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RESUMO

Introducdo: O sildenafil pertence a uma classe relativameote mle medicamentos,
cujo mecanismo de acdo ocorre por inibicdo da fhissterase-5, que é responséavel
pela degradacédo intracelular da guanosina monaodosfizlica (GMPc). A GMPc
promove vasodilatacdo, alteracdo no perfil de des@io plaquetaria e angiogénese.
Nesse contexto, seus efeitos vasoativos podem aaimefuxo sanguineo de retalhos,
melhorando a sua viabilidad®bjetivo: 1- Avaliar a viabilidade dos retalhos cutaneos
dorsais em ratas, ap0s o uso do sildenafil pels siibdérmica ou intraperitoneal. 2-
Comparar as duas vias de administracdo do silddviéfodo: Quarenta ratas Wistar
foram submetidas a confeccdo de retalhos cutaneosaid com base cefalica e
distribuidas em quatro grupos: Estudo Subdérmiglicégédo de sildenafil subdérmico),
Controle Subdérmico (aplicagdo da solucdo salin@%0,subdérmica), Estudo
Intraperitoneal (aplicacdo de sildenafil intrapmrgal), Controle Intraperitoneal
(aplicagdo da solucdo salina 0,9% intraperitone@bte dias apOds a intervencao
cirirgica, os retalhos foram fotografados e represids graficamente, para serem
analisados com o programa de informatica AutoCAi2sTragmentos de cada retalho
foram coletados para estudo histologicResultados: Por meio da analise
macroscopica, observou-se que 0s animais do grepal& Subdérmico apresentaram
maiores areas de necrose (p=0,003) nos retalhéseng dorsais. Além disso, a analise
histologica do terco distal desses retalhos evidenpior formacdo de tecido de
granulagdo. A andlise macroscopica, o uso do sifdguela via intraperitoneal esteve
associado a uma maior contragdo tecidual (p=0,@%studo histoldgico evidenciou
menor formacdo de granulagcdo associada a polimafesres no terco distal dos

retalhos (p=0,001) e mais necrose interpondo asidade granulagdo no terco meédio



dos retalhos (p=0,011), no grupo Estudo Intrapeeiabh Conclusédo: O sildenafil, pelas

duas vias de administracdo, ndo esteve associagdn aumento da viabilidade dos
retalhos cutaneos de ratas. Comparando-se as @sadesadministracdo, o sildenafil
subdérmico esteve associado a uma pior viabiliddaie retalhos e a uma menor

contracao tecidual.

Descritores:Cicatrizacao de Feridas, Inibidores de fosfodieserRatos



ABSTRACT:

Introduction: Sildenafil citrate belongs to a relatively new ssdaof drugs which
mechanism of action occurs by the inhibition of ghiwodiesterase-5 that is responsible
for the degradation of intracellular cyclic guam@simonophosphate (cGMP). The
cGMP promotes vasodilatation, alteration on platéégranulaiton and angiogenesis. In
this context, its vasoactive effects may incredmeflaps blood flow, improving their
viability. Purposes:1- To evaluate the viability of the dorsal cutamedlaps in female
rats, using sildenafil, by the pathway subdermimtnaperitoneal. 2- To compare these
pathways.Methods: Forty females rats Wistar were submitted to a cdide of
cranially based dorsal cutaneous flaps and arramgedour groups: Subdermic study
group (application of sildenafil subdermic), Subder control group (application of
saline solution 0,09% subdermic), Intraperitoneatg group (application of sildenafil
intraperitoneal), Intraperitoneal control group fbgation of saline solution 0,09%
intraperitoneal). Seven days after the surgery, flaps were photographed and
graphically represented, in order to be analyzetl wutoCad software. Three samples
of each flap were collected for histological anal/sResults: By the macroscopic
analyses, the animals belonging to the group Sutidestudy group presented larger
areas of necrosis (p=0,003) of the dorsal flapssoAthe histological analyses of the
distal third of these flaps showed poor formatioh gpanulation tissue. By the
macroscopic analyses, its use intraperitoneal wssocgated to a better tissue
contraction (p=0,019), although there was less gmes of granulation tissue with
polymorphonuclears into the distal third of thep#a(p=0,001) and more necrosis

interposing the areas of granulation into the nadtiird of the flaps (p=0,001), in the



Intraperitoneal study groupConclusion: The sildenafil citrate, applied by the two
routes of administration, was related to a poobiitgt of the dorsal cutaneous flaps of
female rats. Comparing the two pathways of adnretisin, the sildenafil subdermic

was associated to poor flap viability and worsgsugscontraction.

Keywords: Wound healing, Phosphodiesterase Inhibitors, Rats



1- INTRODUCAO:

A confeccado de retalhos para o tratamento de peedaduais constitui um dos
procedimentos cirdrgicos de maior relevancia naohe da Cirurgia Plastica, com
referéncias nas descricbes de Sushruta (600 a@s)estudos de Celsus durante o
Classicismo Grego-Romano e no legado deixado psp&a Tagliacozzi (1545-1599)
! E compreensivel que esse procedimento tenha icaxttfo desenvolvimento técnico
e cientifico da Cirurgia Plastica de uma maneireoiestavel, uma vez que a
necessidade de se criar estratégias para proverteabde feridas esta historicamente
atrelada a antropogénese. Nesse contexto, as @smrdas teciduais decorrentes de
traumas diversos suscitaram o seu cuidado. A pdafir o estabelecimento de novas
estratégias para garantir maior viabilidade delheta impulsiona pesquisas que
objetivam ndo somente a reducdo dos efeitos deletémas a amplificacdo dos
mediadores que atuam positivamente para a cicgdiozde feridas.

Conceitualmente, um retalho cutaneo se difere deenkerto por apresentar
aporte sanguineo intrinseco. O enxerto de pelealoremte deve ser posicionado sobre
um leito vascular adequado, capaz de lhe provetent#s por meio de embebicao
plasmatica, até que uma nova rede vascular sejpedstids ®

Os retalhos cutaneos, de uma maneira mais angaanpser classificados como
axiais ou randomicos. Os retalhos axiais sao coitieados tomando-se como
referéncia, uma ou mais artérias nutridoras edpasifOs retalhos randémicos, porém,
sdo baseados em um plexo vascular subdérmico dassidd, apresentando uma
consequente limitacdo nas suas dimensdes, cugoetlo comprimento dividido pela

base deve variar entre dois a um e meio, por3urma vez que a perfusdo



microcirculatoria € dependente da proximidade dasos nutridores, os retalhos axiais
s&0 muito mais viaveis que os randdmitos

Além de estar relacionada com o aporte vasculafiglilidade dos retalhos
cutaneos depende de varios fatores, dentre os spidisstacam a auséncia de congestao
venosa e de hematoma, a pressdo de perfusdo adeguadespeito aos principios
cirirgicos®. A presenca de edema, de trombose ou de vasoesphem como a
liberacdo de radicais livres pode, durante aselitess fases da cicatrizacao, resultar em
isquemia e até necrose, particularmente nas porgdistais *. Associado a essas
caracteristicas, o formato e as dimensdes doshostdhmbém estdo relacionados a
viabilidade, principalmente no que diz respeito aetalhos randémicos, que séo
comumente utilizados nas cirurgias reconstrutaras

Historicamente, os esfor¢cos para se maximizarlaliade de retalhos cutaneos
baseiam-se no controle de fatores reversiveis, igclaem o tabagismo, o estado
nutricional do paciente, a hemostasia adequadaesenwacdo da rede anastomotica,
dentre outros principios técnicds . Entretanto, ndo foi encontrado na literatura
nenhum tratamento para o retalho com baixo fluxo pdefusdo, que seja bem

estabelecido, unanimemente aprovado e amplamegite.ac

Alguns recursos terapéuticos auxiliares foram @stgs, na tentativa de se
melhorar a sobrevida dos retalhos, tais como anantizacédd” * ® o uso intramuscular
de ketoralatd, de corticoesteroides e de carnithhaa oxigenoterapia hiperbarita™
da pentoxifilina® ¢ do buflomedil***® e até mesmo do sildenafil isoladamente,
associado ao fator de crescimento vascular do élimiobu & cola de fibrina®>%
Contudo, evidéncias clinicas tém sugerido que [@osta a esses tratamentos sistémicos

pode estar associada a efeitos colaterais, destrquais se destacam hipotenséo,



amneésia, angina, distdrbios visuais, migrania, ragtées auditivas e até mesmo
acidentes vascularés

Inibidores da fosfodiesterase, como o sildengigrtencem a uma classe
relativamente nova de medicamentos, cujas aplisagb@icas ainda nao foram
completamente exploradas pela literatura. Em ligeaiais, o sildenafil € um composto
aromatico solivel em &agua. Seu mecanismo de aca@oreo@ela inibicdo da
fosfodiesterase tipo 5, estimulando a vasodilatap&diada pela via Oxido nitrico
(NO)/guanil-ciclase (GC)/ guanosina monofostatdiaic (GMPc). O 6xido nitrico
induz vasodilatacao, inibe a agregacéo plagquetgsrmmove angiogéneé&®’.

