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RESUMO

Introducédo: o retalho cutédneo € considerado importante recurso cirdrgico para a
reconstrucdo de perdas teciduais, porém pode apresentar complicacdes como
isquemia e necrose. Objetivos: verificar a agdo da pentoxifilina na vitalidade e no
reparo tecidual dos retalhos cutaneos em ratos, administrada via subcutanea, na
dose de 100 mg/kg. Identificar elementos histolégicos, como namero de vasos,
reepitelizacdo, densidade do colageno e as dosagens de VEGF e TGF-B1. Método:
foram utilizados 32 ratos da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus albinus),
distribuidos em quatro grupos, com oito animais cada, denominados CT, P1, P3, P5.
Foi confeccionado retalho cutaneo de Mcfarlane modificado, pediculo caudal. O
grupo CT recebeu gaze embebida com solugcdo salina no leito do retalho. Foi
administrada pentoxifilina nos grupos P1, P3 e P5, via subcutanea, no peroperatorio
até o 5° dia de pos-operatério. Foram aferidas as variaveis macroscopicas:
dimenséo total do retalho, tecido com necrose e viavel. Realizou-se a exérese do
retalho para andlises histolégicas e dosagens bioquimicas de VEGF e TGF- 1. Os
animais foram submetidos a eutanasia no 10° dia do pdés-operatdrio. Analises
morfométricas quantificaram nimero de vasos, espessura do epitélio e densidade do
colageno. Resultados: A analise macroscopica do retalho cutdneo dos ratos
mostrou que o valor da média da dimensédo do tecido com necrose no grupo CT:
35,85mm (£1,95) e no grupo P5: 22,73mm (+£0,87), p< 0,0001. A dimenséao do tecido
viavel no grupo CT: 39,2mm (£1,62) e grupo P5: 45,85mm (+0,8074), p=0,0164. O
namero de vasos/campo aumentou nos trés segmentos do retalho cutaneo e, no
segmento distal do retalho dos grupos, CT: 21 (£3,4) e P5: 40 (x5,0), p=0,0174. A
espessura do epitélio aumentou no segmento distal dos grupos, CT: 9um (0,5) e
P5:15um (x1,1), p<0,0001. A densidade do colageno reduziu em todos o0s
segmentos do retalho cutaneo dos grupos tratados. No segmento distal dos grupos
CT: 138000um* (£3330), P5: 34430um’ (+5321), p< 0,0001. Os niveis do VEGF nas
amostras de pele do grupo CT: 246,8pg/mg (£ 25,8), P5: 471,1pg/mg (£33,8), p<
0,0001, e no soro do grupo CT: 145,2pg/mg (x 5,1), P5: 223,9pg/mg (x 25,2),
p=0,005. Os niveis do TGF-B71 nas amostras de pele do grupo CT:162,1pg/mg (+
22,9), P5:46,4pg/mg (x 17,20), p=0,018, e no soro do grupo CT: 313,9pg/mg (+
28,5), P5:191,3pg/mg (+ 15,9), p=0,0063. Conclusdes: A pentoxifilina, administrada
via subcutanea, aumentou a vitalidade e o reparo tecidual dos retalhos cutaneos nos
grupos de ratos tratados por maior numero de dias. Houve aumento do numero de
vasos, VEGF e espessura do epitélio. Evidente diminuicdo da densidade do
colageno e TGF-31.

Palavras-chave: Cicatrizacdo. Retalhos cirurgicos. Pentoxifilina. Sobrevivéncia
de tecido. Rato.



ABSTRACT

Introduction: the skin flaps play a very important role of the plastic surgery for the
reconstruction of tissue loss, but may present complications such as ischemia and
necrosis. Objectives: To verify the action of pentoxifylline, administered by
subcutaneous route, at the dose of 100 mg / kg, in the Vvitality and tissue repair in
cutaneous flaps of rats. To identify histological elements, such as number of vessels,
ephithelium thickness, density of collagen and dosages of VEGF and TGF-S-1.
Method: 32 Wistar rats (Rattus Norvegicus albinus), distributed in four groups named
CT, P1, P3, P5, with eight animals each, were used. The modified Mcfarlane skin
flap, caudal pedicle was performed. In the CT group the flap received gauze soaked
with saline on the flap bed. Pentoxifylline was administered, by subcutaneous route,
in the P1, P3, P5 groups, in the perioperative until the 5th postoperative day.
Macroscopic variables were measured: total flap size, tissue with necrosis and tissue
viability. The excision of the flap was performed for histological analysis and
biochemical measurements of VEGF and TGF-B1. The animals were submitted to
euthanasia on the 10th day. Morphometric analyzes quantified: number of vessels,
epithelium thickness and collagen density. Results: The macroscopic analysis of the
rat skin flap showed that the mean tissue size with necrosis in the CT group was
35.85 mm (% 1.95) and in the P5 group: 22.73 mm (x 0.87), p <0.0001. The size of
the viable tissue in the groups, CT: 39.2mm (x 1.62) and P5: 45.85mm (+ 0.8074), p
= 0.0164. The morphometric analysis showed that the number of vessels / field
increased in the three segments of the skin flap with significant diferences, in the
distal segment of the flapin groups, CT : 21 (x 3.4) and P5: 40 (x 5.0), p = 0.0174.
The epithelium thickness of the increased in the three segments of the skin. In the
distal segment, CT group: 9um (x 0.5), P5 group: 15um (x 1.1), p <0.0001. The
collagen density decreased in all segments of the cutaneous flap in the treated
groups. In the distal segment, CT group: 138000um2 (£ 3330), P5 group: 34430um?2
(= 5321), p <0,0001. The levels of VEGF in the skin samples of the CT group:
246.8pg / mg (x 25.8), P5 group: 471.1pg / mg (x 33.8), p <0.0001. In the sérum, CT
group: 145.2pg / mg (£ 5.1), P5 group: 223.9pg / mg (x 25.2), p = 0.005. The levels
of TGF-B1 in the skin samples of the CT group: 162.1 pg / mg (x 22.9), P5 group:
46.4 pg / mg (= 17.20), p = 0.018. In the sérum, group CT: 313.9 pg / mg (x 28.5),
P5 group: 191.3 pg / mg (x 15.9), p = 0.0063. Conclusion: Pentoxifylline
administered by subcutaneous route, increased vitality and repair of cutaneous flaps
in the groups of rats treated for a greater number of days. There was an increase a
number of vessels VEGF, and epithelial thickness. Evident decreased collagen
density and TGF-31.

Key words: Wound healing. Surgical flaps. Pentoxifylline. Survival of tissue. Rat.
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Tabela 5 - Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) dos grupos
CT, P1, P3, P5, na pele e no soro, média, desvio-padrao (£DP), pg/mg,
1221 (o] go [ o PR P PR OPRTPP
Tabela 6 - Fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-B7) dos
grupos CT, P1, P3, P5, na pele e no soro, média, desvio-padrao (xtDP),
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1 INTRODUCAO
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Retalho cutaneo, por definicdo, € a transferéncia de um segmento de pele de
um local do organismo para outro, permanecendo o pediculo vascular'.
Considerado um importante recurso cirdrgico para a reconstrucdo de perdas
teciduais decorrentes de traumas, excisdo de lesGes neoplésicas, defeitos
congénitos ou de isquemia, pode apresentar complicagcbes como edema, deiscéncia,
hematoma, infecgdo e necrose, mesmo com o apropriado zelo e o uso da técnica
adequada?.

A confeccéo do retalho cutadneo envolve complexos processos da cicatrizagao
e circulatorios, cujo inicio se faz imediatamente, na incisdo, quando ha interrupcao
da integridade da pele, com lesdo de vasos e consequente ativacdo de vias da
cascata da coagulacdo®*. Uma incerteza do procedimento cirlrgico é a
imprevisibilidade da suficiéncia da vascularizacdo do retalho®> Na disseccdo do
retalho o aporte vascular pode apresentar-se insuficiente, principalmente no
segmento distal, levando ao comprometimento da vitalidade e a eventual necrose
parcial ou total”®,

Alteracgdes fisiopatoldgicas ocorrem durante a confeccdo do retalho cutaneo e
podem induzir uma série de eventos, como a interrup¢ao parcial do suprimento
vascular e consequente diminui¢cdo da perfuséo, por periodo variavel e transitorio. O
retorno venoso no plexo dérmico e subdérmico ficam prejudicados, sendo a ocluséo
venosa nocente para vitalidade do retalho. Os vasos linfaticos lesionados resultam
em edema intersticial, colaborando para a diminuicdo do aporte sanguineo nos
capilares. Os nervos do sistema simpético seccionados causam a liberacdo de
catecolaminas, gerando vasoconstriccdo e reducdo do aporte vascular local*?
Diante do restabelecimento da perfusdo, lentamente, o tecido do retalho cutaneo,
mal perfundido, deve reequilibrar o balanco enddégeno e a formacédo de radicais
livres, uma vez aumentada ap6s o trauma cirtrgico®**.

O mecanismo da reperfusdo, com o retorno do aporte de oxigénio no tecido
isquémico, gera espécies reativas de oxigénio. Produtos resultantes desse
fendbmeno influenciam e causam alteracdes inflamatérias e metabolicas mediadas
por radicais livres, que provocam modificacdes celulares estruturais e funcionais,
que podem contribuir para a necrose tecidual.

Concomitantemente ao trauma cirurgico de confeccdo do retalho cutaneo,
ocorre processo inflamatorio mediado por grupo de cininas: serotonina, histamina e

bradicinina. Estas agem promovendo aumento da permeabilidade da
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microcirculacdo, que por vezes benéfica ocasiona edema intersticial. Esse edema,
mesmo, transitorio, pode durar de quatro a 24 horas, e contribui para a diminuicdo
da perfusdo do retalho®*2.

O retalho cutdneo necessita sobreviver e superar todas as etapas que
acarretam a diminuicdo de perfuséo, alteracées nas complexas e sequenciais fases
da cicatrizacéo e, por fim, atingir a vitalidade em toda a sua extensao, evitando-se,
assim, a necrose.

A perda da vitalidade, principalmente no segmento distal, apresenta indice
que varia de 9 a 65%, o0 que resulta em impacto na qualidade de vida do paciente e
€ um dos precedentes para 0 aumento dos custos assistenciais, requerendo

providéncias para ser evitada*®®

. Quando presente, a necrose do retalho é um
desafio para o cirurgido, pois provavelmente havera a demanda de procedimentos
cirdrgicos secundarios.

Vérias pesquisas experimentais empregaram farmacos e outras modalidades
terapéuticas com o fito de atenuar o processo de formacdo de radicais livres,
estimular o reparo tecidual e diminuir o edema tecidual. Entre os farmacos
encontram-se o dimetilsulféxido, acido kaurenoico, arginina, hialuronidase, sildenafil,
minoxidil, estradiol, estreptoquinase e alopurinol, pentoxifilina, cloridrato de
buflomedil, toxina botulinica tipo A, heparina, peptideo relacionado ao gene da
calcitonina e calcitriol. Entre as modalidades terapéuticas encontram-se a
oxigenacao hiperbarica, fator de crescimento vascular endotelial, eletroporagéo e
gene do fator de crescimento de hepatécito, células-tronco mesenquimais de tecido
adiposo, plasma rico em plaquetas e LASER diodo. Todas essas pesquisas
buscaram as diversas maneiras de interferir e modificar as condi¢cdes da perfuséo,
principalmente no segmento intermediério e distal do retalho cutaneo. Assegurando,
assim, a vitalidade do retalho, com a possibilidade de diminuir ou mesmo evitar a
necrose, >#%,

A partir das pesquisas anteriores e dos conhecimentos adquiridos
observaram-se perspectivas e lacunas para realizar nova investigacdo. A
pentoxifilina foi o farmaco de escolha do presente estudo, administrada via
subcutdnea para averiguar as alteracdes teciduais em retalhos cutaneos de
ratol’7'15'17’20'27'36.

A pentoxifilina possui propriedade hemorreolégica, pois aumenta a

deformabilidade de eritrécitos, cujo tamanho normal varia 7 a 8 micrometros (um), e
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desse modo, facilita esses circularem por capilares de 3 pm?8. O fenémeno depende
da geometria celular, da viscosidade interna e das propriedades viscoelasticas da
membrana eritrocitaria®®. O aumento do aporte de sangue, por carrear mais
oxigénio, possibilita a circulagdo de adenosina 3’,5 monofosfato ciclico, capacitando
o metabolismo interferir na vitalidade tecidual. O farmaco atua na cascata da
coagulacdo, inibindo a agregacdo plaquetaria, aumentando a sintese de
prostaciclinas, sendo este ultimo, um importante vasodilatador. Desempenha papel
na imunomodulacdo morfologica, diminui a acdo inflamatoria e tem acao fibrinolitica,
com diminui¢@o da sintese de colageno. Potente antioxidante age inibindo a sintese
de anion superoéxido, podendo reduzir os metabdlitos toxicos da reperfusdo, com
reducdo dos responsaveis pelo dano tecidual e consequente restauracdo da

vitalidade do retalhot/1>17:20.29-38

A pentoxifilina € sobejamente usada pela via oral e parenteral tanto nos
distarbios circulatérios, como nas doencas oclusivas arteriais periféricas*. Na
Cirurgia Plastica tem sido usada no pos-operatorio de confeccdo de retalhos, pela
via parenteral’. Na Dermatologia, tem aplicabilidade no tratamento de algumas
dermatoses, assim como tem uso em outras especialidades, como a Oftalmologia,
Otorrinolaringologia, Gastroenterologia e Cardiologia**™’.

Ndo foram encontradas, na literatura, publicacbes sobre o uso da
pentoxifilina, administrada via subcutanea, com a dose de 100 mg/kg/dia, no retalho
cuténeo do dorso de ratos.

O presente estudo tem a proposta de avaliar os efeitos da pentoxifilina,
guando administrada via subcutanea. Verificar a agdo do farmaco na vitalidade e no
reparo tecidual dos retalhos cutaneos do dorso de ratos. Identificar os elementos
histologicos que integram o reparo tecidual e a influéncia na vitalidade sob a acéo do

farmaco.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Verificar a acdo da pentoxifilina na vitalidade e no reparo tecidual dos retalhos
cutaneos de ratos, administrada via subcutanea, na dose de 100 mg/kg/dia, em
periodos diferentes.

