétrica (Vv) dos miofibroblastos

A densidade volumétrica de miofibroblastos foi menor nos grupos PTX (M =
2,86 %; DP = £ 1,11) e PTX - HLD (M = 2,44%; DP = + 0,61) quando comparados
com a dos grupos CTL | (M = 9,85%; DP = +4,13) e CTL Il (M = 7,32 %; DP = %
2,10) com diferenga significativa. O grupo HLD (M = 4,29 %; DP = + 2,04)
apresentou Vv de miofibroblastos significativamente menor que o grupo CTL- I.
(Figuras 20 e 21)

Figura 20- Densidade volumétrica de miofibroblastos
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Legenda: Densidade volumeétrica (V\,) celular da derme superficial dos diferentes grupos

realizada com os testes Kruskal-Wallis e Dunn de multiplas comparagées em
GraphPad Prism 6.
Nota:

— Comparacao entre as colunas abaixo das extremidades do segmento de reta.

*% P< 0,002 * P<0,01

Fonte: Nsingi, 2016
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Figura 21- Imuno-histologia de miofibroblastos

Legenda: Fotomicrografias de cortes marcados com anticorpos para a-actina de musculo liso para a identifi-
cagdo Imuno-histoquimica de miofibroblastos, Barra 50 um:A - Grupo Controle - | (CTL-l); B - Gru-
po Controle - Il (CTL-Il); C - Grupo Pentoxifilina(PTX); D - Grupo Hialuronidase (HLD); E - Grupo -

Pentoxifilina +Hialuronidase (PTX-HLD).

Fonte: Nsingi, 2016
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3.4.3 Densidade de comprimento (Lv) dos vasos sanguineos

A densidade de comprimento dos vasos sanguineos (Lv) dos Grupos CTL-I
(M= 182,5mm/mm?; DP= + 43,34), CTL-Il (M= 238,8mm/mm?3; DP=x 88,06), HLD (M=
201,3 mm/mm3; DP=t 37,96) e PTX-HLD (M= 240,0 mm/mm3; DP=x 32,95) foi
significativamente menor, quando comparados com a do grupo PTX (M= 413,8
mm/mm?3; DP=+ 65,89). (Figuras 22 e 23)

Figura 22- Densidade de comprimento (Lv) dos vasos sanguineos
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Legenda: Densidade de comprimento ( L, ) dos vasos sanguineos de diferentes grupos, realizada
com os testesOne-way ANOVA Tukey de multiplas comparagdes em GraphPad Prism 6 .

Nota:

Comparagéo entre a coluna do meio com as demais abaixo da linha
*%%% P< 0,0001

Fonte: Nsingi, 2016
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Figura 23- Imuno-histologia dos vasos sanguineos

Legenda: Fotomicrografias de cortes marcados com anticorpos para a-actina do musculo liso para a identi-
ficagdo Imuno-histoquimica de vasos sanguineos, Barra 50 um: A- Grupo Controle-l (CTL-l); B-
Grupo Controle-Il (CTL-Il); C- Grupo Pentoxifilina(PTX); D- Grupo Hialuronidase (HLD); E- Grupo
Pentoxifilina + Hialuronidase (PTX-HLD).

Fonte: Nsingi, 2016
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4 DISCUSSAO

A necrose total ou parcial de retalhos cutaneos randomizados continua se
constituindo em um dos grandes desafios em Cirurgia Plastica e varios estudos tém
sido realizados visando a diminui¢ao de sua ocorréncia. Com esse intuito, o efeito de
diversas substancias tem sido pesquisado.

Neste estudo, foi avaliada a agdo combinada da pentoxifilina (PTX) e da
hialuronidase (HLD), comparado com a agao isolada de cada uma delas, sobre os
retalhos cutdneos randomizados em ratos.