De fato, estudos a respeito do aumento da sideegxido nitrico em feridas
sugerem que os efeitos vasoativos do sildenafiepach aumentar o fluxo sanguineo
de retalhos, melhorando a sua sobreviti€® Ademais, uma vez que as plaquetas
apresentam receptores para a fosfodiesterase tipes® medicamento poderia atuar
sobre o seu perfil de ativacdo, acelerando a iegfio?*?® Nesse contexto, seria
correto se supor que o sildenafil poderia serzatilo com o intuito de melhorar a
sobrevida de retalhos cutaneos randémicos, quaiitd@ado por via sistémica e mesmo

topica, de modo a atenuar seus efeitos colaterais.



2- OBJETIVOS:
1- Avaliar macro e microscopicamente a viabilidatke retalhos cutaneos de
rata$®® apés a utilizacdo do sildenafil pela via subdéanmiu pela via intraperitoneal.
3- Comparar as duas vias de administracdo do naifdle(subdérmica e

intraperitoneal).



3- MATERIAIS E METODO:

3.1- Animais utilizados e cuidados dispensados:

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica peimentacdo Animal
(CETEA) da Universidade Federal de Minas GeraisGiy - Protocolo 094/09.

Foram utilizados 40 ratos Wistar fémeas, adufiasando entre 2159 a 2559,
fornecidas pelo Biotério do Instituto de CiénciaolBgicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

Todos os animais passaram por um periodo de @gsgervde 15 dias, sob

temperatura, umidade e ciclo de luz ambientes claickps.

3.2- Método:

A admissdo no Laboratério de Cirurgia Experimendal Faculdade de
Medicina da UFMG, os animais foram avaliados cimente, pesados, distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos e mantidos emagadalletivas para cinco animais. A
dieta oferecida foi ragcdo comercial padrao pamsrétabina, Purina, Contagem, MG) e

aguaad libitum.



3.2.1- Delineamento experimental:
Confeccao do retalho cutaneo dorsapleeagdo do sildenafil ou da solucéo

salina, de acordo com 0s grupos aos quais perteroganimais.

Grupo Estudo Intraperitoneal (IP) (nkHplicacdo de sildenafil intraperitoneal.

Grupo Estudo Subdérmico (SD) (n=10): aplicacasildenafil subdérmico.

Grupo Controle Intraperitoneal (IP) (n=10): apii&a intraperitoneal de solucéo
salina a 0,9%.

Grupo Controle Subdérmico (SD) (n=10): aplicac@bdermica de solucdo

salina a 0,9%.

Os animais que morreram durante a pesquisa foe@ostos nos respectivos

grupos.

3.2.2- Confeccao do retalho cutéaneo dorsal:

Os animais foram anestesiados com a solucdo de/B@nde quetamina
(Ketamina Agener 10%, Agener Unido, Embu-Guacu, &3pciada a 8mg/Kg de
xilazina, (Xilasina 2%, Calmium, Agener Unido, EmBuacu, SP) pela via
intraperitoneal. ApdOs antissepsia com digluconat dorexidina 2,0% (Handex
Degermante, Laboratério Famacéutico Ltda, Brasi&) e alcool etilico a 70%
(Miyako do Brasil Ind. Com. Ldta, Guarulhos, SPyraim confeccionados retalhos
cutaneos dorsais retangulares de trés por setenetris (21 crf), com base tangencial
aos angulos inferiores das escapulas e cujo poiioncoincidia com uma linha
imaginaria interescapular equidistante do reborsked, tomando como referéncia um

molde confeccionado com filme de acetato (Figura QL retalho foi dissecado do
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paniculo carnoso e reposicionado no leito com autantinua do tipo chuleio, em
nailon monofilamentar 4,QFigura 02). O procedimento foi realizado utilizarsk
técnica asséptica, com imersdo do instrumental dmargldeido (Glutaron I,
Rioquimica, S&o José do Rio Preto, SP) durante tnimnutos.

Ao término da operacdo, administrou-se acetomimdfem solucao oral
(Tylenol, Jonshon&Jonshon, Sédo José dos Camposn&pse de 2 mg/ml na agua do

bebedouro, durante 48 hotas

Figura 01 — Fotografia do animal em decubito vénitam as patas em
extensdo. Observar a marcacdo do retalho dorsagabtla cefalicamente,
tomando-se como referéncia o ponto médio entrengsl@ds inferiores das
escapulas.
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Figura 02 — Fotografia do retalho dorsal dissechseu leito, no plano do paniculo
carnoso. Animal em decubito ventral com as patasteéiiras estendidas.

3.2.3- Administragéo do sildenafil:

Os animais do grupo Estudo SD receberam sildeeatfil solugdo aquosa
(FarmaVet, Belo Horizonte, MG), administrado por \8ubdérmica (dose de 0,5
mg/Kg), com agulha de 8 mm de comprimento e 0,3 aentalibre (Injex Industrias
Cirargicas, Ourinhos, SP), uma vez ao dia. A pnimeilose foi administrada
imediatamente ao término da operacdo e a seguBdagrds apos. O volume total da
substéancia foi fracionado e administrado em noveqgsodiferentes do retalho, seguindo
uma demarcacao previamente estabelecida a partimdenolde confeccionado com
acetato, posicionado sobre o dorso do animal (&igiB). Para administracdo do

farmaco, os animais foram sedados com solucédo emmina na dose de 40 mg/Kg
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(Ketamina Agener 10%, Agener Unido, Embu-Guacu, 89ociada xilazina na dose
de 04 mg/Kg (Xilasina 2%, Calmium, Agener Unido,itrGuacu, SP), através da via
intraperitoneal.

Os animais do grupo Estudo IP também foram sedadeseberam o sildenafil
em solucéo aquosa, na mesma posologia, porénzantilo-se a via intraperitoneal, por

meio de uma Unica puncao.

Figura 03 - Fotografia de animal em decubito véntsmb sedacdo,
evidenciando o molde confeccionado em acetato, oowe janelas (setas
amarelas) para a aplicacdo do sildenafil ou dacé8olusalina pela via
subdérmica.
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3.2.4- Administracéo da solucéo salina:

A solucéo salina a 0,9% (Isofarma Industrial Far@ogica, Fortaleza, CE) foi
administrada nos animais do grupo Controle SD parsubdérmica, no volume de
5ml/Kg, uma vez ao dia. A primeira dose foi adntiaida imediatamente ao término da
operacdo e a segunda, 48 horas apd6s. Todos oaisrforam previamente sedados
com a solucao de quetamina (Ketamina Agener 10%né&gUnido, Embu-Guacu, SP)
na dose de 40 mg/Kg, associada a 4mg/Kg de xildXitasina 2%, Calmium, Agener
Unido, Embu-Guacu, SP). O volume total da subsdéfwcifracionado e administrado
em nove pontos do retalho diferentes, de acordo demmarcacdo previamente
estabelecida, posicionando-se um molde confeccmwoath acetato sobre o dorso do
animal (Figura 03).