2.2 Objetivos especificos

Identificar a acdo da pentoxifilina na vitalidade e no reparo tecidual dos
retalhos cutaneos, por meio de quantificar:
v/ angiogénese: numero de vasos/campo e dosagem de VEGF
v’ reepitelizacdo: espessura do epitélio
v' densidade do colageno e dosagem de TGF-B1
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3 REVISAO DA LITERATURA
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3.1 Modelo animal

O trabalho “Introducdo ao Estudo de Medicina Experimental”, de Claude
Bernard, 1865, com os estudos de fisiologia, difundiu os principios de investigacédo
em animais e transposicdo para a fisiologia humana e procurou estabelecer as
diretrizes, regras e 0s principios para o estudo experimental. O modelo animal &
usado em todos os campos da pesquisa biolégica. A exploracéo de outras espécies
pelos humanos, atualmente, tem condicdes e regras éticas estabelecidas. Em
cirurgia, observa-se a possibilidade de novas técnicas cirlrgicas, bem como uso de
farmacos e tecnologias a serem testados em animais. Com a simulacdo do
procedimento cirdrgico em animais tornou-se possivel verificar a viabilidade da sua
realizacdo, eficacia terapéutica e consequéncias na homeostase do organismo
submetido ao experimento®. A escolha do modelo foi criteriosa, embasada no uso
tradicional e consagrado em estudos de retalho cutaneo da literatura com o modelo
rato, sendo o animal mais usado, para esse tipo de estudo, em pesquisas nas quatro

bases de dados da literatura®232°:26.29.33:34, 36-38

3.2 Pentoxifilina

De acordo com a nomenclatura internacional de quimica (International Union
of Pure and Applied Chemistry - IUPAC) é designada como 3,7-dimethyl-1-(5-
oxohexyl) purine-2,6-dione. O farmaco € um derivado trimetilado das xantinas, cuja
formula molecular € C13H18N4O3. A meia-vida do farmaco é de 0.4 a 0.8 horas, com
excrecao renal. A dose letal mediana (DL50), ap0s administracao intraperitoneal em
camundongos é de 195 mg/kg de peso corporeo; e apés administracédo oral a dose é
de 1385 mg/kg. A DL50 do farmaco apds administrac&o intraperitoneal em ratos € de
230 mg/kg de peso corpéreo e ap6s administracdo oral, 1.770 mg/kg*>2%%"3°,

O farmaco desempenha papel na imunomodulacdo morfologica, com acéo na
fiborogénese, diminuicdo da sintese de colageno e reducédo da acdo inflamatoria.
Potente antioxidante atua inibindo a sintese de anion superodxido, diminuindo o
estresse oxidativo, podendo reduzir os metabdlitos toéxicos da reperfusao
responsaveis pelo dano tecidual e consequente aumento da vitalidade do

1,7,15,20,27,29,32
retalho™" 5.2027,29.3 ’35'36.
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Inibidor da fosfodiesterase (iPDE), atua em nivel do monofosfato de 3’
5’adenosina (AMP.), mediador intracelular, um nucleotideo sintetizado no nucleo da
célula a partir da adenosina trifosfato (ATP), sob acdo de uma enzima ligada a
membrana, a adenilatociclase. O AMPc é continuamente produzido e inativado por
hidrélise da 5-AMP, por meio da familia de enzimas conhecidas como
fosfodiesterases. O AMPc regula varios aspectos da funcdo celular, incluindo
enzimas envolvidas no metabolismo energético, divisdo e diferenciacdo celulares,
transporte de ions, canais ibnicos e proteinas contrateis, com envolvimento na
energia e vitalidade celular’1920:354,

Pesquisas mostraram os efeitos do farmaco na reducdo da inflamacéo
sistémica, podendo agir como mediador de fator de necrose tumoral alfa (TNF-q),
interleucina (IL) 1, 6 e 8; fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de
crescimento transformador-beta (TGF-B1). Estes interferem em elementos celulares,
como os neutrdfilos, monécitos e macréfagos, inibindo a proliferacéo de fibroblastos
com diminuicdo da producdo e organizacdo das fibras colagenas,
glicosaminoglicanos e fibronectina. O farmaco reduz a adesividade dos leucocitos ao
endotélio, diminuindo a ativacdo dos leucécitos e o consequente dano endotelial de
neutrofilos resultante. Atua na diminuicdo do fibrinogénio sérico, minorando a
agregacao plaquetaria e promovendo a desgranulacao plaguetaria, sem prolongar o
tempo de sangrament015’20'27'28'30’34'35'37’41'47.

O uso do farmaco em pacientes de diversas especialidades médicas tem
eficacia comprovada, como na Cirurgia Vascular, pois promove a melhora da
perfusdo na microcirculacdo, pela melhora da fluidez sanguinea e dos efeitos
antitrombaoticos. Detém vasta aplicabilidade no tratamento das doencas vasculares,

e é administrada pela via oral e parenteral®.

A pentoxifilina é utilizada na Cirurgia Plastica para influenciar e atuar na
microcirculacdo, com o intuito de prevenir a necrose de retalho, sendo administrada
por via oral ou parenteral®®/1%20:29.32-3437.38

A Dermatologia tem utilizado a pentoxifilina como tratamento ou como
adjuvante no tratamento de algumas doencas como a psoriase, hanseniase,
leishmaniose, sarcoidose, vasculites idiopaticas, entre outras citadas em trabalhos
da literatura, administrada pela via oral*".

O uso da pentoxifilina na Oftalmologia € citado com melhora do fluxo sanguineo

ocular em pacientes com retinopatia diabética, devido a inibicdo do calcio intracelular
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dos polimorfonucleares, porém o0s resultados ainda s&do controversos e Ss&o

42,43

necessarios novos estudos Na Otorrinolaringologia, had estudo comparativo

entre 0 uso da pentoxifilina, via parenteral, e a nitroglicerina topica nas perfuracdes
timpanicas***.

Na Gastroenterologia, trabalho com o método de metanalise, base de dados
Cochrane, ano de 2009, 336 pacientes com o distirbio do figado de hepatite
alcoolica grave, receberam administracdo de pentoxifilina. O resultado da pesquisa
mostrou significante reducdo da mortalidade nos pacientes que receberam a
administracdo pela via oral e parenteral de pentoxifilina®.

Na Cardiologia, atenuou a remodelacdo cardiaca em pacientes expostos ao
tabaco, reduzindo o estresse oxidativo e melhorando a bioenergética cardiaca. A
resisténcia periférica pode ser reduzida se a pentoxifilina for administrada em altas
doses ou por infusdo parenteral rapida. O farmaco exerce efeito inotropico positivo

no coracdo®’.
3.2.1 Viade administracédo subcutanea

A via subcutanea é um método seguro e reconhecido internacionalmente. A
administracdo de farmaco no tecido celular subcutaneo superficial, com a
caracteristica da pentoxifilina é alcancar nivel adequado de concentracdo no local
onde o efeito é esperado, ou seja, no sitio operatério. O esquema de administracdo
da pentoxifilina pela via subcutanea pode ser de varias formas, em dose Unica,
durante ou logo apdés o ato operatério ou com aplicacbes subsequentes,
dependendo do objetivo da pesquisa. O farmaco tem a caracteristica de ser
hidrossoltvel (77.000 mg/L - 25°), sendo uma das condicBes para a administracéo
pela via subcutanea?’. A complicacéo tardia possivel é a lipodistrofia na regido de
aplicacdo, porém se acredita que outros estudos serdo oportunos para avaliar tal
possibilidade. O uso da via subcutédnea, no entanto, reane controvérsias e participa

com pouca adesdo para uso como via de acesso para tratamento>2%-222>48-30,

3.3 Retalho cutéaneo

Os retalhos sdo muito utilizados na cirurgia plastica devido a perda de

substancia tecidual que necessita de reconstrucao por exérese de tumor, trauma ou
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defeito congénito™> 19294849 gyshuruta (600 a.C) descreveu o retalho médio-frontal,
primeiro retalho da histéria da Cirurgia Plastica, chamado de “retalho indiano”, usado
na reconstrucdo de nariz. Gaspare Tagliacozzi, (1597), descreveu a confeccéo e
transposic&o direta do retalho de membro superior para reconstrucdo nasal™*.

Na era da Revolucdo Cientifica, século XVII, houve grande avanco das
técnicas cirdrgicas, consequéncia de conhecimentos de Anatomia e de Fisiologia. A
Sociedade dos Cirurgides foi criada no século XVIII, na Franca, e em seguida na
Inglaterra. A Medicina moderna, no século XIX, impulsionou a Cirurgia com o
desenvolvimento da anestesia, em 1846,

A partir desse periodo, muitas técnicas foram criadas, aprimoradas e
descritas com os mais diferentes tipos de retalhos para cobertura de estruturas
anatdmicas nobres e importantes, com melhora significativa do tempo de
cicatrizagcdo, do aspecto funcional e estético do paciente.

Os retalhos cutaneos, fasciocutaneos, musculares e musculocutaneos
possuem em comum a manutencdo do pediculo vascular, diferindo no tipo de
suprimento vascular, se randomizado ou axial. Quando o suprimento é randomizado,
ndo ha um pediculo definido, o fluxo sanguineo é recebido de artérias miocutdneas
gue vao enviar ramos e formar os plexos dérmicos e subdérmicos. Como exemplo
de retalhos com suprimento vascular randomizado, citam-se os retalhos cutaneos,
do tipo de avanco, de rotacdo e V-Y. Quando o suprimento vascular € axial, o
pediculo tem suprimento vascular definido, o fluxo sanguineo é recebido de artérias
cutdneas e septocutédneas que vao enviar ramos para formar plexos dérmicos e
subdérmicos. O comprimento do retalho depende do trajeto e tamanho da artéria
que compde o pediculo e forma um feixe neurovascular do retalho™*®*°. Mcfarlane
(1965) elaborou e descreveu um modelo de retalho cutdneo com pediculo cranial.
Adamson (1967) reproduziu e modificou o retalho cutaneo de Mcfarlane, de pediculo
cranial para um mesmo retalho, porém com pediculo caudal. Os estudos nos
modelos, em ratos, de Mcfarlane e Adamson foram importantes e sdo usados, até os
dias de hoje, na investigacdo da vitalidade tecidual e prevencdo de isquemia,

principalmente no segmento distal do retalho cutaneo®®*°,
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3.4 Reparo tecidual

O processo de cura da leséo tecidual da pele pode ocorrer por regeneracao e
cicatrizagcdo. O tecido lesionado € preenchido por células do estroma conjuntivo ou
glia. As células perdidas séo substituidas por células semelhantes estrutural e
funcionalmente e sdo dependentes dos mecanismos da origem do tecido?.

A pele é o maior 6rgao do corpo humano, com importantes funcées, e quando
integra as principais funcbes sdo proteger os 6rgdos e evitar perda dos liquidos
internos. E composta de duas camadas, a derme e a epiderme, originarias de
folhetos embrionarios distintos, mesoderma e ectoderma, respectivamente.

A epiderme é a camada mais superficial da pele, sendo a responsavel pela
protecdo e preservacdo de Orgdos. Células do tipo queratinécitos e melandcitos,
assim como células de Langerhans e Merckel, fazem parte do tecido tegumentar. A
juncdo dermoepidérmica tem como principal funcdo promover trocas de liquidos e
nutrientes do plexo vascular entre as duas camadas®®33°1°4,

A derme tem espessura variada de acordo com a regido. E constituida de
tecido conjuntivo sobre o qual a epiderme se apoia, conferindo resisténcia mecanica.
Dispde de duas camadas distintas, com diferencas na densidade de colageno e
elastina, sendo estas: camada papilar (mais superficial) e camada reticular (mais
espessa e profunda). As principais células dérmicas sao fibroblastos e fibrécitos,
porém basdfilos, histiécitose e plasmdcitos também s&o encontrados®>°!3,

As fibras coldgenas, constituidas por uma escleroproteina cuja fungédo é a
sustentacdo dérmica, sdo compostas de glicina, prolina e hidroxiprolina. O
aminoacido glicina compbe a propor¢cdo de 33,5%; a prolina e hidroxiprolina
aparecem na proporcdo de 12% e 10%, respectivamente. Colageno e elastina sao
as proteinas que contém hidroxiprolina em concentragbes diferentes, logo, ha
condicdo de mensura-las pela dosagem da concentragdo de hidroxiprolina em
determinado tecido®%>%>*,

Aminoacidos sulfurados, tirosina e outros aminoacidos também participam da
formacao do colageno, porém sao pouco frequentes. O colageno é a proteina mais
abundante no corpo humano e é sintetizado por fibroblasto, osteoblasto,
odontoblasto, condrécito e célula muscular lisa. A microscopia eletrdnica, as fibras
colagenas se apresentam dispostas em bandas ou estrias transversais, com

intervalos de 700 angstrons, em arranjo de triplice fita helicoidal, com diametro de 1
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a 20 um. Existem varios tipos de colageno, divididos em quatro classes. O colageno
mais abundante no organismo é o do tipo |, com trés cadeias peptidicas, duas delas
(alfa-1) idénticas entre si e uma diferente (alfa -2). A diferenca entre as cadeias alfa
1 e alfa 2 é a sequéncia dos aminoacidos. O colageno tipo Il é encontrado nos
vasos sanguineos, Utero, nervos e também nos tecidos cicatriciais>**** (QUADRO
1).

Quadro 1 - Classificacdo das fibras colagenas

Classe Caracteristica Tipo Localizacao

Estrutura extracelular dos principais tecidos

1 Fibrilar intersticial I, 1elll . . .
conectivos mais abundantes nos mamiferos

Disposigéo reticular
2 Membrana basal v Integridade da membrana basal
Fibras de ancoragem

Tipo V envolve os fibroblastos, as células do
musculo liso e outras células mesenquimais
Tipo VI é encontrado em muitos tecidos
conectivos

3 Pericelular Ve Vi

Tipo VIl tem como principal fungdo estabilizar a
juncéo dermoepidérmica e a derme subjacente
4 Recém-descobertos | VII, VIII, IX, X e XI | Tipo X participa da ossificacdo endocondral
Tipo Xl é um produto especifico dos tecidos
cartilaginosos

Fonte Isaac (2007)>

7

A regeneracdo € uma restauracdo perfeita e completa da arquitetura do
tecido que sofreu ruptura de sua (s) camada (s). Embora seja a forma esperada e
ideal no conjunto da cicatrizacdo, apenas € observada em organismos inferiores, em
determinados tecidos como o figado e no desenvolvimento embrionario™*.

A cicatrizagcdo € um processo complexo, orquestrado, que envolve uma
sequéncia organizada, simultanea de eventos celulares e moleculares. No momento
de lesdo da pele, por exemplo, na situacdo de uma ferida traumatica, superficial
(epiderme) ou profunda (derme), os mecanismos da cicatrizagdo sao imediatamente
acionados e ocorre a resposta do organismo ao trauma?3°+%,

O reparo tecidual inicia-se com o rompimento da barreira da membrana e
dos tecidos adjacentes. Acontecem o sangramento, a lesdo do endotélio vascular e
0 extravasamento de proteinas intra e extravascular. O sangramento da ferida € o
estimulo para hemostasia, com a ativacdo das plaquetas e da cascata da
coagulacao. As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos, os primeiros da resposta

a lesdo e é estimulo a cicatrizacao de feridas. Vasoconstriccao reflexa € a contracéo
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do musculo liso e do endotélio vascular, dura poucos minutos, sendo a primeira
resposta a lesdo dos vasos. Executa importante papel na cicatrizacéo, dispde do
processo de adesdo, agregacdo e desgranulacdo. A agregacao plaquetaria forma
coagulo e este origina um trombo que impede o sangramento e constitui uma
barreira protetora.

A desgranulacdo plaquetaria ocasiona a liberacdo de citocinas, fatores de
crescimento e matriz extracelular armazenada dentro dos granulos alfa das
plaquetas. Contém substédncias que promovem mecanismos celulares e
extracelulares importantes para hemostasia, bem como para vérias outras fases da
cura das feridas, como a deposicdo de matriz extracelular, mecanismo de
quimiotaxia de leucécitos, proliferacdo celular, angiogénese e remodelamento?>3>>""
> O processo de cicatrizagdo é dividido didaticamente em trés fases, sdo elas:
inflamataria, proliferativa e de remodelagem. As fases da cicatriza¢do se sobrepéem
e acontecem de forma continua e temporal.