Para isso, foi usado o modelo de retalho cutdneo com base caudal
(McFarlene modificado), adaptado por Adamson em 1967, a partir do modelo original
idealizado por McFarlene em 1965, com base cefalica.*”) O retalho cutdneo
pediculado de Mcfarlene e suas modificagdes é considerado modelo padrao, sendo
uitizado com muita frequencia em estudos experimentais que visam a busca de
substancias capazes de aumentar a viabilidade dos retalhos cutaneos.%2-%"

PTX é usada com muita frequéncia em Cirurgia Plastica, com o objetivo de
prevenir a ocorréncia de necrose. No entanto, ainda nao existe padronizacdo da
dose nem do periodo (pré ou pdés-operatério) em que essa droga deve ser
administrada para se obter resultados satisfatérios. Nos estudos existentes na
literatura foram utilizadas diferentes doses, com administracdo em periodos
diferentes (pré-preoperatorio, pés-operatério ou em ambos), os resultados variaram
muito e ndo foi notada superioridade de um determinado esquema terapéutico (dose
+ periodo de adminstragao) sobre os demais."27,58-60

Bayat et al. (2006), em um estudo em modelo de Mc Farlene em ratos,
usando uma dose de 20mg/kg de peso corporal de PTX, por via IP duas vezes ao
dia, iniciando 30 dias antes do procedimento cirurgico e se estendendo até o sétimo
dia do pos operatério, mostraram aumento da viabilidade do retalho, da proliferagéo
de fibroblastos, da organizacgao das fibras de colageno e do tecido de granulagdo.’

Freedman et al. (1989) avaliaram o efeito de PTX sobre retalhos cuténeos
randomizados (McFarlene), usaram a dose de 50mg/kg de peso corporal, por via IP,
com inicio duas semanas anteriores ao procedimento cirurgico, e apds o periodo de
sete dias de acompanhamento pds-operatério, os resultados ndao mostraram

diminuigdo da area necrética.%®
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Roth et al. (1988) estudaram o efeito de PTX sobre retalhos cutaneos
randomizados em ratos, tendo administrado a droga em trés periodos diferentes
(pré-operatério, pos-operatorio, pré e pos-operatorio), havendo redugcdo da area
necrotica em todos os grupos tratados nos diferentes periodos.?’

Hayden et al. (1993) utilizaram a dose de 10 mg/kg de peso corporal de PTX,
por via IP, de 12/12 horas, administrados em quatro periodos diferentes (trés em
regimes pre-operatorio e um no pos-operatorio imediato), verificando aumento da
viabilidade do retalho apenas no grupo em que a administragdo da droga foi feita a
partir do pds-operatério imediato.%®

Hodgson et al. (1987) em porcos domésticos, usaram a dose de 25 mg/kg/dia
de PTX, durante sete dias do pods-operatorio, mas os resultados nado mostraram
qualquer aumento da viabilidade do retalho no grupo tratado quando comparado
com o controle.®% Topalan et al. (1993) mostraram diminuigdo da area necrotica em
ratos, usando a dose de 25 mg/kg de peso corporal por via IP, uma vez por dia,
durante dez dias e com inicio no pds-operatério imediato.?*

Neste estudo, PTX foi administrada na dose de 20 mg/kg de peso corporal,
por via IP duas vezes ao dia, com inicio no pds-operatorio imediato. A porcentagem
da area necrética foi aferida no 7.° e no 14.° do pds-operatério, e os resultados
mostraram diminui¢do significativa da porcentagem da area necrotica nas duas
afericoes, corroborando com estudos prévios que apresentaram diminuicdo da area
necrética com o uso pds-operatério dessa substancia. 2759

Nos casos em que PTX é administrada a partir do periodo poés-operatorio,
provavelmente os fatores que favorecem o aumento da viabilidade do retalho nao
estejam relacionados com a propriedade dessa droga de aumenta a flexibilidade dos
eritrocitos, pois de acordo com alguns estudos, isso ocorreria apenas em caso de
uso por longo prazo."3°

Pressupondo-se que quando a administracdo de PTX é realizada apds o
procedimento cirurgico, ndo haveria tempo suficiente para que a droga exercesse
seu efeito sobre a membrana plasmatica dos eritrocitos, de modo a aumentar sua
flexibilidade, pois para que isso ocorra € necessario que o eritrocito esteja no inicio
do seu ciclo de vida. Sabido que o ciclo de vida completo do eritrocito é de 120 dias,
alguns autores na literatura defendem a ideia de que PTX é eficaz apenas quando

seu uso antecede o procedimento cirtrgico.3°
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No entanto, sabe-se que PTX possui varias outras propriedades
farmacoldgicas,?' tais como efeito antiagregante plaquetario, efeito antioxidante e
propriedade anti-inflamatdria. Esta ultima é favorecida pela sua acéo inibidora da
sintese de citocinas pré-inflamatérias e de outros mediadores da inflamagao, que
possivelmente iniciam precocemente, o que pode explicar seu efeito benéfico
quando administrada apods o procedimento cirtrgico. 26:29-33