Os animais do grupo Controle IP receberam a mesiogao, respeitando-se a
posologia e o tempo de administracdo, bem comalac&e prévia. Entretanto, a via

utilizada nesse grupo foi intraperitoneal, por nagauma unica puncgao.

3.2.5- Eutanasia:

No sétimo dia de observacdo, os animais foram stdogea eutanasia, por
sobredose anestésica de pentobarbital sodico raddo$50mg/Kg, administrado pela
via intraperitoneal (Thiopentax, Cristélia, Itapi®P), seguindo as recomendacdes do

Comité de Etica em Experimentacdo Animal - CETEAUG.
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3.2.6- Documentacao fotografica:

Os animais foram colocados individualmente em bigclventral sobre um
suporte de isopor revestido de plastico verdeutlizada camera digital com resolucao
de 7,2 Mega Pixels Ciyber-shot DSC-W35, Sony Brasil Ltda, Manaus, AM)
posicionada por meio de tripé sobre cada animama distancia de 17 cm do suporte.
A camera foi posicionada de maneira a capturamagens dos animais a partir do
tronco, excluindo-se o segmento cefalico. O modajdste automatico sem iluminador

foi utilizado associadamente com a funcédo Macrdas os animais.

3.2.7 — Representacao grafica:

Os retalhos foram representados graficamente,izartdo-se laminas
transparentes de acetato transparentes e canatadma permanente (Figura 04). Os
desenhos foram feitos por avaliador que desconlaegige grupo pertencia cada animal.
Os critérios para a classificagcdo foram baseadasspacao e na palpacado. Os retalhos
foram delimitados de acordo com as suas caraatadsm:

1- Regido de necrose: identificada com o sinal Géracterizada por coloracéo
que variou entre tons de marrom e preto e por stémgiia cadaverica a palpacao.

2- Regido de isquemia: identificada com o sindl Gue apresentava cor
violacea e com maleabilidade palpatoéria.

3- Regido de viabilidade tecidual : identificaganco sinal “@”, com coloragéo

e textura habituais de pele murina.
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3.2.8- Analise macroscopica e calculo das areas:

As figuras foram colocadas sobre papel milimetraglo digitalizadas
(Multifuncional Hewlett-Packard Brasil, Deskjet Bl Sdo Paulo, SP), com a
resolucdo de 600 ppi. O documento digital foi thakhdo no programa AutoCAD
Release (Versdo 13.1, 1995) de maneira a se pet@erimetros de cada regidao do
retalho (necrose, isquemia e viabilidade tecidcaih cores diferentes e, a partir dai, se
calcular as respectivas areas, com até quatro desamais de aproximacao (Figura
04). Foram calculados os valores das areas desseate isquemia e de pele viavel. Os
valores absolutos das areas referem-se aqueladackils em centimetros quadrados
com o programa AutoCAD. Os valores percentuaisifsigm a porcentagem que cada
um das areas de necrose, de isquemia e de videligaidual representam em relacao
ao tamanho final do retalho.

Essa etapa do estudo foi conduzida por pesquispsodesconhecia a que grupo

pertenciam as representacdes graficas dos retaltdseos.
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Figura 04 — (I): Imagem digitalizada das laminas aeetato

transparentes, representando com o sinal “+” a®eegle necrose,
com sinal “-“ a regido de isquemia e com o sinal 48 regides de
viabilidade tecidual. (11): Imagem reproduzida dograma AutoCAD

Release, na qual as areas de cada retalho foramcpidas por cores
diferentes para representar as regides de neaos@ful), isquemia
(em vermelho) e viabilidade tecidual (em verde).
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3.2.9 - Coleta das amostras:

Foram tracadas linhas imaginarias dividindo olmetasimetricamente em trés
partes no sentido cranio-caudal e em metade deedsguerda. Na extremidade caudal
de cada uma das regides delimitadas foi coletada amostra de 0,5 cm X 0,5 cm,

margeando a borda medial da metade direita ddvae(gigura 05).

Figura 05- Esquema gréfico representado o retatiisatldo animal dividido
em trés regides no sentido cranio-caudal e osfragmentos de 0,5 X 0,5 cm
localizados na extremidade de cada uma das regi@@geando a borda direita
do retalho.
As amostras de tecido foram embebidas em formopdaado neutro a 10%
(Amphora, Belo Horizonte, MG), submetidas a desai@ com alcool, diafanizacdo
em xilol e inclusdo em parafina. Os blocos de jr@adoram cortados em micrétomos

com espessura variando de 4 a 6 micrOmetros e mmadd foram coradas com

hematoxilina e eosina.
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3.2.10 - Avaliacdo microscopica morfologica (Figués a 10):

As laminas foram estudadas por um médico patokbgjee desconhecia a que
grupo pertencia a amostra, e descritas de acordmsaeguintes critérios:

) tecido de granulacéo;

1)) necrose tecidual,

1)) presenca de polimorfonucleares (PMNSs);

IV)  associacdo de tecido de granulacéo e de necriadedkec

V) associacdo de tecido de granulacdo, necrose técideia

polimorfonucleares (PMNSs);
VI)  associacao de tecido de granulacéo e de polimartesnes (PMNS);
VIl) associacdo de tecido de necrose tecidual e dengrédinucleares

(PMNS).

Os critérios histologicos foram transformados enriavais categoricas e
analisados em relacdo a ocorréncia de granulagBa@nente, granulacdo associada a
PMNs ou granulacéo associada a necrose, respeetitapara o ter¢co proximal, médio

e distal do retalho (n=10 para cada grupo).
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Figura 06 — Fotomicrografia panoramica de cortdoligico de pele
murina incluindo as camadas: epiderme (*), dermjeg(Paniculo carnoso
(P). HE-25X.
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Figura 07 — Fotomicrografia da area de granulagdaenciando a
presenca de edema (**), vaso neoformado (A) e d@traadlo
inflamatorio (no detalhe) em fragmento de retalbesdl de animal do
grupo Controle SD. HE — 200X.
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Figura 08 — Fotomicrografia de corte histolégico e murina do grupo Controle IP
evidenciando area de granulacao (***), com a preaete edema e células inflamatérias
esparsas. HE — 100X. No detalhe superior, presdaceélulas polimorfonucleares. HE —
200X. No detalhe inferior, células polimorfonuckesiem aumento de 400X.
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Figura 09 — Fotomicrografia de corte histol6gico mde
murina do grupo Estudo IP evidenciando necrose
superficial (Nc) associadamente a presenca de asélul
polimorfonucleares (PMN), area de granulacdo (@G c
neoformacédo vascular (setas) e infiltrado inflamatHE

— 50X.
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Figura 10 — Fotomicrografia do corte histologicteaior em
maior aumento, evidenciando de necrose superf{tia)
com eosinofilia, associadamente a presenca de asélul
polimorfonucleares (PMN), area de granulacdo (*tymc
neoformacao vascular e infiltrado inflamatério. HEOOX.
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3.2.11 - Estudo estatistico:

Essa etapa do estudo foi realizada em conjunto coNtcleo de Apoio de
Bioestatistica da Faculdade de Medicina/ Unived#d&ederal de Minas Gerais. A
analise estatistica foi feita com o programa dermética SPSS verséo 13.0.