Fase inflamatdria: inicia-se imediatamente com a dissolucdo da continuidade
da pele e perdura por 48 horas a 72 horas. A partir da ferida, com o sangramento, ha
0 extravasamento de plaquetas, plasma e elementos celulares. A agregacao
plaquetéria e elementos ativados da cascata de coagulacdo possibilitam o contato
das plaquetas com o colageno subendotelial, formando um tampao rico em fibrina
gue limita o sangramento e efetiva a hemostasia. O recrutamento de leucocitos para
a ferida na area de inflamacdo, como neutréfilos e mondcitos, simultaneamente,
realiza atividades essenciais no local da ferida. O afluxo de mondcitos e sua
conversdo em macréfagos com a liberacdo de citocinas e fatores de crescimento
sao importantes para o reparo tecidual.

Os neutrofilos, assim como os macréfagos, desbridam, limpam particulas de
proteinas e propiciam a descontaminacdo. Os macréfagos ativados séo as principais
células efetoras do reparo tecidual. Desempenham a funcdo de verdadeiros
maestros do mecanismo de cicatrizacdo ao produzirem diversas citocinas e fatores
de crescimento que possibilitam a angiogénese, a reepitelizacdo, a migracéo e a
multiplicacdo de fibroblastos, degradacdo e remocdo de componentes do tecido
conjuntivo danificado, bem como a manutencdo do processo inflamatorio local.
Além da fagocitose dos fragmentos celulares, secretam fatores quimiotaticos,
capazes de atrair outras células inflamatorias para o local da ferida. Produzem

prostanglandinas, que funcionam como potentes vasodilatadores e afetam a
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permeabilidade microvascular. O macrofago tem papel relevante na produgédo das

citocinas e fatores de crescimento que se destacam como necessarios na formacao

do tecido de granulagéo, tais como o fator de crescimento derivado de plaquetas

(PDGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-7), o fator de crescimento

de fibroblasto (FGF) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).

Representa componentes fundamentais na transicdo da fase inflamatéria para a fase

proliferativa da cicatrizacéo

2,3,28,33,51-54

As citocinas e os fatores de crescimento, assim como, as células produtoras e

o efeito biolégico correspondente, envolvidos na fase inflamatéria da cicatrizacao,

encontram-se didaticamente citadas abaixo (QUADRO 2).

Quadro 2 - Citocinas e fatores de crescimento, células produtoras e efeito biolégico

Citocinas, Fatores de
Crescimento

Células produtoras

Efeito biologico

VEGF (fator de
crescimento vascular
endotelial)

Macrofagos, ceratindcitos

Potente fator angiogénico

TGF-8 (fator
transformador de
crescimento beta)

Plaguetas, macréfagos,
endotélio, queratinocitos,
fibroblasto

Quimiotaxia de polimorfonucleares, sintese de
Isoforma do 6éxido nitrico sintase (iNOS,
proliferacdo de fibroblastos e diferenciacdo
para miofibroblasto, degradacdo do coldgeno
Il e sintese do |, fator angiogénico

TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa)

Macréfagos, endotélio

Superexpressdo de selectinas no endotélio,
aumento da sintese de INOS e
suprarregulacéo de integrinas

KGF (fator de
crescimento de
ceratin6citos)

Fibroblastos

Quimiotaxia e proliferacédo de ceratinécitos

HGF (fator de
crescimento de
hepatocitos)

Células mesenquimais

Quimiotaxia e proliferacéo de ceratinécitos

PDGF (fator de
crescimento derivado de
plaquetas)

Plaquetas, macrofagos,
endotélio, ceratinocitos

Quimiotaxia de polimorfonucleares,
proliferacdo de fibroblastos e diferenciacdo
para miofibroblasto, degradacao do colageno |
e sintese do Il

IL-1 (interleucina-1)

Macréfagos, endotélio,
ceratinécitos

Superexpressao de selectinas no endotélio e
aumento da sintese de INOS

IL-8 (interleucina-8)

Macréfagos, fibroblastos

Quimioatraente para polimorfonucleares e
macrofagos

IFN-y (interferon gama)

Macréfagos

Diferenciacdo de mondcitos em macréfagos e
ativacdo destes; aumento da sintese de INOS

EGF (fator de
crescimento epidérmico)

Plaquetas, macrofagos

Quimiotaxia e proliferacdo de fibroblastos,
proliferacéo e quimioatragcdo de ceratinGcitos

FGF (fator de
crescimento de
fibroblastos)

Macréfago, endotélio,
fibroblastos

Quimiotaxia e proliferacdo de fibroblastos e
ceratindcitos; potente fator angiogénico

Fonte: adaptado de Duque (2016)*
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Fase proliferativa: também chamada transicional ou de fibroplasia, com
duracdo de aproximadamente dois a quatro dias. Essa fase envolve a migracdo e
proliferacéo de fibroblastos, a producdo da matriz extracelular, a contracéo da ferida
e a angiogénese. A seguir, cada etapa dessa fase foi sumarizada.

A migracéo e proliferagcédo de fibroblastos maduros dos tecidos adjacentes e a
diferenciacdo de células mesenquimais locais originam os fibroblastos presentes na
ferida. As citosinas e fatores de crescimento liberados pelos macréfagos, sobretudo
o PDGF, o TGF-B, o FGF e o fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF),
estimulam tanto a migragao quanto a proliferacdo de fibroblastos.

A producédo de matriz extracelular tem como elementos estruturais: colageno,
glicosaminoglicanos e proteoglicanos, sendo sintetizada pelo fibroblasto. A elastina
ndo é produzida no processo de cicatrizacdo, ndo promovendo, nesse momento, a
elasticidade da cicatriz.

O fibroblasto produz o procolageno, que sofre hidroxilagdo no reticulo
endoplasmatico dos residuos de lisina e prolina, podendo ser transferido para a
matriz extracelular (MEC), com a forma de triplice hélice. Os cofatores da enzima
prolina-hidroxilase sdo o acido ascorbico, o ferro, o oxigénio e o alfa cetoglutarato,
portanto, a auséncia de algum desses impossibilitard a sintese de colageno,
acarretando cicatrizacao deficiente. A fibroplasia, com alta producéo de fibroblastos,
pode ser observada com hipertrofia transitéria da cicatriz>33230:48°0-52

A contracdo da ferida tem inicio quatro a cinco dias apés o ferimento e
perdura por até trés semanas. Nas feridas cronicas, o periodo de contracdo pode
prolongar-se indefinidamente. Ha alteracdo fenotipica de fibroblastos em
miofibroblastos, mediada por PDGF e TGF-B, que se ligam a elementos da matriz
extracelular por meio de integrinas. A velocidade de contracdo €é de
aproximadamente 0,6 a 0,75 mm por dia, em uma ferida com fechamento por
segunda intencdo?>30%

A angiogénese é desencadeada a partir da lesdo vascular da ferida, comeca
um a dois dias ap0s o trauma, tornando-se evidente nos proximos quatro dias. A
migracdo de células endoteliais de vénulas intactas da periferia para a borda da
ferida forma novos capilares. A regulacéo da angiogénese se faz por meio de fatores
de crescimento como o VEGF e TGF-B, entre outras citocinas, derivados de
plaguetas, macrofagos e restos proteicos de células endoteliais. A ferida possui

ambiente metabdlico rico em acido lactico, hipoxico e aciddtico e esse estimula a
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angiogénese. A matriz extracelular e o tecido inflamatorio, formado pela proliferagéo

vascular, sdo denominados de tecido de granulacéo, importante no reparo tecidual,

por ser jovem, muito vascularizado e de aspecto avermelhado?33:36-3851-23

Fase de remodelacdo: o principal acontecimento nessa fase € a
remodelacéo da matriz extracelular, no denominado tecido de granulacdo, quando o
colageno produzido de forma desorganizada na fase proliferativa comeca a sofrer o
processo de degradacdo. O acumulo de colageno na ferida atinge o apice em torno
de 21 dias e entdo ha o predominio da colagendlise e ndo da sintese. O colageno

passa a ser degradado pela enzima colagenase®>°">*,
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4 METODO
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O projeto experimental foi aprovado pelas Comissdes de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais, protocolo nuamero
097/2016, e pela CEUA da Universidade Federal de Juiz de Fora - MG., protocolo
numero 036/2016.

Os principios éticos em experimentacdo animal foram obedecidos de acordo
com as orientacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).

Todos os protocolos e procedimentos encontram-se de acordo com a Lei n°
11.734 de 08/10/2008 e do CONCEA- MCTIC*>>®",

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no Centro de Biologia da
Reproducdo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), sendo os
animais provenientes desse Laboratorio.

A pesquisa das amostras biolégicas de pele e sangue foram realizadas no
Laboratério de Apoptose e Angiogénese do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais, e 0s demais gastos financeiros foram
complementados com recursos proprios.

N&o ha conflito de interesse.

Os animais foram mantidos em estante climatizada, sob condi¢Ges
controladas de iluminacao (ciclo claro/escuro de 12 horas), temperatura média de
22°, umidade relativa do ar entre 40 e 70%, agua filtrada e racdo ad libitum (racao
Nuvilab-Quimtia S.A). Cada animal foi alojado em gaiola individual de polipropileno,
com medida de 49 cm x 34 cm x 16 cm, tampa de ago inoxidavel e piso forrado com

maravalhas*>> 8,

4.1 Animais e composicao dos grupos

Foram utilizados 32 ratos (Ratus Norvegicus albinus, Rodentia Mammalia,
linhagem Wistar), machos, com peso médio de 310 gramas, média de idade de trés
meses, distribuidos, aleatoriamente, em quatro grupos de oito animais, assim
denominados:

Grupo CT (n=8)
Grupo P1 (n=8)
Grupo P3 (n=8)
Grupo P5 (n=8)
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Os animais do grupo Controle (CT) foram submetidos a confec¢éo do retalho
cutaneo e receberam solucéo salina 0,9% embebida em gaze no leito do retalho.

Os animais dos outros trés grupos, foram submetidos a confeccao do retalho
cutaneo, receberam a administragcdo de pentoxifilina e foram identificados com a
letra P, acompanhada de um numero, que se refere ao niamero de dias que

receberam a administracdo do farmaco (P1, P3, P5).

4.1.1 Preparacgao dos animais para o0 experimento e anestesia

O peso de cada animal foi aferido antes dos procedimentos cirargicos, no dia
da operacdo (D1) e no dia da eutanasia (D10), antes da inducdo anestésica, em
balanca de preciséo (Filizola MF - Industria S.A. - Campo Grande-MS, (peso maximo
3 kg e peso minimo 10 g e = 0,5 g).

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina 10%, dose de 90
mg/kg e xilazina 2%, dose de 10 mg/kg, via intraperitoneal (Syntec do Brasil Ltda. -
Santana do Parnaiba-SP). Quando os animais se encontravam em plano anestésico,
foram posicionados em decubito ventral e realizada tricotomia do dorso do animal
com area de 10,0cm de comprimento por 4,0cm de largura, aproximadamente
(maquina de tricotomia home, Carrefour Comércio e Indstria Ltda)>’.

Realizou-se a marcagao no dorso do animal, de retalho cutaneo de dimenséo
de 2,0 cm de largura por 8,0 cm de comprimento, com desenho retangular, pediculo

do suprimento vascular de base caudal, (marcador permanente Pilot), (FIG. 1).

Figura 1 - Fotografias do rato e afericdo das medidas do retalho cutaneo no dorso,

com pagquimetro digital

(A) Largura de 2,0 cm (B) comprimento de 8,0 cm (C) desenho do retalho
Fonte: da autora
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4.1.2 Procedimentos cirurgicos

Os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico proposto, pela
manh&, em dias Uteis e no mesmo horario, sendo operados trés animais por dia.
Uma planilha foi elaborada, com o planejamento dos procedimentos para 0s quatro
grupos de animais. A equipe cirargica usou mascara, gorro e luvas e avental estéreis
O material cirdrgico e campos foram esterilizados em autoclave.

A técnica operatoria de confecgdo de retalho foi realizada de acordo com a
proposicdo de McFarlane modificado, sendo realizada nos animais dos quatro
grupos do experimento, conforme as etapas seguintes: antissepsia com digliconato
de clorexidine 2% degermante (digliconato de clorexidine 2% Riohex - Sdo José do
Rio Preto- SP); incisdo da area previamente desenhada no dorso do animal*®*;
descolamento em bloco da pele, do tecido celular subcutaneo até o plano superior
da fascia muscular superficial; elevacdo do retalho e hemostasia com compressao
suave (FIG. 2).

Figura 2 - Fotografias da confeccéo do retalho cutaneo no dorso do rato

(A) Desenho e inicio da incisao cirargica do retalho cutaneo no dorso do rato; (B e C) elevacao do
retalho
Fonte: da autora

A sintese dos retalhos foi realizada com fio nylon 4.0, pontos separados e
distancia de 0,5cm entre cada ponto (fio mononylon, cuticular - Curvelo-MG) nos
quatro grupos.

A limpeza das feridas foi realizada com solugcao salina 0,9% (frasco de 100
mL, Fresenius Kabi Unidade Aquirraz — Ceara; gaze IV (Medhouse, Sao Paulo - Séo

Paulo).
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4.1.3 Uso de medicamentos nos retalhos nos quatro grupos de animais

Nos animais do grupo Controle (CT) foi colocada gaze umedecida com
solugcéo salina 0,9% no plano de dissec¢do do retalho, por 30 segundos. Em

seguida, retirada a gaze e realizada sintese do retalho (FIG. 3).

Figura 3 - Fotografia do animal do grupo Controle mostra retalho no dorso do rato

com gaze embebida com solugéo salina 0,9%, acima da fascia muscular

Fonte: da autora

Nos animais dos outros trés grupos (Pl, P2 e P3) foi administrada
pentoxifilina no retalho nos segmentos previamente padronizados.

No retalho com dimensdo de 2,0 cm de largura foi feita a marcacédo, no
segmento distal, para dividi-lo a metade (1,0 cm) e o comprimento de 8,0 cm foi
dividido em trés segmentos com 2,6 cm de distancia entre eles. Considerou-se que o

segmento proximal seria aquele mais proximo do pediculo vascular (FIG. 4)
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Figura 4 - Fotografia mostra esquema de desenho retangular do retalho cutaneo no
dorso do rato, de 2,0 cm de largura por 8,0 cm de comprimento e as marcacdes de

suas divisdes nos segmentos: distal (D), intermediario (1) e proximal (Pr)

Fonte: da autora

Os animais dos grupos :P1, P3 e P5 receberam o analgésico petidina na dose
de 10mg/kg, pela via subcutanea, do lado esquerdo, a 3,0 cm da cauda do retalho,
no peroperatoério, e depois com prescricdo de 08/08 horas, até por 03 dias, conforme
a necessidade, alternando o lado do local da aplicacdo. Os grupos P3 e P5, sem a
sobreposicao de dose, receberam o analgésico, 30 minutos antes da administracéo
da pentoxifilina, nos dias D1, D2, D3, D4 e D5, de acordo com o grupo do animal >
Posteriormente, a administracdo do analgésico, os animais dos grupos P3e P5
foram conduzidos suavemente ao contensor, para administracao de pentoxifilina nos
dias estabelecidos no pos-operatorio para esses grupos (D2 e D3 no grupo P3; D2,
D3, D4 e D5 no grupo P5).