HLD também €& muito utilizada em Cirurgia Plastica, sobretudo para tratar
complicagcdes secundarias a procedimentos estéticos, como aquelas resultantes do
preenchimento dérmico com 4acido hialuronico.®® Na literatura, os estudos
experimentais em animais em que foi avaliado o efeito dessa droga sobre a
viabilidade dos ratalhos cutdaneos randomizados, ndo existe uma dose padrao
estabelecida para sua administragcdo. Entretanto, em todos eles, foi administrada
localmente no plano subdérmico, com inicio no pos-operatério imediato.3861

Pimentel et al. (1999) em um modelo de retalhos cutdneos randomizados em
coelhos, usando uma dose de 1 ml de HLD (200 Ul/ml), intralesional, uma vez ao
dia, com inicio no poés-operatorio imediato, indo até ao sétimo dia do experimento,
mostraram diminui¢cdo da area de necrose.®’

Bogado et al. (2002) avaliaram o efeito de HLD sobre a viabilidade de retalhos
cutédneos randomizados em ratos, usando as doses de 100 Ul/dia e 50 Ul/dia IL,
com inicio no pds-operatério imediato, indo até ao sexto dia do pdés-operatério.
Esses autores verificaram a viabilidade dos retalhos no sétimo dia, com diminuicéo
da area necrosada nos dois grupos tratados (grupo 100 Ul e 50 Ul), porém sem
diferénca entre eles."?

Neste estudo, foi utilizada a dose de 75 Ul/dia de HLD, por via IL, com inicio
no pos-operatorio imediato, e a afericdo da area de necrose foi realizada em dois
periodos distintos (7.° e 14.° dias do pods-operatorio), havendo redugdo da
porcentagem da area de necrose nas duas afericbes. Porém, ao se comparar 0s
dados dos dois periodos, constatou-se que houve aumento consideravel da
porcentagem da area necrética na ultima aferigdo, o que leva a inferir que o uso de
HLD por longo prazo possa prejudicar a viabilidade dos retalhos cutédneos
randomizados.

Sao desconhecidos os mecanismos de acdo da HLD, porém sabe-se que ela
atua sobre o acido hialurénico, despolarizando-o temporariamente, diminuindo a

viscosidade do intersticio celular e facilitando a dispersdao de substancias pelos
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tecidos. Essas acgdes favorecem a mobilizacdo de edema e a drenagem venosa com
isso 0 escoamento de metabdlitos que poderiam ser toxicos aos tecidos da porgao
mais distal, para a base do retalho com circulacdo normal e, dessa maneira,
diminuem a possibilidade de ocorréncia de necrose.®"

A necrose é um tipo de lesao celular irreversivel, passivel de ser quantificada
mediante a afericdo da area necrética ou o calculo da porcetagem da area
necrosada. Para tal, existem varios métodos descritos na literatura que permitem
realizar essas operacoes.3#21:25 62

Neste estudo, a porcentagem da area necrosada foi calculada com utilizagao
papel celofane transparente. Este método € usado por muitos autores que avaliam o
reparo tecidual 8365 ¢ tem-se mostrado bastante eficaz, pois permite a determinagdo
precisa da linha de demarcagcdo entre a area de necrose e o tecido viavel, sob
palpacao e visualisacio direta.

A necrose em retalhos cutdneos randomizados resulta da isquemia e/ou da
congestao venosa.3* A isquemia propicia o inicio da resposta inflamatéria, ao levar o
acumulo de infiltrado inflamatdério no tecido lesado. Durante a resposta inflamatéria,
os leucécitos trazidos no local da lesédo liberam citiocinas pro-inflamatdrias, tais
como IL e TNF-a,2' bem como outros mediadores da inflamagdo. Isso pode
prolongar o processo inflamatério e levar ao dano tecidual. Por outro lado, como
tentativa de reparo tecidual, ocorre a proliferacdo de fibroblastos, miofibroblastos,
vasos sanguineos e deposig¢ao de fibras colagenas. 6667

A quantificagao da distribuicdo dos fibroblastos, miofibroblastos, leucdcitos e
vasos e sanguineos e da deposicdo de fibras colagenas no tecido lesado € uma
pratica utilizada com muita frequéncia para avaliar o processo de lesdo e raparo
tecidual, e para isso sao utilizados varios métodos. Uma delas é a utilizacdo de
métodos estereoldgicos, ferramentas precisas que permitem a aquisicdo de
informacdées de estruturas tridimensionais, baseadas principalmente em
observacoes feitas em cortes bidimensionais.*°