Para a comparacdo dos dados da avaliagdo macroscapiTeste de Mann-
Whitney e a Soma dos postos de Wilcoxon foramzatilos, considerando-se como
significativos os valores em modulo de Z maiores @i06; isto €, ignorando-se 0s
sinais negativos. Valores da Significancia ExatatBral menores que 0,05 (p<0,05)
indicaram que as médias dos grupos comparados figaificativamente diferentés
36'

Os dados obtidos a partir da avaliacdo histolégpcam analisados pelo Teste
Exato de Fisher ou pelo Teste Qui-quadrado de &garenforme o numero de células
com valor esperado menor do que cifitd® Considerou-se significativo o valor de

p<0,05.
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4- RESULTADOS:
4.1- Avaliacdo do uso do sildenafil subdérmico:

Imediatamente apés uso do sildenafil subdérmicayéanorte de trés animais.
Em dois animais desse mesmo grupo observou-sesange de liquido livre entre o

retalho e o plano muscular, como observado nadiddr

Figura 11 — Liquido (seta) sobre o plano de dissedp retalho dorsal
de rata que recebeu o sildenafil pela via subdén8étimo dia pos-
operatoério. Animal em decubito ventral, com as pattendidas.
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4.1.1- Avaliacdo macroscopica (Figura 12):

Em valores absolutos, as areas de necrose no dispado SD foram
significativamente maiores do que aquelas obsesvadarupo Controle SD (p=0,003),
como pode ser observado no gréafico 1. As médiasreedlianas das areas de necrose,

de isquemia e de viabilidade tecidual podem sdisakas na tabela 1.

14,00 -

12,00 4

10,00 —

Areas de necrose (valores absolutos)

8,00 —

I |
Estuclo SD Controle SD

Grupo

Gréfico 01 — Comparagdo das areas de necrose €gafdrsolutos)
entre os grupos Estudo SD e Controle SD (p=0,003).
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Tabela 01 — Medidas das areas de viabilidade takide isquemia e de necrose,
no sétimo dia ap0s a confecgdo de retalhos daxddisFarlane em ratas Wistar,

que receberam sildenafil (grupo Estudo) ou solgglima (grupo Controle) pela
via subdérmica.

Parametro Grupo Estudo Grupo Controle p
avaliado
Média + Mediana Média + Mediana
DPM (minimo — maximo) DPM (minimo — maximo)
Necrose 12,85+ 12,76 10,28 + 10,09 0,003
1,26 (10,79 — 14,72) 1,97 (7,68 — 14,23)
Isquemia 0,40 + 0,00 0,86 + 0,00 0,861
0,91 (0,00 — 2,712) 2,15 (0,00 — 6,75)
Viabilidade 2,48 + 2,50 3,72+ 3,65 0,063
1,63 (0,00 - 5,80) 2,41 (0,00 - 8,19)

Figura 12 — Fotografia de uma rata do grupo Es&idem decubito ventral.
Regido de necrose na porcgao distal do retalho ézetld, regido de isquemia
na transicdo do terco médio para o proximal (setarela) e regido de
viabilidade tecidual na porgéo proximal do retalbeta vermelha).
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Observou-se diminuicdo das areas dos retalhos kxgdceao tamanho inicial
(21 cnf) em todos os animais, independente dos gruposqaais pertenciam.
Entretanto, essa diferenca nao foi significativeeeens grupos Estudo SD e Controle

SD (Gréfico 02).

20,00 -

18,00 -

16,00 —

Areas finais

14,00 =

12,00 =

I |
Estuclo SD Controle SD

Grupo

Gréfico 02 — Comparacédo das areas finais dos ostalbrsais entre os
grupos Estudo SD e Controle SD.

Macroscopicamente, os percentuais das areas deseede viabilidade e de
iIsquemia nao apresentaram diferenca significatoraparando-se o grupo Estudo SD

com o grupo Controle SD.
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4.1.2 - Avaliacéo histologica:

A avaliacdo dos tercos proximal e médio do retattdm, houve diferenca quando
comparados os grupos Estudo SD e Controle SD exgaielbos parametros granulacao,
granulacdo associada a presenca de polimorfonasleargranulacdo associada a
necrose (Tabela 02). J4 no terco distal do retadhservou-se tendéncia a menor
presenca de tecido de granulacdo nos animais onflgth a aplicacdo subdérmica do

sildenafil ( Tabela 02, Grafico 03).

Tabela 02 — Numero absoluto de casos de granulgg@wlacdo (Gr) associada a
presenca de necrose (Nc) ou granulagdo associadgreaenca de
polimorfonucleares (PMNs) em biopsias coletadasétono dia pds-operatorio,
dos tercos proximal, médio e distal de retalhos éGFdflane apds injecdo de
sildenafil (grupo Estudo — E) ou de solucdo sajgrapo Controle — C) pela via
subdérmica.

Parametro avaliado Tergo proximal Terco médio Terco distal p
Grupo E C E C E C
Granulacédo 8 10 4 8 1* 6* *0,057
Gr/Nc 1 0 1 0 0 0
Gr/PMNs 1 0 2 2 3 4
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O Estudo

W Controle

Granulacéo Granulacéo/ Necrose Granulagéo/
Polimorfonucleares

Gréfico 03 — Casos de granulagdo, granulacdo askp@ necrose e
granulacédo associada a polimorfonucleares, no tistal de retalhos a
McFarlane, em ratas que receberam (Estudo) ou @&mtrole)
sildenafil por via subdérmica, p=0,057.

4.2- Avaliacdo do uso do sildenafil intraperitoneal

Dois animais do grupo estudo morreram apés a maraplicacdo do sildenafil
pela via intraperitoneal. Um animal desse mesmo parusofreu parada
cardiorespiratoria, sobrevivendo as manobras deimegdo (massagem bi-digital e

ventilacdo, utilizando-se um émbolo de seringardemi).
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4.2.1- Avaliacdo macroscopica (Figura 13):

Em valores absolutos, as areas de necrose, dariggeede viabilidade tecidual
nao foram significativamente diferentes entre agpgs Estudo IP e Controle IP. As
meédias e as medianas das areas de necrose, dedadsie de isquemia podem ser

analisadas na tabela 03.

Tabela 03 — Medidas das areas de viabilidade, gi¢emsia e de necrose, no
sétimo dia apds a confeccado de retalhos dorsaisFaléne em ratas Wistar, que
receberam sildenafil (grupo Estudo) ou solucaamaalgrupo Controle) pela via

intraperitoneal.
Parametro Grupo Estudo Grupo Controle p
avaliado
Média + Mediana Média + Mediana
DPM (minimo — maximo) DPM (minimo — maximo)
Necrose 8,02 + 7,85 8,99 + 8,94 0,529
3,09 (2,94 — 13,56) 3,44 (2,73 - 13,78)
Isquemia 0,79 = 0,00 1,80 £ 0,00 0,981
1,04 (0,00 - 2,51) 2,98 (0,00 - 7,66)
Viabilidade 552 + 3,74 6,86+ 5,90 0,089
4,46 (1,59 — 15,08) 2,63 (3,91 -13,35)
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Os animais do grupo Estudo IP apresentaram areass fidos retalhos
significativamente menores do que aqueles do g@marole IP (p=0,019) - Grafico

04.
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Gréfico 04 — Comparacgdo das éareas finais dos ostalbrsais entre o0s
grupos Estudo IP e Controle IP, (p=0,019).

Os percentuais das areas de necrose, de viabiligadde isquemia nao

apresentaram diferenca significativa comparando-ggupo Estudo IP com o grupo

Controle IP.
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Figura 13 — Fotografia evidenciando o aspecto nsadmico de um dos
retalhos do grupo Estudo IP no sétimo dia pos-ofweoa Extensa regido de
viabilidade tecidual (seta vermelha) com necrospatgéo distal do retalho
(seta azul).

4.2.2 - Avaliacao histoldgica:

A avaliac&o do terco proximal dos retalhos cutaneds se observou a presenca
de granulagédo associada a necrose ou de granwagsé@ciada a polimorfonucleares. A
ocorréncia de granulagéo isoladamente foi obsergadtdas as amostras avaliadas do
terco proximal dos retalhos, independente do gags quais pertenciam 0S animais.
Quando avaliado o terco médio, observou-se que upogiEstudo IP apresentou
significativamente mais granulacdo associada aosecdo que o grupo Controle IP
(p=0,011) - Gréfico 05, Tabela 04. A analise dadedistal dos retalhos evidenciou
significativamente menos granulacdo associada impdbnucleares no grupo Estudo

IP do que no Controle (p=0,001) — Gréfico 06, Talt=l.
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Tabela 04 — Numero absoluto de casos de granulgg@wlacdo (Gr) associada a
presenca de necrose (Nc) ou granulagdo associadgreaenca de
polimorfonucleares (PMNs) em biopsias coletadasétono dia pds-operatorio,
dos tercos proximal, médio e distal de retalhos éGFdflane apds injecdo de
sildenafil (grupo Estudo — E) ou de solucéo sajgrapo Controle — C) pela via
intraperitoneal.