A dose de pentoxifilina empregada foi de 100 mg/kg/dia adicionados a agua
bidestilada para completar o contetdo de 1,0 mL (dgua bidestilada, SaMtec,
Ribeirdo Preto-SP; pentoxifilina, Unido Quimica, Pouso Alegre-MG). O conteudo de
1,0 mL, solucao de pentoxifilina e &gua bidestilada, foi dividido em cinco injecdes de
0,2 mL, administradas no tecido subcutaneo superficial (tecido adiposo superficial)
na borda do retalho, na metade superior do segmento distal, na transicdo do
segmento distal para o intermediario e na transicdo do segmento intermediario para

o proximal do lado direito e esquerdo (FIG. 5).
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Figura 5 - Desenho mostra esquema de administragdo da pentoxifiina nos
segmentos - conteudo de 1,0 mL dividido em cinco injecdes de 0,2 mL,

administracdo no segmento distal (D) e na transicdo dos segmentos do retalho

D - distal; | - intermediario; Pr - proximal

intermediério (l) e proximal (Pr)

Fonte: da autora

Os animais do grupo P1 (n=8) receberam administracdo do conteudo de 1,0
mL da solucdo com pentoxifilina no peroperatério (D1), via subcutanea, apés a

confeccao do retalho e antes da sintese do mesmo, (FIG. 6).

Figura 6 - Fotografia de animal do grupo P1 mostra administracdo solugdo com
pentoxifilina, via subcutanea, no segmento intermediario do retalho no dorso do rato,

peroperatorio (D1)

Fonte: da autora

Os animais do grupo P3 (n=8) receberam administracdo do conteudo de
1,0mL da solucdo da pentoxifiina nos dias D1, D2 e D3, correspondente ao

peroperatério, 24h e 48h apos a operacao, respectivamente (FIG. 7).
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Figura 7 - Fotografias de animal do grupo P3 mostram administracdo da solugéo
com pentoxifilina, via subcutanea, no segmento distal e intermediario do retalho no

dorso do rato nos dias D1, D2 e D3

(A) Administracéo da pentoxifilina no segmento distal do retalho no dorso do animal, no peroperatério
(B e C) administracdo da pentoxifilina no segmento intermediario do retalho, animal no contensor,
pbs-operatorio

Fonte: da autora

Os animais do grupo P5 (n=8) receberam a administracdo do contetdo de 1,0
mL da solugdo com pentoxifilina nos dias D1, D2, D3, D4 e D5, correspondente ao
peroperatério, 24h, 48h, 72h e 96h apds a operacgéo, respectivamente (FIG. 8)

Figura 8 - Fotografias de animal do grupo P5 mostram administracdo da solucéo
com pentoxifilina, via subcutanea, no segmento distal e intermediario do retalho no
dorso do rato nos dias D1, D2, D3, D4 e D5

(A) Administracdo da pentoxifilina no segmento intermediario do retalho no dorso do animal, no
peroperatério; (B, C, D e E) administracdo da pentoxifilina, nos segmentos do retalho, animal no
contensor, pés-operatério

Fonte: da autora
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4.2. Pés-operatorio

Os animais foram mantidos em observacao na sala de recuperacéo e, quando
ativos, foram conduzidos a estante climatizada do Centro de Experimentacéo
Animal, com anotacdes na ficha de identificacdo, como prescricdo de analgésico,
orientacdes para manter a ingesta de racdo e agua e notificacdo de diarreia, pelos
ericados, secrecéo ocular (cromodacriorreia) e mudancas nas atividades habituais.

N&o foi realizado curativo na ferida operatéria e ndo foi administrado
antimicrobiano. A observacdo dos animais foi mantida durante os 10 dias do
experimento, para avaliar o reparo tecidual, pois o periodo de formagédo completa do
pediculo vascular secundério é em torno do nono dia*”>.

Todos os animais receberam 10 mg/kg de cloridrato de petidina no
peroperatorio (D1), pela via subcutanea, do lado esquerdo a 3,0cm do retalho. No
decorrer do experimento, o analgésico foi administrado 30 minutos antes da
administragao da solugéo com pentoxifilina e conforme a necessidade, com base na
observacéo clinica de sinais de dor como o erigamento de pelo, mudanga no
comportamento de rotina, como a diminuicdo de ingesta de ragdo ou agua.
(Dolosal®, cloridrato de petidina 50 mg/mL, Cristdlia - Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda - Butanta-SP)>*%,

Os animais foram acompanhados e avaliados durante 10 dias quanto ao
comportamento, alteracdo da rotina de ingesta de agua e racdo, aparéncia, postura,
sinais de sofrimento como pelos ericados e secrecéo nasal ou ocular e diarreia®®®,
Todas as observagbes foram anotadas na ficha de identificagdo de cada animal
(FIG. 9).

O peso dos animais de cada grupo foi aferido no dia da operacdo (D1) e no
dia da eutanasia (D10), sendo a avaliacdo ponderal, componente do estado de
higidez de cada animal operado®.

O aspecto macroscoépico do retalho cutdneo de cada animal foi observado,
sendo considerado como tecido viavel aquele com poucas ou sem alteragbes da
camada superficial da pele do rato, ou seja, semelhante ao tecido normal. Tecido
com necrose foi considerado quando a pele do rato se apresentava com a textura
endurecida, cor escura variando desde o marrom até o preto e presenca de crostas
(FIG. 9)*°.
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Figura 9 - Animal com necrose parcial no segmento distal do retalho cutédneo

Fonte: da autora

As medidas da dimenséao total do retalho, do tecido com necrose e do tecido
viavel foram aferidas com paquimetro digital e anotadas nas fichas individuais. O
desenho da necrose foi realizado com caneta azul em molde de folha de acetato
transparente, para representacao grafica dessas medidas.

A documentacao fotografica foi realizada nos seguintes dias D1, D3, D5, D7 e
D10, juntamente com a observacéo clinica do animal e do retalho, em todos os
animais da pesquisa, pelo mesmo pesquisador, durante as etapas do experimento,

com camera digital Cannon EF 100 mm, USM - Toquio- Japéo.

4.2.1 Exérese do retalho, coleta de sangue e eutanésia

No 10° dia do poOs-operatorio, o peso do animal foi aferido e, logo apds, o
animal foi anestesiado com cetamina 10% dose de 90 mg/kg e xilazina 2% na dose
de 10 mg/kg, pela via intraperitoneal®®>’.

A afericdo das medidas da dimenséo total do retalho, dimenséo de tecido
com necrose, dimensdo do tecido viavel foi efetuada com paquimetro digital e as
caracteristicas macroscopicas do retalho no 10° dia do pds-operatério (D10) foram
anotadas e reportadas ao banco de dados para andlise estatistica®°.

Quando o animal se encontrava em plano anestésico, foi realizada a
tricotomia dos pelos crescidos na area do retalho do dorso do rato. A disseccédo e
elevacdo do retalho de seu leito foram realizadas e observou-se a reorganizacao

tecidual antes da coleta do retalho!®2%°°,
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Apoés a exérese, as superficies dorsal e ventral dos retalhos cutaneos foram
fotografadas, (FIG. 10).

Figura 10 - Fotografias do retalho, pec¢a cutanea retangular, superficie dorsal (A) e
ventral (B) de animal do grupo P3, com afericdo da dimensao de necrose por meio

do paquimetro digital

mm/inch

-

Fonte: da autora

Apds a exérese do retalho para analise histologica, trés animais de cada
grupo, escolhidos aleatoriamente, e foi realizada coleta, por puncdo cardiaca, de
aproximadamente 2mL de sangue (animais sob anestesia geral) para analise
bioquimica, correspondente a 6 a 8% do peso corporal do animal®® (FIG. 11).

Figura 11 - Fotografia do animal em decubito dorsal e coleta de sangue por puncéo

cardiaca

Fonte: da autora
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O sangue coletado foi centrifugado (Centrifuga Excelsa Il Modelo 206 BL-
Fanem - S&o Paulo, Brasil, Freezer Harris - 80 ULT, Canada) para coleta de plasma
fresco, para quantificar VEGF e TGF-B1 no soro. O material biolégico retirado do
animal foi congelado em freezer a menos 80°C e, em seguida, levado para anélise
no Laboratério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG.

A peca cirargica foi aderida em molde de papel filtro e, em seguida, colocada
em frasco de solucdo de formaldeido tamponado a 10%, neutro (potencial
hidrogenidnico — pH: 7,4) por 48 horas e identificada (formaldeido tamponado a
10%, frasco com 100 mL- Vetec P.A. - Rio de Janeiro -RJ).

A eutanasia do animal foi realizada mediante aprofundamento da anestesia, e
aumento da dose de cetamina para 180 mg/kg (90 + 180=270 mg/kg) e xilazina 20
mg/kg (10 + 20=30mg/kQ), via intraperitoneal.

As pecas cutaneas retangulares dos animais dos quatro grupos foram
devidamente identificadas e enviadas para analise histologica do retalho. Assim
como, o fragmento de pele do segmento proximal de retalho e plasma sanguineo
para as dosagens bioquimicas, de VEGF e TGF-B1, em trés animais de cada grupo,
escolhidos aleatoriamente.

4.3 Analise histoldgica e analises morfométricas

As amostras do retalho retangular retiradas dos animais foram submetidas as
etapas de processamento histolégico de desidratacdo em concentra¢des crescentes
de alcool, diafanizacdo em xilol, impregnacdo em parafina e em seguida a inclusao
em blocos de parafina. Foram obtidos cortes com 5 um de espessura, que foram
corados pela hematoxilina-eosina (HE) e Picrosirius red, para evidenciacéo
histolégica, processo de quantificar por meio de morfometria de vasos, espessura do
epitélio e a densidade do colageno.

A histologia foi analisada no segmento proximal, intermediario e distal, com
corte transversal na porcdo central dos respectivos segmentos. As laminas
receberam identificacdo, sendo denominadas como aquelas com fragmento do
segmento proximal, intermediario e distal do grupo Controle (CT) e grupos tratados
(P1, P3 e P5) do retalho cutaneo.

Foram avaliadas as fases de reparo tecidual nos segmentos do retalho na

transicdo do tecido viavel com o tecido com necrose no retalho cutdneo. Os
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elementos histolégicos foram analisados no segmento proximal, intermediario e
distal, sendo eles: infiltrado inflamatorio, morfometria do numero de vasos,
espessura do epitélio, densidade do colageno, e as dosagens de fatores de
crescimento (VEGF e TGF-B1), respectivamente.

Analises morfométricas foram realizadas em todas as laminas dos trés
segmentos dos retalhos cutaneos. Na porcdo central do corte histologico foi
realizada a morfometria do nimero de vasos, bem como da espessura do epitélio,
dos segmentos proximal, intermediario e distal. A densidade do colageno nos quatro
grupos foi obtida a partir da captura, binarizacdo das imagens e densitometria de
todos os campos do corte histolégico do fragmento do retalho cutaneo®.

Para a analise morfométrica dos elementos histolégicos foram obtidas
imagens de cortes sequenciais de cada segmento de pele: 25 campos (514,764
um?) para o nimero de vasos, 10 campos (30,815 pm?) para espessura do epitélio e
20 campos (137,910 um?) para densidade de colageno .

A quantificacdo do numero de vasos e espessura do epitélio, assim como da
densidade do colageno em cada campo, foi feita a partir de imagens digitalizadas
obtidas dos campos histologicos em microscopio de luz com objetiva planacromatica
de 40 vezes?*3200-63,

As imagens foram capturadas com uma objetiva planapocromatica 40x
(ampliacdo final = 400x), 20x (ampliagéo final = 200x) e 100x (ampliagéo final =
1000x), respectivamente, logo em seguida foram digitalizadas por meio de uma
microcamera JVC TK-1270/JCB e transferidas para um analisador (software Image
Pré-Plus 4.5, Média Cybernetics, Inc. Silver Spring, MD, (Estados Unidos da América
- USA), tela do programa de morfometria Image Pré-Plus 4.5 com a espessura do
epitélio (FIG. 12).
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Figura 12 — Imagem da captura de tela do programa de morfometria Image Pré-Plus
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Fonte: da autora

Para a quantificacdo de colageno, foi utilizado o corante Picrosirius Red
(PSR), sendo um composto aniénico que distingue a espessura e densidade das
fibras colagenas pela coloragdo emitida sob a luz polarizada. A luz foi utilizada para
visibilizar e identificar as fibras colagenas pela coloracdo Picrosirius red e
reconhecer a densidade do colageno no centro de cada segmento do retalho nos
trés segmentos (proximal, intermediario, distal). Enquanto as fibras finas dissociadas
sdo fracamente birrefringentes e coraram-se em verde, as fibras mais densas,
fortemente associadas, sdo intensamente birrefringentes e emitem cores com
comprimento de ondas maiores, como o vermelho e o amarelo. Laminas coradas em
Picrosirius red foram estudadas com objetiva de 10 vezes para a quantificacdo das
areas de colageno. De cada 20 campos/ lamina foram obtidas imagens em areas de
maior concentracdo de fibras colagenas. As densidades dos pixels das regides
ocupadas pelas fibras colagenas foram selecionadas na imagem real para

subsequente criacdo de uma imagem binaria, visando a quantificacdo densitométrica
29,35,38,60
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A metodologia empregada para captura, segmentacéo de imagens e definicdo
das condicfes do ensaio enzimatico seguiu os passos do protocolo padronizado

pelo fornecedor do Kit Duoset (R&D)%*.

4.3.1 Dosagens de VEGF e TGF-41

Os fatores de crescimento sdo citocinas, moléculas de polipeptidios
responsaveis pela interacdo celular e, quando ativados, no caso, pelo trauma
cirurgico, promovem a expressdo de proliferagdo endotelial, angiogénese,
reepitelizacdo e atividade pro-inflamatéria.

As dosagens bioquimicas de VEGF foram para quantificar o estimulo a
angiogénese. A dosagem de TGF-B7 foi empregada para quantificar o estimulo a
deposicéo de colageno®>®°.

Para a determinagdo de VEGF e TGF-f1 nos retalhos cutédneos e soro dos
animais, foram utilizados 80uL do sobrenadante restante do homogenato da amostra
do fragmento de pele do retalho. Para a dosagem dos niveis sistémicos foram
utilizados 80uL do soro dos animais. Foi realizada a quantificacdo VEGF e TGF-f1
na amostra de fragmento de pele do retalho cutaneo (peso médio de 20g) e no soro
sanguineo de trés animais (n=3) de cada grupo.

O ensaio enzimético foi realizado seguindo os passos do protocolo
padronizado pelo fornecedor do Kit Duoset (R&D Systems). Diluicbes de
sobrenadantes livres de células foram adicionadas em duplicata a placa de enzyme-
linked immunoabsorbent assay (ELISA), que tinham um anticorpo monoclonal
especifico para rato contra a citocina, seguido da adicdo um segundo anticorpo de
deteccdo. ApOs lavagem para remover anticorpos que nao se ligaram, uma solugéo
de substrato foi adicionada a placa de ELISA (50 pL de uma 1:1 solucéo de peroxido
de hidrogénio e 10 mg/mL de OPD). A reacdo foi paralisada ap6s 20 min de
incubacdo com 2N de acido sulftrico (50 L) e a intensidade da cor foi quantificada a
540 nm em leitor de microplaca (Thermoplate). Os padrdes foram diluicbes das
citocinas recombinantes de ratos de 7,5 pg a 1.000 pg mL (100 pL). Os resultados
foram expressos como picograma de citocina por miligrama de peso Umido ou

mililitro de soro®.
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4.3.2 Andlise estatistica e variaveis estudadas

O calculo amostral foi realizado de acordo com nuamero suficiente de animais
investigados para se obter representatividade estatistica para as analises das
variaveis: dimensao total do retalho, dimenséo do tecido com necrose, dimensdo do
tecido viavel, nimero de vasos, reepitelizacdo e densidade do colageno®*>>°¢>8,

O nivel de significancia foi considerado entre 0,01 e 0,05, coeficiente de
variacdo de 15 a 20% para as diferencas entre o grupo Controle (CT) e os grupos
tratados com a pentoxifilina (P1, P3 e P5).