Neste estudo, usou-se a estereologia para determinar a Vv celular e a Vv de
macrofagos. Os resultados mostraram que PTX usada isoladamente ou em
combinagdo com HLD, diminuiu a Vv celular, Vv dos macrofagos e dos
miofibroblastos. Estes resultados sdo corroborados com os achados de diversos
autores que mostraram a propriedade que essa droga tem de inibir a proliferagéo

celular (fibroblastos, fibrécitos, miofibroblastos, linfocitos, neutrofilos, mondcitos e
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macrofagos),?8° Esses achados parecem, em parte, estar relacionados com a
propriedade anti-inflamatéria dessa droga, proporcionada pela sua capacidade de
reduzir a producdo de citocinas pré-inflamatérias e de moléculas adesivas, bem
como de outros mediadores da inflamag&o.”®

Shirazi et al. (2014), em estudo sobre a comparacgao estereoldgica do efeito
da PTX, captopril (CAP), sinvastatina (SIM) e tamoxifeno (TAM) sobre a estrutura
renal e vesical apos obstrugcdo uretral parcial, em modelo experimental em ratos,
mostraram que PTX reduziu o numero de fibroblastos e fibrécitos, preservando a
estrutura renal e vesical, consequentemente prevenindo a fibrose desses 6rgdos.®

Nakagawa et al. (2015) mostram a redugdo do infiltrado inflamatdrio
pulmonar, ao atenuar a interagcéo leucécito-endotelial com uso de PTX, em modelo
experimental de choque hemorragico e sepse em ratos.”®

Garcia et al. (2015), em estudo sobre a inflamagdo em ratos diabéticos,
mostraram que PTX reduziu o processo inflamatdrio, ao diminuir a producao das
citocinas pro-inflamatorias.®®

O uso isolado de HLD n&o diminuiu a Vv celular nem a Vv dos macréfagos,
porém foi capaz de reduzir a Vv dos miofibroblastos. Um estudo desenvolvido por
Fronza et al. (2014), em modelo experimental de cicatrizacdo de ferida em ratos,
mostrou que essa droga aumentou a celularidade no tecido lesado na fase inicial,
ocorrendo a redugdo progressiva até igualar-se com o grupo controle na fase
tardia.4°

A quantificacdo dos vasos sanguineos pode ser realizada utilizando-se o
anticorpo contra a-actina do musculo liso, que reage diretamente contra a a-actina
do musculo liso presente nos pericitos e nas células musculares lisas dos vasos
sanguineos. 7172

Amadeu et al. (2003) em estudo sobre a analise estereolégica do padrao
vascular na cicatriz hipertrofica e no queloide, utilizaram o anticorpo contra a-actina
do musculo liso para quantificagdo dos vasos sanguineos.”” Em outro estudo,
Ontranto et al. (2013) usaram a mesma ferramenta para quantificar os vasos
sanguineos.”?

Neste estudo, foi usado o anticorpo mononuclear contra alfa-actina do
musculo liso para ratos para quantificar o numero de vasos sanguineos, presentes
no tecido isquemiado. Este anticorpo atua diretamente sobre a alfa-actina do

musculo liso presente nas células musculares lisas dos vasos sanguineos e nos
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miofibroblastos. A utilizagdo desse anticorpo, como método para quantificar os vasos
sanguineos em tecidos isquemiados, tem-se mostrado bastante eficaz, apesar de
apresentar algumas limitagdes, como por exemplo, a sua incapacidade de marcar
pequenos vasos sanguineos, desprovidos de alfa-actina.”"-"?

Os resultados obtidos mostraram que somente o uso isolado de PTX foi
capaz de aumentar Lv dos vasos sanguineos, corroborando com estudos
prévios.30.68

Lucca et al. (2014) mostraram o aumento do numero de vasos sanguineos, no
retalho miocutaneo transversal do reto abdominal em modelo experimental em ratos
tratados com pentoxifilina.3® Shirazi et al. (2014), em estudo sobre a comparacgao
estereologica do efeito de PTX, CAP, SIM e TAM sobre a estrutura renal e vesical
apdés obstrucdo uretral parcial em ratos, mostraram que PTX preservou
significativamente a Lv dos vasos sanguineos.®®