Parametro avaliado Terco proximal Terco médio Terco distal p
Grupo E C E C E C

Granulacdo 10 10 4 6 0 0

GI/Nc 0 0 6 0 3 0 0,011

Gr/PMNs 0 0 0 1 d g" 0,001

W Estudo

O Controle

Granulagéo Granulagdo/ Necrose Granulagéo/
Polimorfonucleares

Grafico 05 — Casos de granulacédo, granulacdo assod necrose e
granulacdo associada a polimorfonucleares, no taggho de retalhos
a McFarlane, em ratas que receberam (Estudo) ou(@éntrole)
sildenafil por via intraperitoneal, p=0,011.
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Grafico 06 — Casos de granulacédo, granulacdo assod necrose e
granulagdo associada a polimorfonucleares, no tiistal de retalhos
a McFarlane, em ratas que receberam (Estudo) ou(@éntrole)
sildenafil por via intraperitoneal, p=0,001.

4.3- Comparacao entre as vias de administracadddmafil:

4.3.1- Avaliacdo macroscopica:

Em valores absolutos, o grupo que recebeu o siifigeda via SD apresentou
areas de necrose significativamente maiores d@ @uepo no qual a via intraperitoneal
foi utilizada (p=0,000) — Grafico 07, Tabela 05éAl disso, as areas de viabilidade em
valores absolutos foram significativamente meno@grupo que recebeu o sildenafil

pela via SD (p=0,038), como pode ser observadoratidd 08 e na Tabela 05.
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Areas de Necrose (valor absoluto)
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Gréfico 07 — Comparagdo das areas de necrose €gaidrsolutos)
entre os grupos Estudo SD e Estudo IP (p=0,000).
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Gréfico 08 — Comparacdo das éareas de viabilidaddores
absolutos) entre os grupos Estudo SD e Estudo=P,{R8).

Tabela 05 — Medidas das areas de viabilidade, gi¢emsia e de necrose, no
sétimo dia apds a confeccado de retalhos dorsaisFaléne em ratas Wistar, que
receberam sildenafil pela via subdérmica (grupoudtstSD) ou pela via
intraperitoneal (grupo Estudo IP).

Parametro Grupo Estudo SD Grupo Estudo IP p
avaliado
Média + Mediana Média + Mediana
DPM (minimo — méximo) DPM (minimo — méximo)
Necrose 12,85 + 12,76 8,02 + 7,85 0,000
1,26 (10,79 — 14,72) 3,09 (2,94 — 13,56)
Isquemia 0,40 + 0,00 0,79 + 0,00 0,217
0,91 (0,00 - 2,71) 1,04 (0,00 - 2,51)
Viabilidade 2,48 + 2,50 552+ 3,74 0,038
1,63 (0,00 - 5,80) 4,46 (1,59 — 15,08)

38



N&o foi observada diferenca significativa nas sufeeais dos retalhos, quando
comparados os grupos Estudo SD com Estudo IP, enmb@rupo Estudo IP tenha

apresentado tendéncia a maior contracao tecida@Jd@3) - Grafico 09.
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Gréfico 09 — Comparacgdo das areas finais dos ostalbrsais entre os
grupos Estudo SD e Estudo IP.
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Os animais que receberam o sildenafil pela via Bi@sentaram maiores areas
percentuais de necrose do que aqueles que recehena@sma substancia pela via IP

(p=0,009) — Grafico 10.
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Gréfico 10 — Comparacéo das areas de necrose €sgb@rcentuais)
entre os grupos Estudo SD e Estudo IP (p=0,009).
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Os animais que receberam o sildenafil pela via @@sentaram menores areas
percentuais de viabilidade tecidual do que aquglesreceberam essa substancia pela
via IP (p=0,007) — Grafico 11. Nao houve diferergarelacdo as areas percentuais de

isquemia entre as duas vias de administracao diengifil.
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Gréfico 11 — Comparacdo das areas de viabilidacidua (valores
percentuais) entre os grupos Estudo SD e Estufo=;007).
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4.3.2 - Avaliacéo histologica:

A avaliacéo histologica dos tercos proximal e didtaretalho ndo se observou
diferenca entre os grupos Estudo SD e Estudo IP,re&lacdo aos parametros
granulacéo, granulacdo associada a PMNs e graowuasaciada a necrose (Tabela 06).
Quando avaliado o terco médio do retalho, o grugtud® SD apresentou uma
tendéncia a maior presenca de tecido de granutssTiado a necrose do que 0 grupo

Estudo IP (p=0,057) - Gréfico 12, Tabela 06.

Tabela 06 — Numero absoluto de casos de granulgg@wlacdo (Gr) associada a
presenca de necrose (Nc) ou granulagdo associadgregenca de
polimorfonucleares (PMNs) em biopsias coletadasétono dia pds-operatorio,
dos tercos proximal, médio e distal de retalhos éGFdflane apds injecdo de
sildenafil pela via subdérmica (SD) ou pela viaaperitoneal (IP).

Parametro avaliado Terco proximal Terco meédio Terco distal p
Grupo SD IP SD IP SD IP

Granulacao 10 8 4 4 1 0

Gr/Nc 0 1 6 1 0 3 70,057

Gr/PMNs 0 1 0 2 3 0
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Grafico 12 — Casos de granulacdo, granulacdo askoch necrose e
granulacdo associada a polimorfonucleares, na pstal de retalhos a
McFarlane, em ratas que receberam sildenafil pelaswbdérmica (Estudo
SD) ou pela via intraperitoneal (Estudo IP), p=@,05
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5- DISCUSSAO:

A viabilidade de retalhos cutédneos apresenta fuedgahimportancia tanto para
cirurgias com finalidade reconstrutora, como pararocedimentos estéticos. Embora o
sucesso dessas cirurgias esteja intrinsecamentilig sua programacao adequada e a
sua execucao técnidd, varios estudos estdo sendo realizados com dvabiie avaliar
os fatores que interferem na vascularizagdo destmhos, além de propor substancias

que possam intervir positivamente na sua viabieddd' 23 3742

Definidos como a materializagdo de uma parte ddidexle, os modelos
experimentais, devem apresentar precisdo adeqoaaigrovada por meio de estudos
prévios, além de demonstrar as reais limitacesetagdo a realidade que representam
43 Apesar das semelhancas fisiolégicas entre as peléwumanos e de suiids® o
modelo de retalho cutdneo em ratos foi utilizadof@ngdo da facilidade de manuseio,
da sua adaptacado a espacos fisicos menores eigos tastos. Além disso, trata-se de
um modelo experimental cujas precisédo e limitagéderam comprovadas em estudos

anteriores? 374

Em funcéo dos seus efeitos vasoativos e de swasatdie o perfil de ativacao
plaquetaria, seria correto se supor que o sildepasisa ser indicado clinicamente para
o tratamento de retalhos cutaneos com debilidadiigienal >*%* 2 2° Ademais,
estudos em retalhos cutaneos de ratos com basal cancbboraram essa suposicéao, a
partir da utilizacado dessa substancia de manailada, ou associadamente a fatores de
crescimento, evidenciando melhora na sua viabiéidd®. Nesse contexto, o presente
estudo baseou-se na escolha de um modelo expesintentetalho randémico cujas
caracteristicas ja foram estabelecidas e nos efeisoativos e plaquetarios do

sildenafil, para avaliar a viabilidade de retalijos evoluem distalmente com isquemia.
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A utilizacdo de uma barreira de filme plasticoerpbsta entre o retalho e a
fascia muscular do dorso dos ratos, com o objaetevampedir a formacao de vasos a
partir do leito de disseccao representou uma dangdo recente ao retalho original
descrito por McFarlan& 3* 3*2 De fato, a interposicéo do filme tornou-se unurse
auxiliar para pesquisas acerca da viabilidade dtdhos cutaneos dorsais em ratos.
Entretanto, ela ndo foi utilizada nesse estudoa peto acrescentar mais um fator
interveniente. Além disso, como uma das propostssal pesquisa foi avaliar a
administracdo subdérmica do sildenafil, com a iilz@mle de se evitar seus efeitos
sistémicos, a interposicdo do aparato plasticotoraar impraticavel a aplicacdo da
substancia por essa via e, mais, interromper aageb\participacdo dos vasos do leito

de disseccédo, que poderiam contribuir para a newaitéio vascular do retalho.