A variavel peso foi avaliada para verificar a higidez dos animais, aferida no dia
da operacédo (D1) e do dia da eutanasia (D10).

As variaveis medidas das dimensdes: total do retalho, do tecido viavel e do
tecido com necrose, no dia da eutanasia (D10) e nos quatro grupos estudados,
foram analisadas pelos testes andlise de variancia, ANOVA (One Way Analisys of
Variance) e Kolmogorov-Smirnov para avaliar eventuais diferencas entre as médias
das variaveis analisadas e quantificadas nos grupos CT, P1, P3 e P5, no software R
Core Version 3.0.1 (2013:05:116). Foram calculadas as porcentagens das medidas
da dimensé&o total, do tecido com necrose e do tecido viavel do retalho.

As variaveis do reparo tecidual quantificadas foram: numero de vasos,
espessura do epitélio, densidade do colageno, com numero de animais de oito por
grupo. As dosagens de VEGF e TGF-B1, com numero de animais de trés por grupo.

Os resultados foram analisados pelo software GraphPad Prism 5.0 e
elaborados gréficos a partir dos dados das tabelas.

As variaveis medidas da dimenséo total do retalho, do tecido com necrose, do
tecido viavel, assim como, a quantificacdo do niumero de vasos, da espessura do
epitélio, da densidade do colageno, e as dosagens de VEGF e TGF-$1, foram
analisadas com a contribuicdo do Nucleo de Bioestatistica da Faculdade de
Medicina da UFMG e do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.

O pos-teste de Newman-Keuls foi aplicado para comparar e detectar
diferencas significantes entre as médias dos quatro grupos, variaveis com
distribuicdo paramétrica, sendo essas as medidas da dimensao total do retalho, do
tecido viavel e do tecido com necrose e densidade do coldgeno, VEGF, TGF- B1.

O teste de Kruskal-Wallis e 0 pos-teste de Dunn’s foram realizados para os

dados com distribuicdo ndo paramétrica, para comparar e detectar diferencas
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significantes entre as médias dos quatro grupos, das variaveis: espessura de epitélio
e numero de vasos, respectivamente.

Os resultados foram apresentados com meédia e desvio-padrdao de mais ou
menos (£) e comparados entre 0s quatro grupos.

Os dados foram distribuidos e relacionados em tabelas e graficos.
Compararam-se as medidas das dimensdes do retalho, do tecido viavel e do tecido
com necrose, analises morfométricas do niumero de vasos/campo, da densidade do
coldgeno e da espessura do epitélio em oito animais de cada grupo. As dosagens de
VEGF e TGF- 1 foram obtidas em trés animais de cada grupo™°.
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5 RESULTADOS
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Os animais dos grupos CT, P1, P3, P5 permaneceram higidos durante o
experimento. Nao foram observados sinais de sofrimento nos animais dos quatro
grupos.

Um animal do grupo Controle (CT) morreu no pés-operatorio imediato, e foi
substituido.

5.1 Analise macroscopica da vitalidade dos retalhos cutaneos

No 10° dia de poés-operatorio, foi aferida a dimenséo total, do tecido com
necrose e do tecido viavel do retalho cutaneo, de cada animal, por meio de

paquimetro digital, nos quatro grupos, (FIG. 13).

Figura 13 - Fotografias representativas da afericdo das medidas das dimensdes dos
tecidos com necrose nos retalhos cutaneos, no 10° dia de pds-operatorio, com
paquimetro digital, comparando-se as medidas nos animais dos quatro grupos: CT,
P1, P3 e P5

Fonte: da autora

Os valores da média da dimenséo total do retalho nos grupos, CT: 75,05 mm
(+1,38), e P5: 68,58 (+1,13)". Observou-se diferenca significante na média da
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dimenséo total do retalho entre os grupos CT e P5 e valor de p= 0,0176, (TAB. 1,
GRAF. 1A).

Os valores da média da dimenséao do tecido com necrose nos grupos, CT:
35,85 mm (+1,95), P1: 29,75 mm (+2,12); P3: 23,44 mm (+1,55)" e P5: 22,73 mm
(+0,87)""°. Denotou-se diferencas significantes na média da dimensao do tecido com
necrose entre os grupos CT e P3, CT e P5, e valor de p menor que 0,0001, (TAB. 1,
GRAF. 1- Apéndice B.).

O valor da média da dimensé&o do tecido viavel no grupo CT: 39,2 mm (+1,62),
menor, quando comparado a média dos grupos tratados. Os valores da média da
dimens&o do tecido viavel nos grupos, P1: 42,45 mm (+1,55) *, P3: 45,74 (+2,06)
P5: 45,85 mm (x0,8074). Evidenciaram-se diferencas significantes entre os grupos:
CT e P1; CT e P3, CT e P5, e valor de p igual a 0,0164. A diferenca entre 0s grupos
do valor da média da dimensé&o do tecido viavel ocorreu a partir do grupo P1, (TAB.
1).

Tabela 1 - Dimensao do retalho cutaneo: total, do tecido com necrose e do tecido
viavel (mm), média, desvio-padréo (£DP) e porcentagem (%), comparagao entre os

grupos CT, P1, P3 e P5, valor de p

Dimens8es (mm) média (+DP) / %

Dimensao do p
retalho cutaneo Grupo CT Grupo P1 Grupo P3 GrupoP5
75,05 (¥1,38) 69,62 (+¥2,0) 71,37 (x0,90) 68,58 (11,13)* 0.0176

Total 93,75% 87,03% 89,21% 85,73% ’
Tecido com 35,85 (+x1,95)  29,75(+2,12) 23,44 (+1,55) 22,73 (x0,87) fo < 00001
necrose 43,75% 37,10% 29,30% 28,41% ’
Tecido viavel 39,2 (¥1,62) 42,45 (+1,55) 45,74 (+2,06) 45,85 +0,8074) 0,0164

49,00% 53,06% 57,18% 57,31%

Significancia: *p<0,05. Os valores sdo expressos em média + DP, n=8 por grupo. =~ Comparacio
dos grupos: CT, P1, P3 e P5. Testes: ANOVA, pés-teste de Newman-Keuls.

Houve diferenca significante entre as medidas da dimensé&o total do retalho
entre os grupos CT e P5.

Constatou-se que as medidas das dimensdes do tecido com necrose do
retalho cutdneo menores nos grupos P3 e P5. Esses grupos apresentavam o tecido

com necrose na superficie dorsal e essa necrose se restringia a camada superficial
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da pele do animal. Em correlagdo, a superficie ventral desses retalhos,

apresentavam tecidos com vitalidade na camada abaixo da necrose (FIG. 14).

Figura 14 - Fotografias de peca cuténea retangular, superficie dorsal e ventral,
grupos P3 e P5 (A e B)

Fotografias de amostras do retalho cutédneo do grupo P3 (C e D) Fotografias das amostras do retalho
cutaneo do grupo P5. (A,B,C e D) superficie dorsal e superficie ventral do retalho cutaneo
Fonte: da autora

5.2 Avaliacéo histologica das amostras do retalho cutaneo

5.2.1 Morfometria do numero de vasos

Houve diferenca significante na andalise morfométrica do numero de
vasos/campo nos segmentos proximal, intermediario, distal do retalho cutédneo, na
comparacao entre o grupo CT e o grupo P5.

No segmento proximal do retalho cutaneo, o valor do ndamero de
vasos/campo, nos quatro grupos, CT: 27 (+0,8), P1: 26 (+0,2), P3: 34(x0,2)"/°° p5;
41(+1,3)77°° (TAB. 2).

O valor do numero de vasos /campo, no segmento proximal, no grupo P5:
41(+1,3)"7°° e no segmento distal do mesmo grupo P5: 40(+5,0)™, (TAB. 2).
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No segmento intermediario do retalho cutaneo, houve maior estimulo a
angiogénese, com aumento do nuamero de vasos/campo. Notaram-se diferencas
significantes no namero de vasos/campo entre os grupos: CT: 34 (£2,4) e P5: 50
(+5,4)7°°° yasos /campo e valor de igual a 0,0007, (TAB. 2).

No segmento distal a comparacdo dos valores do numero de vasos /campo
dos grupos: CT: 21 (+3,4), P1: 23 (+2,2), P3: 30 (+4,8) e P5: 40(+5,0)” °. Houve
diferenca significante entre CT e P5, P1 e P3, P3 e P5 e valor de p igual a 0,0174
(TAB. 2).

A comparacao da analise morfométrica do numero de vasos/campo, entre 0s
grupos CT, P1, P3 e P5, mostrou que houve aumento de vasos nos grupos tratados

pela pentoxifilina.

Tabela 2 — Analise morfométrica do numero de vasos/campo, segmentos: proximal,
intermediario, distal dos grupos CT, P1, P3, P5; média, + desvio-padrdo, comparacao

entre os grupos: CT, P1, P3 e P5, valor de p

Numero de vasos/campo (um) média (+DP)
Segmentos do

retalho cutdneo  Grupo CT Grupo P1 Grupo P3 Grupo P5 P
Proximal 27 (i0,8) 26 (10,2) 34(i0 2)***/000 41(11,3) / 000 < 0,0001
Intermediério **/ 000

34 (+2,4) 34 (+1,5) 36 (+0,5) 50(+5,4) 0,0007
Distal 21 (£34) 23 (x2,2) 30 (+4,8) 40(25,0) " ° 0,0174

Significancia’, p<0,05. Os valores sdo expressos em média = DP, n=8 por grupo .~ Comparacéo dos
grupos: CT, P1, P3 e P5. Testes: ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls

Houve diferenca significante no segmento proximal, observada entre os
grupos CT, P3 e P5. No segmento intermediario houve diferenca significante entre o
grupo CT e P5. No segmento distal notou-se diferenga significante, evidente entre o
grupo CT e grupo P5, mas com diferencas entre CT e P1, P1 e P3, CT e P3 (TAB.2).

As fotomicrografias dos cortes histoloégicos do tecido de granulagdo dos
animais dos grupos CT, P1, P3 e P5 mostram crescente aumento da angiogénese
nos animais dos grupos tratados com a administracdo de pentoxifilina, sendo esse
aumento mais evidente nos grupos P3 e P5, grupos tratados maior nimero de dias
(FIG. 15 e 16).
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Figura 15 - Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos do segmento
intermediario do tecido de granulacdo de amostras do retalho cutdneo dos grupos:
CT, P1, P3, P5.

P
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(A-D) Elementos histoldgicos: vasos, nos grupos CT, P1, P3 e P5. Setas pretas indicam vasos. Cortes
histolégicos corados em H.E, captura com objetiva de 40x, aumento 400x, 50 um.

Fonte: da autora

Figura 16 - Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos do segmento

intermediario do retalho cutédneo do grupo P5, mostra vasos do tecido de granulacéo
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(A - B) Tecido de granulacdo exuberante com numerosos vasos, regido central do segmento
intermediério, cortes histologicos, corados em H.E, captura com objetiva de 20x, aumento 200x ,50
um
Fonte: da autora
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5.2.2 Morfometria da espessura do epitélio

A espessura do epitélio aumentou nos trés segmentos do retalho cutaneo,
dos grupos P1, P3 e P5 quando comparada ao grupo CT. No segmento proximal dos
grupos — CT: 36 um (+3,4), P1: 49 um (+3,5), P3: 56 um (+5,8), P5: 58 pm (+6,4) e o
valor de p foi 0,0116. No segmento Intermediario, a espessura do epitélio, dos
grupos — CT: 13 um (20,8), P1: 16 um (+3,1), P3: 23 pm (+4,1), P5: 28 (+4,6)" e valor
de p foi 0,0146. No segmento distal, a espessura do epitélio, dos grupos — CT: 9 um
(+0,5), P1: 10 um (+0,7), P3: 11 pm (+1,0), P5: 15 pm (+1,1) " e valor de p menor
que 0,0001, (TAB. 3).

A comparacdo do grupo CT com o grupo P5 mostrou diferenca significante,
sendo que, no segmento proximal do retalho, essa diferenca ocorreu também entre
0 grupo CT e P3 (TAB. 3)

Tabela 3 — Analises morfométricas da espessura do epitélio (um) nos segmentos:
proximal, intermediario, distal dos retalhos nos grupos CT, P1, P3 e P5; média, +
desvio-padrao, valor de p

Amostra de Segmento do Espessura do epitélio (um) (xDP)

retalho cutaneo Grupo CT Grupo P1  Grupo P3 Grupo P5 i
Proximal 36 (#3,4) 49 (#35)  56(258) 58 (+6,4) 0,0116
Intermediario 13 (+0,8) 16 (#31) 23 (24,1) 28 (+4,6) 0,0146
Distal 9 (x0,5) 10 (x0,7) 11 (#1,0) 15@1,1) °°°  <0,0001

Significancia: *p<0,05, ° Comparacéo entre os grupos CT, P1, P3 e P5, n=8 por grupo, Testes:
Kruskal-Wallis e pés- teste de Dunn’s

A andlise das amostras de segmento intermediario dos grupos CT, P1, P3 e
P5, ilustradas com fotomicrografias, observaram-se necrose da epiderme em todos
0S grupos de animais, mais evidente no grupo CT. Nos animais dos grupos P1, P3 e
P5, tratados com pentoxifilina, houve crescente aumento da espessura do epitélio,
(FIG. 17).
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Figura 17 - Fotomicrografias representativas de cortes histoldgicos do segmento
intermediario do tecido de granulacdo de amostras do retalho cutaneo dos grupos:
CT, P1, P3, P5

P3 f o P ¢
<. . WP P ‘ SN = 2B PR e A, (ISP ]

(A) Necrose subepitelial margeada por infiltrado inflamatério e recoberta por uma fina camada epitelial

no grupo CT(B) necrose subepitelial evidente com marginagéo inflamatéria aumentada e epitélio fino

no grupo P1; (C) infiltrado inflamatério decrescendo e aumento da espessura epitélio no grupo P3 (D)

discreto infiltrado inflamatorio, epitélio mais espesso com adelgacamento das fibras colagenas na

derme, poucas areas de necrose e tecido de granulagéo vascularizado, setas pretas indicam aumento

da espessura do epitélio no grupo P5. Cortes histolégicos corados em H.E, captura com objetiva de

20x, aumento 200x, 50 um

Fonte: da autora

5.2.3 Morfometria da densidade do colageno

A comparacéo entre o grupo CT e os grupos P1, P3 e P5, mostrou que houve

diminuicdo da densidade do colageno nos grupos tratados pela pentoxifilina.

Os valores da média da densidade do colageno no segmento intermediario do
retalho dos grupos - CT: 177100 um? (+9919), P1: 137900 pum? (+23220), P3:
106100pm? (+14830)", P5: 75920 (+11110)"7°°, e valor de p igual a 0,0015.
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Os valores da média da densidade do colageno no segmento distal do retalho
dos grupos - CT: 138000 pm? (+3330), P1: 79900 pm? (+11620)", P3: 60270 pm?
(+11830), P5: 34430 um? (+ 5321) “7°° e valor de p igual a 0,0001.