Esperava-se neste estudo a obtencdo de maior ganho na viabilidade dos
retalhos tratados com o uso combinado das duas drogas, haja vista que,
tedricamente, a combinagdo do efeito dessas drogas reduziria a acao lesiva da
isquemia e/ou da congestao venosa, fundamentado no fato de PTX possuir, dentre
seus varios efeitos, a capacidade de diminuir a sintese de citocinas pro-inflamatoérias
e de moléculas adesivas (atenuar a acéo lesiva das células inflamatorias sobre o
tecido privado de suprimento sanguineo)?3'33, a agdo anti-agregante plaquetaria
(favorece a diminuigcdo da viscosidade sanguinea, facilitando o fluxo sanguineo
pelos vasos periféricos)??2°. Por outro lado, HLD promove a mobilizagdo de edema e
a drenagem venosa, facilitando o escoamento de metabdlitos, que poderiam ter
efeito nocivo ao retalho.°4' No entanto, existem outros fatores poucos
compreendidos que interferem na sobrevida dos retalhos.

Como mencionado anteriormente, PTX e HLD s&o substancias que possuem
capacidade de atuar sobre as propriedades reologicas dos fluidos organicos, por
isso sao utilizados para prevenir a necrose de tecidos. Também apresentam outras
propriedades que os capacitam preservar a viabilidade dos tecidos, quando esses
sao submetidos a condigdes adversas, porém os mecanismos pelos quais elas
exercem esse efeito ainda sdo pouco compreendidos.

Existem na literatura estudos que mostraram a capacidade dessas
substancias de modular a resposta inflamatéria, ao regularem a expressdo de

mediadores da inflamagdo e de moléculas de adesao endotelial. 32:34:40.70.73
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Mohammadpour et al. (2014), em estudo clinico em 40 pacientes com doenga
arterial coronariana, avaliaram o efeito da PTX sobre os niveis séricos de moléculas
adesivas capazes de influenciar a resposta inflamatdria, designadamente: molécula
de adeséo intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adeséo celular vascular-1 (VCAM-1),
proteina quimiotaxica de monécito-1 (MCP-1) e IL-18. Os resultados mostraram que
0 uso de PTX por um periodo de um més reduziu os niveis séricos da ICAM-1 e da
VCAM-1.73

Marques et al. (2014), em modelo experimental de isquemia/reperfusao
intestinal em ratos, mostraram que o uso combinado da pentoxifilina e da solucao
salina hiperténica diminuiu a expressao da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), que é uma
enzima que exerce papel importante no processo de inflamag&o.”

Fronza et al. (2014), em modelo experimental de cicatrizagdo de ferida em
ratos, mostraram que HLD alterou a liberacdo das citocinas pré e anti-inflamatérias
em funcao do tempo, tendo aumentado a producao da IL-1a, TNF-a, IL-4 e IL-10 no
segundo dia do experimento.*® No sétimo dia, houve diminuicdo de todas as
citocinas, e no décimo quarto e vigésimo primeiro dias, as citocinas atingiram niveis
normais. 4°

A avaliacdo bioquimica dos mediadores da inflamacdo e de outras
substancias envolvidas no processo de reparo tecidual, quando correlacionada com
as analises morfométricos, pode ajudar em grande medida na compreensdo dos
mecanismos que permitem diversas substincias a prevencdo da ocorrécia de
necrose em retalhos cutdneos randomizados.

Para melhor compreensao do mecanismo de agao dessas duas drogas e de
outras utilizadas com a finalidade de aumentar a viabilidade dos retalhos, é
recomendavel a realizacdo de novos estudos que levem em consideracado a analise
bioquimica de substancias pré e anti-inflamatérias, e de outros mediadores

envolvidos no processo de reparo tecidual.
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CONCLUSAO

Neste modelo experimental, o uso isolado ou combinado de PTX e HLD
aumentou significativamente a viabilidade dos retalhos cutdneos randomizados,
quando comparados aos dois grupos controles. No entanto, ndo houve diferenca
significativa entre os trés grupos tratados.

O uso isolado da PTX apresentou maior Lv dos vasos sanguineos e menor
celularidade na derme profunda que quando utilizada em combinagdo com a HLD.
Por outro lado, a utilizagdo combinada dessas drogas mostrou-se mais eficiente em
reduzir a celularidade da derme superficial e a Vv dos macrofagos que o uso isolado
da HLD.
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