O retalho de McFarlane é baseado cefalicamentdpnaico e tem 4 cm de base
por 10 cm de comprimento, tomando como referénsi@stapulas do animal>2
Conceitualmente, o retalho randémico baseado nm@abdérmico deve apresentar a
relacdo do comprimento dividido pela base entreal A Uma vez aumentada essa
proporcao, maiores sao as chances de necrose qoaatitho é dissecado do seu leito
3, O retalho original descrito por McFarlafe®*? apresenta a relacdo do comprimento
dividido pela base de 2,5. Nesse estudo, optowssdiminuir as dimensdes do retalho,
mantendo-se a proporcéo de 2,3 em fungao do tandoghanimais da amostra. Adita-
se a isso o fato de outro estudo ter utilizadoipmente alteracbes nas dimensdes do
retalho original, mantendo a relacdo do comprimepéta base e obtendo bons
resultados com a associacdo de sildenafil & coléibdea *°. Além disso, existem
variacdes de até 11% no comprimento desse retalaejonadas a posicdo do animal,
uma vez que a cintura escapular ndo pode ser evadal uma referéncia fixa, sendo a

sua posicéo variavel de acordo com a extensaorawadtexao total do troncd.
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O posicionamento da base desse retalho caudalmiémiea a sua viabilidade,
tornando-o conceitualmente um retalho axial, uma gee seus vasos nutridores
penetram na pele do rato a um centimetro cefalictarsa juncéo da coluna vertebral
fixa com a cauda mével. Cada pediculo vascularedealho caudalmente baseado se
estende até um centimetro no sentido latero-mediatapaz de prover a vascularizacao
de um retalho medindo até 60% da distancia entoea de insercdo da cauda até a
segunda vértebra toracica do anifffal” *® Nesse contexto, apesar dos bons resultados
obtidos, os estudos prévios a respeito da utilzagé@ sildenafil em ratos foram

realizados em retalhos dorsais caudalmente baseagosanto, axiai§ >

O sildenafil inibe seletivamente a fosfodiesterdg®m 5, resultando em
vasodilatacdo, elevacao do fluxo sanguineo e daeaple oxigénio. Os efeitos dessa
substancia ndo se limitam a erecdo mediada pelaoviéxido nitrico, mas também
incidem sobre diferentes 6rgaos e tecidos, dergrquais se destacam o0 coragcao, 0S
pulmdes e até o cérebfd > 2" *>Um dos efeitos sistémicos esperados para essa
substancia, a vasodilatacdo reflexa, provavelmesteve associada a morte de trés
animais do grupo Estudo SD, de dois animais doayftigtudo IP e a uma parada
cardiorespiratoria responsiva a manobras de regémn@o grupo Estudo IP. Esse efeito
sistémico pode ter sido potencializado pelo mededm utilizado para promover

sedacdo e analgesia nos animais (Xilasina®2%)

Hart e cols observaram uma diminuicdo das areasedese e de isquemia
associada ao uso intraperitoneal de 9 mg/Kg derslfiil em replicacdes diarias, mais
pronunciadamente no primeiro e terceiro, do quegato e sétimo dias pos
operatérios?®. Ayyildiz e cols utilizaram doses diarias de 1/kKw da substancia
diariamente pela via oral ou a dose diaria de O¢gKm aplicada em uma bolsa

subdérmica do retalho, obtendo melhora na cicgfizaos retalhos murinos, avaliados
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no sétimo dia p6s operatértd Sarifakioglu e cols também utilizaram o sildermdih
doses orais diarias de 3mg/kg, de 10 mg/kg, ouOdm@kg com bons resultados em
relacdo a viabilidade de retalhos cutaneos dodeaimse caudal em ratds Tsai e cols
utilizaram o sildenafil intraperitoneal na dose H#mg/Kg/dia, associado ou ndo ao
fator de crescimento de endotélio vascular pelasutadérmica, obtendo reducédo das
areas sem vascularizacdo no grupo que recebeu someildenafil’’. Ulusoy e cols
também obtiveram bons resultados com a aplicacgwatdde 10 mg de sildenafil
associado & cola de fibrifd Como se percebe, os estudos prévios néo foranimes
quanto ao estabelecimento das dosagens do sildenakcolha da dose de 0,5 mg/Kg
inicialmente foi baseada nos estudos de Ayyild@oks, que também utilizaram a via
subdérmica® e néo foi aumentada em funcéo da resposta sistémeculminou com a

morte de cinco animais.

Apesar de Tsai e cols terem aplicado o sildenadia pvia intraperitoneal
diariamente, 0 uso subdérmico do fator de cresdwném realizado uma Unica vez,
logo apos a confeccéo do retafffo Por outro lado, Ayyildiz e cols relataram o uso
diario do sildenafil pela via subdérmica, embora déscrevessem o tipo de contenséo
que foi necessaria para esses anirtfai©bviamente, para se administrar o sildenafil
pelas vias oral e intraperitoneal, ndo € necesséAna sedacdo prévia. Entretanto,
observou-se na prética dificuldades técnicas m@mbacias a resisténcia tecidual e a
movimentacdo do animal, para a administracdo dat&ouda utilizando-se a via
subdérmica, o0 que tornou necessaria a contensdaoocaso de medicamento. Em
funcdo dos efeitos simpaticoliticos da xilasinatoagse por n&o utilizar o sildenafil
diariamente, sob risco potencializar a vasodilategigtémica causando morte de mais

animais do estudd.
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Por outro lado, a opcéo pela via subdérmica estdaeionada a possibilidade
de se diminuir os efeitos sistémicos do farmaco s@e observados quando ele é
administrado pelas vias oral ou intraperitorféei® o que contraditoriamente ndo pdde
ser prevenido, uma vez que trés animais do grupad&sSD sofreram parada

cardiorespiratorimao responsiva as manobras de reanimacao.

Para a avaliacdo das areas de necrose, de isqaateiaiabilidade tecidual, o
método de representacao grafica com analise par deeprograma de informatica tem

& 23, 38, 40, 41, 47, 4

sido descrito com frequénct *embora a técnica de Imagem Espectral

P 2242 3 andlise de fotografias digitais por meio de

de Polarizacdo Ortogond
programas especificd® ** e a avaliacdo de cortes histoldgic¢ds?> > 4> “4ambém
possam ser utilizadas. Nesse estudo, optou-secplolo das areas com o programa
AutoCAD, por se tratar de um método exato, de baxsto e examinador
independente, além de ja ter sido descrito podestprévios® 2 A coleta de amostras
teciduais para a avaliacao histologica foi feitandmneira semelhante aquelas realizadas
em estudos anteriores, obtendo-se trés fragmem®seadalhos de regides distintas:

proximal, média e distaf 4> ¢

Macroscopicamente, o sildenafil aplicado pela vbdermica esteve associado
a maiores valores absolutos das areas de necmdeadizendo o que fora observado
em um estudo prévid’. Entretanto, Ayyildiz e cols avaliaram o uso t@pidessa
substancia aplicada em um Unico ponto nos retaledmse caudal, cujo aporte vascular
é dado pelas artérias circunflexas iliacas profsfii4®> Considerando-se que retalhos
axiais apresentam uma maior presséo de perfusdolaeb seria coerente se supor que
o sildenafil apresentasse concentracdes séridafagatias na suas extremidades distais,
estimulando a neoformacao vascular e a viabilidadelual desses retalhos. Por outro

lado, apesar de, no presente estudo, o sildendddésmico ter sido administrado em
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diferentes pontos do retalho, garantindo uma diggéo mais uniforme dessa
substéancia, o seu efeito pode ter sido prejudigmi debilidade de uma rede vascular
capaz de manter uma concentracdo do principio atwstante durante as etapas da
cicatrizacdo, além de viabilizar o aporte de meatesl intervenientes ao processo de
reparo. Essa suposicado pode ser corroborada peidoesealizado por Ulusoy e cols,
que evidenciou menores areas de necrose nos ietalm@dmicos de ratos tratados com
a associacdo de sildenafil e cola de fibrfia provavelmente decorrente da sua
capacidade de manter constantes as concentracoesndipio ativo do farmaco no
local do dano tecidual, além de permitir a difudé@datores da cicatrizacéo e de células,

por meio da rede de fibrina.