Tabela 4 — Andlise morfométrica da densidade do colageno (Lm?) nos segmentos
proximal, intermediario, distal dos retalhos nos grupos: CT, P1, P3 e P5, média,

desvio-padrao, valor de p

Segmento do Densidade do colageno (um?) média (+DP)

retalho p

cutaneo Grupo CT Grupo P1 Grupo P3 Grupo P5

Proximal 296700 278600 220300 184600 o 0,0014
(+19680) (¥25310) (¥15000) (+13850)

Intermediario 177100 137900 106100 7920 0,0015
(£9919) (£23220) (+14830) (+11110)

Distal 138000 79900 60270 34430 oo <0.0001
(£3330) (+11620) (£11830) (+5321)

Significancia* p<0,05. /°Comparacédo entre os CT, P1, P3 e P5, n=8 por grupo, Testes: ANOVA e
pos- teste de Newman-Keuls

A anélise morfométrica da densidade do colageno mostra diminuicdo da
fibrogénese nos segmentos proximal, intermediario, distal dos grupos tratados- P1,
P3, P5, quando comparados com o grupo CT. No segmento distal, diferencas
significantes ocorreram entre o grupo CT e os grupos P1, P3 e P5, (TAB. 4)

Observou-se maior densidade do colageno no grupo CT, com fibras
fortemente birrefrigentes de cor vermelha e laranja. Nos grupos P1, P3 e P5, os
cortes histolégicos mostraram fibras do colageno com diminuicdo decrescente da
birrefringéncia. Os animais dos grupos tratados, P1l, P3, P5, apresentaram
diminuicdo decrescente da densidade do colageno, denotando diminuicdo da

densidade das fibras colagenas nas amostras dos segmentos dos retalhos, (Fig. 18)
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Figura 18 - Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos do segmento

intermediario, amostras do retalho cutaneo dos grupos: CT, P1, P3, P5

(A — D) Fotomicrografias do segmento intermediario dos grupos: CT, P1, P3, P5. Observa-se
diminuicdo decrescente da birrefringéncia, nos grupos, respectivamente. A cor vermelha e laranja
expressam fibras colagenas fortemente associadas, birrefringentes no grupo CT. Cortes histologicos
corados com Picrossirius Red, captura com objetiva 40x, aumento de 400x, 100um

Fonte: da autora

5.3 Dosagem bioquimica do VEGF eTGF-B81 na pele e no soro dos animais

5.3.1 Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) na pele e no soro dos
animais

Os niveis do VEGF foram maiores na pele do retalho em comparacéo ao soro
dos animais. Na comparacao entre os grupos CT e P5, verificou-se que os niveis de
VEGF na pele, no grupo CT: 246,8 pg/mg (x 25,8) e no grupo P5: 471,1 pg/mg
(£33,8). Os valores no soro, grupo CT: 145,2 pg/mg (= 5,1), grupo P5: 223,9 pg/mg
(= 25,2). Os resultados sugerem acao estimuladora da pentoxifilina nessa potente
molécula angiogénica, com aumento no nivel de VEGF na pele e no soro dos

animais do grupo P5, p menor que 0,0001 na pele, (TAB. 5).
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Tabela 5 - Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) dos grupos CT, P1,

P3, P5, na pele e no soro, média, desvio-padrao (xDP), pg/mg, valor de p

Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) pg/mg(+DP)

Dosagem P
VEGF Grupo CT Grupo P1 Grupo P3 Grupo P5

Pele 246,8(+258)  333,6(x217) 274,6(x387) 4711(x338) °° <0,0001
Soro 1452 (£51) 1539 (x7.8) 1329 (x04) 2239 (£252) ° 0,005

Significancia:*p < 0,05. *° Comparacéo entre os grupos CT, P1, P3, P5. Valores expressos em média
+ DP, n=3 cada grupo. Testes: ANOVA e pés-teste de Newman-Keuls

5.3.2 Fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-B1) na pele e no soro

dos animais

Os niveis do TGF-B1 foram maiores no soro em comparagao aos valores da
pele dos animais. Na comparacao entre os grupos CT, P1, P3, P5, os valores das
dosagens de TGF-B1 na pele nos grupos CT: 162,1 pg/mg (£ 22,9), P1: 93,8 pg/mg
(= 25,9), P3: 73,0 pg/mg (= 26,9), P5 :46,4 pg/mg (+ 17,20) e o valor de p igual a
0,0187. Os valores da dosagem de TGF B-1no soro dos grupos - CT: 313,9 pg/mg (=
28,5), P1: 259,1 pg/mg (x 20,5), P3: 225,8 pg/mg (£ 23,3, P5: 191,3 pg/mg (£ 15,9) e
o valor de p igual a 0,0063.

Houve reducdo decrescente nos niveis dessa citocina na pele e no soro,
sendo mais acentuada no soro em comparacdo a pele, nos grupos CT, P1, P3, P5,
(TAB. 6).

Tabela 6 - Fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-87) dos grupos CT, P1,

P3, P5, na pele e no soro, média, desvio-padrao (xDP), pg/mg, valor de p

Fator de crescimento transformador (TGF-B81) pg/mg(xDP)

Dosagem

do TGF-p1 Grupo CT Grupo P1 Grupo P3 Grupo P5 P
Pele 162,1 (+ 22,9) 93,8 (+ 25,9) 73,0 (+ 26,9) 46,4 (+ 17,20)* 0,0187
Soro 313,9 (+285)  259,1 (+ 20,5) 2258 (+233) 191,3 (+159)  0,0063

SignificAncia:*p<0,05. ~ " Comparac&o entre os grupos CT, P1, P3, P5. Valores expressos em média
1 DP, n=3 por grupo. Testes: ANOVA e pés-teste de Newman-Keuls
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6 DISCUSSAO
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Pesquisas experimentais sobre as diversas maneiras de interferir e modificar
as condi¢gdes que acarretam a necrose de retalhos cutdneos empregaram farmacos
e outras modalidades terapéuticas com o fito de atenuar o processo de formacéao de
radicais livres, estimular o reparo tecidual e diminuir o edema tecidual e, assim,
assegurar a vitalidade e sobrevivéncia do retalho cutédneo, principalmente no
segmento distal, diminuindo ou mesmo evitando a necrose.

O animal de experimentagao usado na presente pesquisa foi o rato, devido a
disponibilidade de aquisi¢do, custo baixo e facilidade no manejo. A escolha do
modelo foi embasada no uso tradicional e consagrado em estudos de retalho
cutaneo da literatura, com o modelo rato, sendo o0 animal mais usado em pesquisas
nas quatro bases de dados da literatura #262932343638 - Aproximadamente 85% dos
artigos da Medical Literature Analysis and Retrieval System On-line (MEDLINE) e
70,5% dos artigos da Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da

Saude (LILACS) s3o referentes a experimentos com ratos e camundongos*?292°3%

34365557 O motivo deste estudo foi vislumbrar a validagdo dos resultados
alcangados no modelo animal para possivel extrapolagao e aplicabilidade na pratica
médica.

Mcfarlane (1965) descreveu o modelo de retalho cutdneo no dorso do rato e
Adamson (1967) o reproduziu e o modificou. Camargo et al. (2014) compararam o
retalho do modelo de Gemperli, com base do pediculo cranial, sendo que a
necrose ocorreu em 3% dos casos e no modelo do retalho de Mcfarlane, a necrose
aconteceu em 37%. Os autores do trabalho de Gemperli concluiram que o modelo
de pediculo cranial, de dimenséao de 3,0 x 10,0 cm, quando comparado ao modelo
de Mcfarlane, seria o mais apropriado para estudos experimentais*®*%%*%®_ Acevedo
Bogado et al. (2002) observaram que o retalho de base caudal favoreceu o aumento
da presséao capilar devido a dificuldade do retorno venoso, com aumento do edema
no retalho e consequente diminuicéo da perfusdo? 484964

De acordo com Rohrich, o farmaco ideal para melhorar a vitalidade do retalho
deve ter as seguintes caracteristicas: disponibilidade, facilidade na administracao,
alto indice terapéutico, reprodutibilidade de resultados, viabilidade de tratamento,
custo acessivel, mecanismo de acgdo conhecido, biodisponibilidade e efeitos
protetores da necrose. Contudo, nenhuma substancia atendeu a todos os requisitos

e a ideal ainda ndo foi encontrada®®’. As investigacdes cientificas prosseguiram
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para encontrar a substancia, que seria capaz de manter a vitalidade do retalho
cutaneo e reduzir eventual necrose, principalmente no segmento distal.

O farmaco eleito para este trabalho foi a pentoxifilina, pois contemplou muitos
dos atributos da substancia ideal, inclusive o efeito protetor da necrose dos retalhos,
quando utilizado pela via oral e parenteral. O motivo da escolha da pentoxifilina foi o
alto indice terapéutico, mecanismo de agao conhecido e as inumeras propriedades,
entre elas, de potente antioxidante, imunomodulador e o efeito hemorreoldgico na
microcirculagdo. Entretanto, a pentoxifilina foi administrada pela via subcutanea, com
a vantagem sobre a via parenteral como a repercussao sistémica minima, e sobre a
via oral, pois ndo demanda de doses repetidas para atingir o nivel sérico
desejado5’2°. A escolha da via subcutanea se justificou pela eficacia da absorgao de
fluidos, dispersdo adequada sendo uniforme e lenta, com concentracido no local
onde a acdo é esperada, facilidade de aplicagdo®?%?%"48%0 A pentoxifilina, refere-
se a substancia com caracteristica farmacoldgica de ser hidrossoluvel (77.000 mg/L-
25°), condigdo para administracdo pela via subcutanea?. Conquanto, a
administragdo do farmaco pela via subcutdnea, a dose ideal, a periodicidade de
administragdo, as agdes nos elementos histolégicos do reparo tecidual requerem
outras pesquisas para corroborar com os resultados alcangados.

A propriedade hemorreolégica da pentoxifilina se manifesta pelo aumento da
deformabilidade dos eritrocitos e reducdo da viscosidade sanguinea.
Consequentemente, a melhora o fluxo sanguineo acarreta aumento da oxigenagao
nos tecidos, exercendo efeito modulador da resposta inflamatéria, estimulando a

angiogénese nos tecidos1,15,20,27-30,32-35,37-39,41 ,67-71 ]

Além disso, a pentoxifilina
desempenha papel nas respostas de elementos celulares, como neutrofilos,
mondcitos e macrofagos, reduzindo a acdo inflamatéria, com a diminuigdo da
ativacdo e adesividade dos leucdcitos ao endotélio, e a consequente reducdo do
dano endotelial resultante. Atua como potente antioxidante, inibindo a sintese de
anion superoxido, diminuindo o estresse oxidativo, reduzindo os metabdlitos toxicos
da reperfusdo e, como resultado, diminuicdo do dano tecidual e aumento da
vitalidade do retalho™"?"2%323 Pode interferir nos niveis de VEGF e TGFB1, entre
outras citocinas1’6'8'15‘20’27'29’35'39’47.

O presente estudo buscou avaliar o centro da cicatrizacdo do retalho cuténeo,
com analises das alteracbes no reparo tecidual sob a acdo da administracdo da

pentoxifilina. A escolha pela analise histoldégica no centro do retalho teve o fito de
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minimizar as possiveis interferéncias na cicatrizacdo que ocorrem nos bordos da
ferida®.

Diversos estudos foram propostos em modelos semelhantes com a utilizacéo
da pentoxifilina, pela via parenteral, com diferentes esquemas e doses, variando de
1 a 50 mg/kg, com a finalidade de melhorar a vitalidade dos tecidos '>2029-40.6771

No modelo de retalho cutdneo de 4,0 x 10,0 cm, pediculo caudal, foi
administrada a pentoxifilina na dose de 12,5 mg/kg, via intraperitoneal, 1x/dia, por
sete, oito e 14 dias, com diferentes esquemas de administracao, inclusive no pré-
operatdrio, por um e sete dias®®. Os autores compararam a sobrevivéncia dos
retalhos dos trés grupos tratados com o grupo-controle. Todos os animais tratados
com a pentoxifilina apresentaram aumento da sobrevivéncia do retalho, atingindo
92,3 a 94,3%.

Empregando modelo de retalho cutaneo de 4,0 x 12,0 cm com pediculo
caudal e administrando a pentoxifilina na dose de 24 mg/kg, pela via intraperitoneal,
1x/dia, no peroperatdrio, e com outro esquema diariamente por 10 dias, os autores
confirmaram que a pentoxifilina, pela via parenteral, aumentou a sobrevivéncia dos
retalhos cutaneos em ratos™?.

Estudo dos efeitos da pentoxifilina, na dose de 20 mg/kg, via intraperitoneal,
2x/dia, por sete dias, e do cloridrato de buflomedil na dose de 34,2 mg/kg,
intraperitoneal, 2x/dia, por sete dias, no pds-operatorio ndo obteve resultados com
significancia estatistica, apesar de verificar melhora na vascularizagdo dos retalho®.
Estudo experimental apurou que a pentoxifilina foi altamente benéfica no tratamento
das injurias de pele™.

Em modelo experimental de ratos foram investigadas a isquemia e reperfusao
de musculoesquelético, do sbleo, sob a influéncia da pentoxifiina na dose de 40
mg/kg, via intraperitoneal, variando o esquema de administracdo, imediatamente
anterior ao inicio da isquemia ou imediatamente anterior ao inicio da reperfusao.
Obteve-se como resultados a diminuicdo das modificagdes morfoldgicas no tecido
muscular, devido ao decréscimo do edema e do infiltrado inflamatério, quando o
farmaco foi aplicado no inicio da isquemia, com redug¢ao da expressao da caspase-
3%

Avaliagdo de feridas em ratos com diabetes induzidas por streptozotocin

mostrou que a pentoxifilina na dose de 25 mg/kg, via intraperitoneal, 2x/dia,
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melhorou todos os parametros biomecéanicos da pele, de maneira significante, com
reducao da inflamagao e da expressao das metaloproteinases36.

O efeito do pré-tratamento com a pentoxifiina na dose de 20 mg/kg, via
intraperitoneal, por 30 dias antes do procedimento cirurgico, foi o significativo
aumento da sobrevivéncia dos retalhos cutaneos, cicatrizagédo das feridas e reversao
de alteragdes ultraestruturais decorrentes da hipoxia no endotélio dos vasos
sanguineos®’.

Os autores, em pesquisa de mestrado, compararam o uso do dimetilsulféxido
a 5% e da pentoxifiina, dose 20mg/kg, modelo de retalho de Mcfarlane (1965)

modificado*®*°

, em ratos e verificaram significativa melhora no reparo tecidual
guando administraram os farmacos por via subcutanea, no peroperatério, com maior
evidéncia para a pentoxifilina?’. Diante desse resultado, decidiu-se aprofundar as
andlises e avaliar a vitalidade e a sobrevivéncia do retalho com a proposta de
aumentar a dose do farmaco para 100mg/Kg, a periodicidade e o esquema de
administragdo. A seguranga da dose de administracdo da pentoxifilina foi embasada
nos valores da dose letal mediana (DL50). Em camundongos, apds administragao
intraperitoneal, é de 195mg/kg e apds administragdo oral de 1385 mg/kg de peso
corporeo. A DL50 do farmaco, em ratos, apds administracao intraperitoneal é de 230
mg/kg e apds a administragdo oral é de 1.770 mg/kg de peso corporeo 22" Qg
animais dos grupos tratados pelo farmaco permaneceram higidos e sem sinais de
sofrimento durante o experimento, assim, estabelecendo a seguranga da dose no
presente estudo.

Na presente pesquisa, verificou-se a analise macroscopica, que os grupos de
animais tratados com a pentoxifilina, quando comparados com o grupo CT,
apresentaram redugdo significante das dimensdes da necrose e a formagao de
tecido de granulagdo com vascularizagdo exuberante na derme e hipoderme,
caracterizando assim, necrose superficial apenas da epiderme e em algumas
amostras da derme superficial, ou seja, as camadas profundas do retalho cutadneo
permaneceram preservadas. Por outro lado, houve aumento significante das
dimensdes do tecido viavel nos retalhos cuténeos, variavel que mostrou a influéncia
da pentoxifilina na vitalidade e no reparo tecidual dos retalhos cutdneos em ratos.

Quando ocorre necrose do segmento do retalho faz-se necessaria a
abordagem cirurgica secundaria. No entanto, na presenga de granulagao apropriada

nas camadas subjacentes a necrose, pode ser um fator importante para tratamento
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mais ceélere, pois abreviaria o tempo de espera para granulagdo adequada para
possivel cobertura cutdnea dessa area, aumentando assim a possibilidade de
sucesso. Esse resultado mostra relevancia para possivel correlagcdo com a pratica
médica.

A avaliagéo histolégica do retalho cutdaneo do presente trabalho foi feita em
componentes do tecido de granulagdo, como a morfometria dos vasos sanguineos.
Os achados histolégicos como o aumento do numero de vasos nos retalhos
cutaneos, principalmente nos grupos com esquema de administragdo de maior
periodo de dias no pdés-operatorio, mostram que os grupos tratados com
pentoxifilina, obtiveram maior estimulo a angiogénese. Deve ser ressaltado que o
aumento da angiogénese ocorreu nos trés segmentos do retalho cutaneo e que os
efeitos da pentoxifilina foram observados no terceiro dia administragdo do farmaco,
inclusive no segmento distal do retalho, aquele mais distante do pediculo vascular.

Em estudo administrando pentoxifilina e heparina, verificou-se que os efeitos
pré-angiogénicos da pentoxifilina, como o aumento de numero de vasos em tecidos
isquémicos de segmentos de retalhos cutédneos expostos ao tabaco, mostrou que a
administragdo desse farmaco deve ser preconizada no pré-operatério, por via
parenteral, por maior tempo. A comparacao entre pentoxifilina e heparina em modelo
de retalho isquémico submetidos a reperfusdo, a heparina foi mais eficaz na
emergéncia'’.

Pesquisa em ratos sobre a viabilidade de retalhos cutdneos foram
administradas hialuronidase intradérmica e pentoxifilina intraperitoneal por 14 dias. A
administragdo somente da pentoxifilina estimulou a angiogénese, enquanto que a
associacao de pentoxifilina e hialuronidase foi mais eficaz para reduzir a celularidade
de macréfagos na derme®®.

Em modelo de estudo de anastomose intestinal apds isquemia/reperfuséo,
verificou-se que a pentoxifilina na dose de 50 mg/kg, administrada via intraperitoneal
e com esquemas diferentes no pds-operatério, pode atenuar os efeitos negativos da
isquemia/reperfusao e promover a sintese de colageno na anastomose®®.

O farmaco foi administrado pela via intraperitoneal nas doses de 1 e 10
mg/kg e com esquemas diferentes, na analise dos efeitos protetores da pentoxifilina
no intestino delgado apds o evento isquemia/reperfusdo. As respostas moleculares
e os efeitos protetores do farmaco foram examinados em um modelo de

isquemia/reperfusado (I/R) intestinal grave. O papel da pentoxifilina em isquemia
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grave do intestino delgado foi investigado, assim como o tempo e a dose
administrada, para determinar o efeito desse agente em diferentes condi¢des. Os
achados bioquimicos, histopatolégicos e imuno-histoquimicos sugerem que doses
baixas de pentoxifilina podem efetivamente melhorar o dano isquémico no modelo
experimental de ratos®.

Os efeitos pro-angiogénicos da pentoxifilina, como o aumento de numero de
vasos em tecidos isquémicos, foram observados em varios estudos. No trabalho
sobre modificagdo histoloégica de retalho miocutaneo do reto abdominal (TRAM)
monopediculado caudal em ratos tratados com pentoxifiina foram observadas
mudangas no sistema da microcirculagéo, redugcdo da necrose e aumento do
numero de capilares na zona de isquemia (zona V) no retalho, com a administragcéao
de 20 mg/kg/dia, via intraperitoneal°.

Quanto a ferida, a migracdo dos queratindcitos faz-se necessaria para manter
a funcao de barreira da pele e restabelecer o equilibrio daquele tecido e dos tecidos
adjacentes, sendo uma etapa critica no processo cuidadosamente orquestrado de
cicatrizacdo de feridas, sendo, portanto, a reepitelizacdo parte importante desse
proce5503'22'51'53’72.

Considerando a avaliagdo da reepitelizacdo nos retalhos cutdneos na
presente pesquisa, 0s grupos de animais submetidos a administragdo da
pentoxifilina tiveram aumento na espessura do epitélio nos trés segmentos do
retalho cutaneo, sendo que, observou-se no segmento proximal, aumento a partir do
terceiro dia de administragdo do farmaco. Realizou-se a morfometria da espessura
do epitélio nos quatro grupos estudados e foram observadas influéncia e agao do
farmaco, como a migragao dos queratindcitos, e o estimulo a reepitelizagao, para se
completar o reparo tecidual dos retalhos. Houve aumento progressivo da espessura
do epitélio, a medida que o farmaco foi administrado por maior numero de dias,
sugestivo da correlagdo entre o estimulo ao reparo tecidual e administragdo do
farmaco por maior nimero de dias e maior sobrevivéncia dos retalhos nos grupos
tratados pelo farmaco. Abaixo da crosta necroética do retalho, observou-se achados
nos elementos histolégicos numero de vasos, espessura do epitélio e densidade do
colageno, com tecido de granulagdo exuberante da derme até a hipoderme,
analisados a microscopia. O aumento da espessura do epitélio foi significante no
segmento proximal quando se compararam os grupos P1 e P3. O aumento da

espessura do epitélio foi evidente e significante nos grupos P3 e P5, em todos os
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segmentos do retalho, sugerindo a acdo da pentoxifiina no reparo tecidual,
denotando relagdo entre o estimulo ao reparo tecidual a partir do aumento da
periodicidade na sua administracao.

Em pesquisa com a pentoxifilina sobre a proliferagao in vitro de fibroblastos
dérmicos normais em humanos de colageno, glicosaminoglicanas, a producdo de
fibronectina e aumento da atividade das colagenases. Os fibroblastos ensaiados
como culturas confluentes produziram quantidades subnormais de colageno,
glicosaminoglicanos (GAGs) e fibronectina de um modo dependente da
concentracédo de pentoxifilina. Em contraste, os fibroblastos expostos a pentoxifilina
elaboraram o dobro da atividade colagenase produzida por fibroblastos normais, nao
tratados. Ao contrario da inibicdo da producao de colageno e fibronectina induzida
pela pentoxifilina, que foi detectada apenas em culturas suplementadas com soro, a
pentoxifilina inibe, em grau semelhante, a produgcdo de glicosaminoglicano
constitutiva e induzida pelo soro®.

Estudo comparativo entre pentoxifilina e triancinolona, administraram-se
pentoxifilina via oral e intralesional e triancinolona via intralesional em queloides.
Sendo que, os autores obtiveram resultados clinicos semelhantes com ambos os
farmacos e sugeriram a pentoxifilina como tratamento alternativo e eficaz no
tratamento da maioria das lesdes queloidianas?”.

A anadlise da acao da pentoxifilina, in vitro, em fibroblastos oriundos de
cicatrizes hipertréficas pdés-queimadura e de pele nao cicatricial revelou que o
farmaco reduziu a proliferagao de fibroblastos, exercendo seletividade na inibicao da
sintese de colagenos, mais expressiva no tipo Il que no tipo | *°.

Na comparagao do uso da pentoxifilina, 1,0 mg/mL, via intradérmica, com a
triancinolona para o tratamento de queloide, a pentoxifilina teve resposta clinica e
morfoldgica semelhante & da triancinolona nos casos tratados com os farmacos®.

As propriedades da pentoxifilina de atuar sobre a organizagcdo e sintese do
colageno, diminuindo a matriz extracelular e, consequentemente, diminuindo a
producdo de colageno, glicosaminoglicanos, fibronectina, além de aumentar a
atividade das colagenases, foram referidas também nos trabalhos de varios

pesquisadores>0:31:32:38.:39.41

Entretanto, devido a importancia dessa opcao
terapéutica na pratica médica para o0s pacientes com cicatrizes hipertroficas e
gueloidianas, outros estudos serdo necessarios para elucidar o mecanismo de acao,

estabelecer a dose ideal e definir a via subcutanea como uma opgéo de tratamento
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com a pentoxifilina.

Na presente pesquisa, a analise morfométrica da densidade do colageno
mostrou que houve diminuicdo nos segmentos proximal, intermediario e distal dos
grupos tratados com a pentoxifilina, assim como a diminuigcdo da dosagem de TGF-
B1, na pele e no soro. Denotando acao anti-fibrogénica, sendo que, tais resultados
encontram-se em concordancia com a literatura.

Muitos dos eventos celulares associados a migracdo de queratindcitos séo
induzidos e regulados por fatores de crescimento individuais ou a combinagédo de
fatores de crescimento que estdo presentes e que tém estimulo local de moléculas
encontradas proximo a injaria®222°:34:3851-53.72

No processo de cicatrizagdo da pele ha a participacdo de varios fatores e,
entre eles, o fator crescimento do endotélio vascular (VEGF). Esse fator foi
pesquisado na pele e no soro de animais®*®’. Na presente pesquisa os niveis de
VEGF foram maiores na pele do retalho em comparagao ao soro dos animais. E em
ambos, houve significativo aumento do VEGF. Esse resultado sugere que a
pentoxifilina estimulou a molécula angiogénica e encontra-se em concordancia com
os resultados da literatura’”.

Foram relatados efeitos da pentoxifiina na dose de 25 mg/kg/dia, via
intraperitoneal, na cicatrizagcdo de defeitos 6sseos segmentares e angiogénese, em
modelo com defeitos dsseos da diafise do radio em ratos’’. Os grupos tratados com
o farmaco mostraram angiogénese mais acentuada com aumento dos niveis de
VEGF e na imunohistoquimica do CD31 com diferengas significantes entre os
grupos estudados. De acordo com os autores, a pentoxifilina parece promover a
cicatrizacdo dos defeitos segmentares d6sseos e a capacidade para melhorar a
osteogénese e a vascularizagédo do defeito local’",

No presente estudo, verificou-se aumento do nivel de VEGF, indicando
aumento da liberagdo dessa potente molécula angiogénica, quando o esquema de
administragao foi por um periodo maior no pos-operatorio. As dosagens de VEGF e
TGF-B1 corroboraram com a investigacao sobre as agdes da pentoxifiina na
vitalidade e no reparo tecidual dos retalhos cutaneos em ratos. O numero reduzido
de animais para avaliacdo dessas variaveis foi em fungcdo do escopo da pesquisa,
que focou as anadlises histolégicas dos segmentos do retalho. Os resultados das
dosagens das citocinas demonstraram, entretanto, a necessidade de ampliar a

pesquisa com maior numero de animais.
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A densidade do coldgeno e a dosagem dos niveis de TGF-87 na pele e no
soro dos animais, também, foram analisadas, com a dose de 100 mg/kg/dia de
pentoxifilina. Observou-se que a pentoxifilina atuou na liberagédo de TGF-B1 em nivel
local e sistémico. Houve reducéo significativa no nivel desse fator de crescimento na
pele dos animais tratados com pentoxifilina quando comparados o grupo P5 com o
grupo CT. A reducédo dos niveis de TGF-B1 no soro dos animais tratados foi maior
nos grupos de animais que receberam a pentoxifilina por mais dias, sugerindo o
papel anti-fibrogénico do farmaco. O tecido de granulacédo desenvolvido, nos grupos
P3 e P5 apresentaram-se com exuberéncia da vascularizagdo, com maior
organizacdo das fibras colagenas, quando comparado com os grupos CT e P1.
Estudos relataram que o farmaco tem acao de diminuicdo da sintese de colageno e
diminuicdo dos niveis de TGF-B87°%3>_ O fator de crescimento transformador beta-1
(TGF-B1), na presente pesquisa, mostrou que seus niveis foram maiores no soro em
comparacao a pele dos animais, mas tanto no soro quanto na pele houve reducédo
dos niveis dessa citocina, embora com reparo tecidual eficaz, esses resultados
encontram-se em concordancia com a literatura®3*%,

Ademais, as dosagens dos fatores de crescimento VEGF e TGF- 81 foram
realizadas em trés animais de cada grupo, no segmento proximal, uma vez que o
escopo da pesquisa foi verificar acdo da pentoxifilina nos elementos do reparo
tecidual.

Na presente pesquisa, a analise morfométrica mostrou que houve aumento do
namero de vasos nos segmentos proximal, intermediario e distal dos grupos P3 e
P5. Aumento da dosagem de VEGF, na pele e no soro, nos grupos P1, P3 e P5,
respectivamente. Demonstrando aumento da angiogénese e, por conseguinte,
aumento da vitalidade dos retalhos cutaneos dos grupos tratados com a
pentoxifilina. A morfometria da densidade do coldgeno dos retalhos cutaneos
mostrou que houve diminuicdo da deposi¢cdo desse e maior organizagao do tecido
conjuntivo, sobretudo quando a pentoxifilina foi administrada por maior nimero de
dias. As evidéncias dessas alteracdes foram encontradas a partir do terceiro dia de
administracdo em todos os segmentos dos retalhos, e a partir do primeiro dia no
segmento distal. Esses resultados estdo em conformidade com a literatura, embora
as pesquisas tenham sido elaboradas com metodologias diferentes?®:3032:3536.38
A morfometria da espessura do epitélio, do numero de vasos, densidade do

colageno, as dosagens dos niveis de VEGF e TGF-B1, bem como as analises
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morfolégicas dos segmentos do retalho acusaram agdes da pentoxifilina na
sobrevivéncia dos retalhos, com evidente acdo sobre a angiogénese nos grupos
tratados, com beneficios para vitalidade e reparo tecidual e, consequentemente,
diminui¢cdo da necrose.

Os achados podem contribuir para promover o aumento da sobrevivéncia do
retalho, com a estratégia farmacolégica de um medicamento disponivel,
administrado via subcutanea. Além dos beneficios como o custo acessivel, facil
administragao, alto indice terapéutico, resultados eficazes, viabilidade de tratamento,
mecanismo de acao conhecido quando administrado pelas vias oral e parenteral,
biodisponibilidade e efeitos protetores da necrose.

A pentoxifilina sugere que é dose-dependente, com possivel variabilidade dos
varios efeitos a partir da dose, do esquema, da via, e do periodo de
adminiStragé020,27,29,32—34,36,67—71 ]

Nao foram encontradas na literatura experiéncias comparaveis. No entanto,
os resultados mostraram que o esquema proposto, com a dose de 100mg/kg/dia,
pela via subcuténea, foi eficaz para aumentar a vitalidade e a sobrevivéncia do
retalho. Houve estimulo a angiogénese, com aumento do numero de vasos,
aumento de VEGF e a reepitelizagdo, com aumento da espessura do epitélio, fases
que integram o reparo tecidual, com consequente redugdo da necrose tecidual.
Mostrou efeito anti-fibrogénico, com diminuicdo da densidade do colageno e redugao
e TGF-B1 de retalho cutdaneo em ratos.