Ademais, o sildenafil administrado pela via intnédjo@eal ndo promoveu
aumento das areas de viabilidade tecidual, nenndigéo das areas de necrose, como
era esperado em funcéo da sua capacidade de invdspidilatacdo, inibir a agregacao
plaguetaria e promover a angiogénese, contradizeadaue fora observado
anteriormente para seu uso sisténifcd. Por outro lado, Hart e cols avaliaram retalhos
cutaneos dorsais de ratos tratados com sildergléil \pa intraperitoneal, comparando-
0S com 0 grupo que recebeu somente o veiculo dedbl, pela mesma via, e com o
grupo no qual néo foi administrada nenhuma subista@s achados obtidos por meio
da andlise de Imagem Espectral de Polarizacdo @rébgvidenciaram menores areas
de necrose nos animais que receberam o sildenafihtervalo do 1° ao 3° dias poés-
operatdrios. No entanto, as areas de necrose feeamlhantes entre todos o0s grupos,
no periodo entre 0 5° e o 7° dias de observacé@mhmrando os resultados do presente

estudd®.
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A contracdo cicatricial € um processo fisiologgeee resulta no fechamento da
ferida pela reducdo de sua superficie de exposkEsse processo de reparo acelera o
tempo de cicatrizagcdo, quando comparado com a asudur com a epitelizacao
isoladamente. Além disso, a cicatriz resultante énon Em ratos, a presenca do
paniculo carnoso facilita a mobilidade da pele anseqientemente a contracdo da
ferida®3. A andlise das areas totais dos retalhos evidergpie para todos os animais,
independente dos grupos aos quais pertenciam, lemnteacdo da ferida. Porém, ela
foi mais eficaz nos animais que receberam o sifigmela via intraperitoneal do que
naqueles do grupo controle. Como os estudos adareebilidade de retalhos cutaneos
de ratos tratados com sildenafil encontrados eeaatiira ndo avaliavam essa variavel,
investigacdes futuras serdo necessarias para les@bee o0 uso sistémico dessa
substancia poderia alterar a expressao oectina e de microfilamentos pelos
fibroblastos em seu citoplasma, favorecendo a agétr cicatricial®> Por outro lado,
a ocorréncia de areas finais no grupo Estudo Srewmido que no grupo Estudo IP,
pode ter sido associada ao uso tépico do sildemraBultando no aumento local da
osmolaridade e/ou na precipitacdo do composto goinmterpondo o plano entre o
retalho e o seu leito vascular. Esses dois fatasspciados a baixas tensdes de
oxigénio, podem ter prejudicado o amadurecimemotfpico dos fibroblastos, inibindo

a contracgao tecidual.

A avaliacdo microscopica dos tercos distais doslhe$ evidenciou uma
tendéncia a menor presenca de granulacdo nos anibpa receberam a solucéo
sildenafil pela via subdérmica, quando comparadosoatrole. Essa tendéncia clinica
provavelmente ndo apresentou correspondénciastistatiem funcdo do tamanho da

amostra.
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Também nos tercos distais dos retalhos, o us@aritaneal do sildenafil esteve
associado a menor formacéao de tecido de granufsgaoeado por polimorfonucleares,
quando comparado ao controle. Supde-se que a peesd® polimorfonucleares
interpostos a granulacao esteja relacionada conmagontaminacao, cujo significado
clinico seja, de fato, a diminuicdo da viabilidattes retalhos tratados com o sildenafil

pela via intraperitoneal.

Acredita-se que a analise histolégica do tercoallidbs retalhos apresente
maior importancia clinica do que o estudo dos temeédio e proximal, uma vez que as
amostras das porcoes distais representam os feo8rfisiolégicos esperados para um
retalho com debilidade perfusiorfi*2 Entretanto, dependendo do grau de diminuicéo
do aporte sanguineo, alteracdes teciduais podenolsa@rvadas ndo somente nas
porcdes distais dos retalhos, atingindo inclusiveea terco médio. Mesmo sem
correlagdo com a avaliacdo macroscopica, a preskngacrose interpondo a formacgéao
de tecido de granulacao, significativamente maigifente no terco médio dos retalhos
dos animais que receberam o sildenafil pela viaperitoneal, pode ter sido causada
pela diminuicdo da pressao de perfusdo, decorgentessociacdo do agente anestésico
utilizado com o sildenafif’>. Talvez, essas alteragdes ndo tenham sido detscéad
macroscopia, em funcdo de terem ocorrido no nival wmhicrocirculacéo,
comprometendo as fistulas artério-venosas que euona dermé. Da mesma forma,
era de se esperar que nao fossem observadas déerentre os grupos, a analise do
terco proximal dos retalhos, independente da viadieinistragdo e/ou das substancias
utilizadas, a ndo ser que a resposta sistémicanidoahfosse intensa o bastante para
comprometer o aporte sangiineo na base dos retalnogue fosse utilizado um
modelo experimental para debilidade cicatriciamom uso de nicotina, de radiagéo ou

do diabetes induzido.
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N&o estd bem estabelecido pela literatura se ¢thoeta McFarlane em sua
porcao distal se comporta como um enxerto e, pori@resenta as mesmas demandas
metabolicas para sua manutencdo, dentre as quaislsem a presenca de um leito
vascular adequado subjacente, a nutricdo iniciakptbebicéo plasmatica e a posterior
inosculacdo vasculdf. O que pdde ser observado nesse estudo, é qugnalistal do
retalho apresentou, a analise histologica, resp@siasildenafil bem parecidas ou ainda

mais intensas do que os resultados observadosrasoapia.

Comparando os grupos Estudo SD e Estudo IP, ohsse/ogue 0 uso
subdérmico do sildenafil esteve associado a ma#resss de necrose e a menores areas
de viabilidade, em valores absolutos e percent&iapesar de nédo terem apresentado
diferencas histolégicas nos tercos distal e prokimanstatou-se a presenca de mais
necrose interpondo as areas de granulacéo norntergim dos retalhos que receberam o
sildenafil pela via subdérmica. Pode-se supor gsa aterferéncia na formacéao de um
tecido de granulacdo mais exuberante possa ter cgideada pela precipitacdo do
principio ativo sobre o leito vascular, impedind@porte de células e a difusdo de
mediadores da cicatrizacdo. Além disso, questiensesa interposicao do sildenafil no
plano de disseccdo do retalho, correlacionada reempicamente com a presenca de
exsudato em dois animais do grupo Estudo SD, pgessantribuido para a formacao
de um ambiente hiperosmotico, resultando em sadiagda do meio intracelular com

consequente citdlise.
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Uma vez que o uso do sildenafil pela via subdérmesaltou em maiores areas
de necrose, a analise macroscopica, e em menoadéorde tecido de granulacéo no
terco distal, outros estudos poderiam ratificaa ggecipitacdo do principio ativo seria
responsavel por uma piora da viabilidade dessathost ou se esses resultados teriam
sido uma consequéncia dos seus efeitos intracetulSugere-se, ainda, a necessidade
de novas pesquisas que avaliem a associacao e@oafildcom uma substancia de uso
topico, com o objetivo de se criar uma rede paaparte de células e de mediadores da