A relevancia dos beneficios da pentoxifilina, administrada via subcutanea, no
retalho no dorso de rato, permite inferir eficacia sobre a vitalidade, efeito protetor
sobre a necrose, estimulo a angiogénese e reducao da fibrogénese.

Certamente, ainda existem diversos caminhos para investigacdes, a fim de
elucidar e ampliar os conhecimentos sobre o farmaco e sua aplicabilidade. Os
mecanismos exatos de acdo da pentoxifilina administrada via subcutanea,
necessitam de outras pesquisas para aclarar sobre a dose, assim como, outros
testes para padronizar a dose ideal. Pesquisas com estudos comparativos da
pentoxifilina, administrada via subcutdnea, com doses diferentes e sua agdo no
reparo tecidual. Bem como, testes com o uso da pentoxifilina, administrada via
subcuténea, na dose de 100mg/kg, nas cicatrizes queloidianas.

A contribuigdo dessa pesquisa foi estabelecer que a pentoxifilina,

administrada via subcuténea, na dose de 100mg/kg, seja uma opc¢éo adequada por
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outra via de administracao do farmaco, que até o momento, foi utilizada pelas vias
parenteral e oral.

Todavia, o presente estudo mostrou que o0 uso da pentoxifilina foi uma
estratégia para diminuir a necrose no retalho cutaneo de rato e, mesmo quando
presente, propiciou a formacao de tecido de granulacdo nas camadas da derme
profunda e hipoderme. Condicdo importante para o sucesso de cobertura cutanea
em procedimentos secundarios. Diante do efeito anti-fibrogénico da pentoxifilina,
estudos com o farmaco, na dose de 100 mg/kg, esquema diversificado, pela via
subcutdnea em cicatrizes hipertroficas e queloidianas também podem ser
propostos.

A perspectiva desta pesquisa foi validar e extrapolar tais contribuicfes para a
pratica médica, da mesma maneira que, sugerir a administracdo da pentoxifilina por
via subcutanea, na dose de 100mg/kg, como estratégia terapéutica para minimizar a
necrose nos retalhos cutaneos, assim, diminuir procedimentos secundarios e 0s

custos assistenciais decorrentes da necrose do retalho.
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7 CONCLUSOES
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A pentoxifilina, administrada via subcutdnea, na dose de 100 mg/kg/dia,
aumentou a vitalidade e o reparo tecidual, nos grupos de ratos tratados por maior
namero de dias.

As ac0Oes da pentoxifilina foram caracterizadas por:

e Aumento da angiogénese e do numero de vasos, corroborada pelo aumento
de VEGF, na pele e no soro dos animais;

e Aumento da espessura do epitélio e da reepitelizacao;

e Efeito anti-fiborogénico com diminuicdo da densidade do colageno,
corroborado pela reducao de TGF-B1, na pele e no soro dos animais.
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ANEXO A — Parecer ético: CEUA - UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

__ CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 97 / 2016, relativo ao projeto intitulado “Agdo da pentoxifilina no
reparo tissular e na vitalidade dos retalhos cutdneos em ratos ”, que tem como responsavel Tarcizo
Afonso Nunes, esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 07/06/2016.
Este certificado espira-se em 07/06/2021.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 97 / 2016, related to the Project entilted “Action of pentoxifylline
in tissue repair and vitalityof cutaneous flaps in rats”, under the supervision of Tarcizo Afonso Nunes, is
in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in
Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 07/06/2016. This certificates expires in
07/06/2021.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
Belo Horizonte, 07/06/2016.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG

https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa II — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592

www.ufmg br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br

89



ANEXO B — Parecer ético: CEUA - UFJF

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n®. 036/2016 — CEUA sobre “ACAO DA PENTOXIFILINA
NO REPARO TISSULAR E NA VITALIDADE DOS RETALHOS CUTANEOS EM
RATOS?” projeto de pesquisa sob a responsabilidade de TARCIZO AFONSO NUNES com a
colaboragio de CICERO DE LIMA RENA e STEPHANIE LUZIA DA COSTA PEDRETTI
esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentag3o Animal, adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunifo realizada em 19/07/2016. Para o desenvolvimento da pesquisa
serdo utilizados 32 ratos Wistar (32 machos) de 3 meses dias de idade, conforme solicitado e
que serfio utilizados no periodo 01/11/2016 a 01/11/2018.

CERTIFICATE

We certify that the protocol no. 036/2016 — CEUA about “ACAO DA PENTOXIFILINA NO
REPARO TISSULAR E NA VITALIDADE DOS RETALHOS CUTANEOS EM RATOS”
under responsability of TARCIZO AFONSO NUNES and collaboration of CICERO DE
LIMA RENA and STEPHANIE LUZIA DA COSTA PEDRETTI is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of Animal
Experimentation (Concea) and was approved by the PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFJF
— ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in 19/07/2016. For the
development of this research 32 Wistar rats (32 males) of 3 months of age, will be delivered
as requested in the period of 01/11/2016 a 01/11/2018

Juiz de Fora, 1° de setembro de 2016

Q). C.Q.

.
Coorde‘r‘ll/dora Vice-coordenadora

CEUA CEUA
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APENDICE A — Banco de dados
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Quadro 3 — Animal/grupo, variaveis: peso/operacao; peso/eutanasia; dimensao total

retalho; dimensdao tecido necrose; dimensdao tecido viavel; observacao

_ Peso/ Peso/ Dimenséao Dime_nséo Dime_nséo N
Animal/grupo operacio cutanasia total tecido tggldo Observacéao
retalho necrose viavel
Al -P3 24/04:336 g | 04/05:3249g | 72,34 mm |26,39 mm 45,95 mm Sg + tecido
A2 — P3 24/04: 317 g | 04/05:305¢g | 70,00 mm |20,02 mm 49,98 mm Sg + tecido
A3-P1 25/04: 313 g| 05/05:299¢g | 79,21 mm | 33,27 mm 45,94 mm Sg + tecido
A4 -P1 25/04: 310 g| 08/05:295g | 74,66 mm | 32,45 mm 42,21 mm Sg + tecido
A5 — Controle | 26/04: 310 g | 08/05:314g | 74,60 mm | 34,28 mm 40,32 mm Sg + tecido
A6 — Controle | 26/04: 328 g | 08/05:336g | 76,20 mm |31,94 mm 44,26 mm Sg + tecido
A7 -P3 02/05: 324 g | 12/05:310g | 72,63 mm | 24,44 mm 48,19 mm Formol
A8 — P3 02/05: 339 g| 12/05:321g | 70,24 mm | 30,90 mm 39,24 mm Formol
A9 — P1 02/05: 352 g| 15/05:345¢g | 63,43 mm |41,62 mm 21,81 mm Formol
Al0-P1 03/05: 320 g| 15/05:310g | 64,79 mm | 25,51 mm 39,28 mm Formol
All-P1 03/05: 351 g | 15/05:347 g | 64,66 mm |23,74 mm 40,92 mm Formol
Al12 — Controle | 04/05: 334 g| 16/05:330¢g | 79,06 mm |46,04 mm 33,02 mm Formol
Al13 — Controle | 05/05: 321 g| 16/05:301g | 77,81 mm |41,36 mm 36,45 mm Formol
Al4 — Controle | 05/05: 340 g | 16/05:331g | 77,71 mm | 37,77 mm 39,94 mm Formol
Al15 - P5 08/05:318 g | 19/05:295¢g | 73,32 mm |27,13 mm 46,19 mm Sg + tecido
Al6 — P5 08/05: 328 g | 19/05:305g | 70,65 mm |21,93 mm 48,72 mm Sg + tecido
Al7 — P5 08/05: 322 g | 19/05:302g | 70,82 mm |24,75 mm 46,07 mm Sg + tecido
A18 - P3 09/05: 333 g | 22/05:330g | 76,06 mm |40,92 mm 35,14 mm Sg + tecido
A19 — P3 10/05: 321 g | 25/05:3109g | 72,29 mm |20,07 mm 52,22 mm Formol
A20 - P3 10/05: 310 g | 25/05:290¢g | 70,05 mm |20,14 mm 49,91 mm Formol
A21 - P3 10/05: 314 g | 25/05:3159g | 67,45 mm |22,15 mm 45,30 mm Formol
A22 —P1* 29/05: 310 g | 08/07:297g | 74,18 mm |24,47 mm 49,71 mm Sg + tecido
A23—-P5 | 15/05: 337 g | 26/05: 312,5 g | 65,86 mm | 21,44 mm | 44,42 mm Form‘#g HE +
A24 — P5 15/05: 315 g| 26/05:306g | 68,86 mm |23,14 mm 45,72 mm Formol
A25 - P5 15/05: 313 g | 26/05:299¢g | 67,25 mm | 23,55 mm 43,70 mm Formol
A26 — P1 21/05:328 g | 01/06:328 g | 68,79 mm |26,75 mm 42,04 mm Formol
A27 - P1 21/05: 316 g| 01/06:311g | 67,21 mm | 30,16 mm 37,05 mm Formol
A28 — P5 29/05: 316 g | 08/06: 306,5 g | 68,79 mm | 19,58 mm 49,21 mm Formol
A29 - P5 29/05: 305 g| 08/06:291g | 63,08 mm |20,37 mm 42,71 mm Formol
A30 — Controle | 29/05: 310 g | 08/06: 294 g | 76,00 mm | 31,16 mm 44,84 mm Sg + tecido
A31 — Controle | 29/05: 354 g | 08/06: 360g | 67,19 mm | 34,00 mm 33,19 mm Sg + tecido
A32 — Controle | 30/05: 360 g | 09/06:346g | 71,79 mm | 30,23 mm 41,56 mm Formol
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APENDICE B — Resultados

Andlise estatistica das variaveis: peso dia da cirurgia, peso dia da eutanasia,
dimenséo total do retalho, dimensdo do tecido com necrose, dimensao do tecido

viavel.

Quadro 4 - Variaveis peso, dimenséao total do retalho, tecido com necrose, tecido
viavel variavel, grupo, de normalidade, de teste Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk

Testes de normalidade

Variavel Grupo Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig. Statistic df Sig.
Controle 132 8 ,200 ,937 8 587
o P1 238 8 ,200° ,804 8 ,032
Pesolcirurgia P3 168 8 200" 940 8 607
P5 176 8 ,200° ,964 8 ,849
Controle ,187 8 200" 967 8 873
N P1 228 8 200 866 8 138
Pesofeutanasia P3 151 8 200" 965 8 859
P5 161 8 ,200° 973 8 924
Controle 222 8 ,200° ,880 8 ,190
Dimensao total do P1 ,182 8 ,200° ,904 8 311
retalho P3 ,186 8 200" ,939 8 ,604
P5 151 8 2007 981 8 ,968
Controle 237 8 200" ,899 8 ,285
Dimenso tecido P1 191 8 ,200° ,895 8 ,260
necrose P3 ,220 8 ,200 ,812 8 ,039
P5 128 8 200" 972 8 916
Controle ,189 8 200" 913 8 373
. i o P1 242 8 ,188 857 8 112
Dimensao tecido viavel P3 220 8 200" 903 8 307
P5 ,190 8 200" ,945 8 ,665

a. Correcao de Significancia- (Lilliefors Significance Correction)
*.Limite inferior da significancia verdadeira (Lower bound of the true significance)
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Gréfico 1 - Representacdo gréfica da macroscopia: dimenséo total do retalho, do

tecido com necrose, do tecido viavel, comparacédo entre os grupos: CT, P1, P3, P5,
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(A) Dimensao total do retalho nos grupos CT, P1, P3, P5 (B) Diferenca significante das dimens&es do
tecido com necrose entre grupo CT e P5 (C) Diferenca significante das dimensdes do tecido viavel

entre grupo CT e P3.
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Gréfico 2 - Representacdo grafica da morfometria do nimero de vasos/campo nos
segmentos: proximal, intermediario, distal do retalho cutaneo e comparacéo entre os
grupos CT, P1, P3, P5 (A-C)
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(A) Diferenca entre o grupo CT e grupos P3 e P5. (B) no segmento intermediario do retalho observa-
se a diferenca entre os grupos CT, P1, P3 e o grupo P5. (C) O segmento distal mostra diferenca entre
0s grupos CT e P5, e P1 e P5.
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Gréfico 3 - Representacdo gréfica da morfometria da espessura do epitélio nos
segmentos: proximal, intermediario, distal do retalho cutdneo e comparacao entre os
grupos CT, P1, P3, P5
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(A) Segmento proximal: diferenca significante entre CT, P3 e P5 (B) Segmento intermediario:

diferenca significante entre CT e P5 e P1 e P5 (C) Segmento distal: diferenca significante entre CT e
P5, P3 e P5.
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Gréfico 4 - Representacdo grafica da morfometria da densidade do coldgeno nos

segmentos: proximal, intermediario, distal do retalho cutdneo e comparacao entre os

grupos CT, P1, P3, P5
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(A - B) No segmento proximal e intermediério verifica-se diferenca entre os grupos CT, P3 e P5. (C)
No segmento distal, nota-se diferenca entre o grupo CT e grupos P1, P3 e P5. (D) Densidade do
coladgeno nos segmentos proximal, intermediario, distal. Os valores expressos em média, £ DP, n=8
por grupo, *p<0,01, /°Comparacio entre os grupos. Testes: ANOVA e pds-teste de Newman-Keuls
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Gréfico 5 - Representacao gréfica da dosagem de VEGF, comparacéo na pele (A) e

no soro (B) nos grupos: CT, P1, P3, P5

A B
PELE SORO
600+ — 280+
s T T
g = 2104
@ 400+ =
e . )
g Z 1404
s L
2 200+ i}
e > 704
T)
L
>
0~ . .
& ¢ P & & ¢ ¢ &

(A) Nota-se diferenca significante entre os grupos CT e P5, P1 e P5 na pele. (B) Diferenca
significante entre CT e P5 no soro dos animais. Significancia: *p<0,05, lo Comparacao entre os
grupos. Os valores expressos em média, £ DP, n=3 por grupo. Testes: ANOVA e pds-teste de

Newman-Keuls.

Gréfico 6 - Representacédo grafica da dosagem de TGF-B71, comparagdo na pele(A)

no soro(B) nos grupos: CT, P1, P3, P5
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(A — B) Denota diferenca significante entre os grupos CT e P5 na pele e no soro. Significancia:
*p<0,05. /° Comparagéo entre os grupos CT, P1, P3 e P5. Valores expressos em média = DP, n=3 por

grupo. Testes: ANOVA e pos-teste de Newman-Keuls.



Gréfico 7 - Diagrama de caixa (box-plot): peso no dia da operacéo
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Grafico 8 - Diagrama de caixa (box-plot): peso no dia da eutanasia
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Gréfico 9 - Diagrama de caixa (box-plot): dimensdo total do retalho
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Gréfico 10 - Diagrama de caixa (box-plot): dimenséo do tecido com necrose
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Gréfico 11 - Diagrama de caixa (box-plot): dimensé&o do tecido viavel

Gréfico 12 - Representacdo grafica das dimensdes total do
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