cicatrizacdo, como a cola de fibrina utilizada parsoy e colg>,

As alteracOes histolégicas relacionadas ao usapetitoneal do sildenafil
sugerem gue o farmaco tenha sido associado a wneepposta tecidual, interferindo
negativamente para a viabilidade dos retalhos.oBto lado, outros estudos deverao
ser conduzidos para avaliar se elas ndo foramtaeses da associacdo do sildenafil
com um agente anestésico cujas propriedades vaisaititas sistémicas possam ter
contribuido para uma piora do aporte sanglineovedralas artérias perfurantes
cutaneas® Além disso, é possivel que os resultados de wal@gdo mais precoce dos
retalhos pudesse evidenciar uma resposta posélgaionada ao uso do sildenafil, de
modo semelhante ao que fora observado por HatsekEsses autores constataram que,
por volta do terceiro de dia de observacdo, oshatacutaneos apresentavam-se mais
viadveis do que no periodo entre o quinto e o sétiimopds-operatoriod’, sugerindo
que o sildenafil intraperitoneal possa atuar ifmcente na inducdo de vasodilatacido
arterial e permitir um consequente afluxo de céltade mediadores. E provavel,
contudo, que esse mecanismo néo se perpetue mgsfifagis da cicatrizacdo, o que

poderia ser contornado com a associagao do farentatores de crescimento.
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Finalmente, a necrose tecidual causada por alesag8quémicas da
vascularizacéo de retalhos ainda representa unfia@saa a Cirurgia Plastica. Dessa
forma, o desenvolvimento de outras terapias comjetivo de melhorar a viabilidade

desses retalhos deve ser contemplado por estutiossu
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6- CONCLUSOES:

O uso do sildenafil pela via subdérmica estevec®do a uma pior viabilidade
dos retalhos cutéaneos dorsais de ratas. Emboldenaiil pela via intraperitoneal tenha
promovido maior contracéo tecidual, o seu uso ndoeeatou a viabilidade dos retalhos

cutaneos dorsais.

Comparando-se as duas vias de administracdo denafil, o seu uso
subdérmico esteve associado a uma pior viabiliecidual e a uma menor contracéo

tecidual.
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7- PERSPECTIVAS FUTURAS:

Os resultados desse estudo podem ser Uteis paaa pesquisas a respeito do
uso sildenafil, com a finalidade de estimular at@g@o tecidual. Aléem disso, estudos
Sa0 necessarios, para estabelecer se existe uowEagds entre 0 uso sistémico do
sildenafil e a expresséo de-actina e de microfilamentos pelos fibroblastos. ®dro
lado, esse estudo forneceu dados uteis no deseaneolw de uma linha de pesquisa

focada em uma intervencao terapéutica para ofostal McFarlar@.
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9- ANEXO:
9.1 - Revisao da literatura:
9.1.1 - Mecanismos envolvidos no reparo tecidual:

Os mecanismos envolvidos no complexo mecanismoefdara tecidual sao
amplos e ainda suscitam pesquisas. Fundamentalmedate englobam trés fases: a
inflamacéo, a proliferacéo celular e a remodelaPaoa cada uma dessas etapas, uma

série de mediadores quimicos e de fatores de oresth esta relacionada

Danos teciduais, de natureza quimica, fisica olodgiica, sdo considerados 0s
precursores para a liberacdo de substancias queajltena analise irdo sinalizar a
resposta tissular, seja por meio do recrutamento namliadores pré-formados
(provenientes de mastoécitos, de basofilos, de ptague de células pré-sinapticas), ou
sintetizados apos o estimulo desencadeante (coonogxgmplo, o fator ativador de
plaguetas). Essas substancias, associadas a @terap microambiente (como a
presenca de radicias livres, de acidez e de béexeades de oxigénio) sdo, em etapa
posterior, responsaveis pela liberacdo de eicodasgcitocinas, fatores de crescimento
e neuropeptideos, bem como pelo estimulo para lalséndoteliais apresentarem

proteinas de ades&d

A cicatrizacdo ndo ocorre em etapas estanquesmpa@@ processos que se
sobrepdem, alternando reacdes anabdlicas e cahdjue tém os leucdcitos como os

principais maestro¥.
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Imediatamente apos a lesdo, ocorre uma vasoc@ustransitoria associada, em
linhas gerais, a formacdo de um trombo rico em ydtas, que tampona a lesdo
endotelial. Posteriormente, esse trombo € infitira€ela fibrina (formada pela conversao
da trombina, sob acéo do fibrinogénio) e por ecito$, constituindo ndo somente uma
barreira fisica para limitar a perda de célulasutatorias, mas principalmente uma

matriz proviséria, que provém base para a iniciaigfiprocesso de deposicao celdfar

As plagquetas presentes no trombo se degranulaeratido na ferida varios
fatores da inflamacdo, dentre os quais se destawafator Transformador de
Crescimento, o Fator de Crescimento Derivado dguelas, o Peptideo Il Ativador de
Quimiocinas do Tecido Conjuntivo, além de proteir@sno o fibrinogénio, a
tromboplastina e a fibronectina. Essas substarséiasresponsaveis pelo aumento da
populacao celular, da qual os neutroéfilos constiteerca de 50% das células, apos 24

horas de ocorrido a lesdo tecidtraP®

Durante a fase inflamatoria, o gradiente de migragglular é retroalimentado
positivamente, uma vez que a liberacdo de subskrguimiotaticas pelas células
constitui um forte estimulo para o aumento de WBélds, mondcitos e fibroblastos. A
fase inflamatdria dura cerca de trés dias e, nasepas 24 a 48 horas apos a lesdo ha
um grande afluxo de neutréfilos para a ferida, setpise de um aporte maior de

macréfagos durante os dois a trés dias seguiht8s>®

O papel dos neutrdfilos na ferida é a fagocitosenagoorganismos. Por outro
lado, os macréfagos tém um papel critico no repecimual e, além de auxiliarem os
neutrofilos na fagocitose, sdo responsaveis pel@saptacdo dos peptideos do
complexo maior de histocompatibilidade ao sistemanie. Além disso, os macréfagos
produzem e exportam mediadores lipidicos (eicosi@syi mediadores peptidicos

(citocinas e fatores de crescimento), fatores dgywacao, fracdbes do complemento,
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colagenases e matriz de metaloproteases. Sob acagfunta de macrofagos, de
derivados de mondcitos e de mediadores quimicoglpsrliberados, intensifica-se a

migrac&o de fibroblastos das bordas da fetffdd

Consequentemente, a matriz extracelular, que Imerte era formada por
proteinas derivadas do plasma e das plaquetas pass secretada por células tipicas
da fibroplasia, como os macrofagos e os fibrobtassabstancias como a fibronectina,
cuja funcdo € a fixacdo dos fibroblastos, e o adiklurdénico, que aumenta a
resisténcia do tecido a compressdo, em funcdo defmte ligacdo com a agua,
predominam na matriz durante as fases iniciaiseparp. Entretanto, a medida que a
maturacao cicatricial ocorre, ha diminuicdo naesieatde acido hialurénico e aumento
da concentracdo de acido hialurénico e de glicasagiicanas sulfatadas, constituindo
um microambiente favoravel para a fixacdo celularcenseqientemente, a sua
diferenciacao para fenotipos mais maduros. Assaniadte ocorre aumento da sintese
de colageno, que substitui a proteoglicana e arfdxtina, até se tornar o principal

componente da matriz extracelul&r? >

A formacdo das fibras colagenas esta intimament@aciopada ao
amadurecimento fenotipico dos fibroblastos e éuamitiada por alteracbes no
microambiente de oxigénio. Se no inicio do procesasbaixa tensdo de oxigénio
estimula a migracao celular, a sintese de fatoeesrélscimento e a angiogénese; na
fibroplasia, altas tensfes sdo necessérias paidraitacdo da prolina e da lisina do
coldgeno. Concomitantemente, em funcdo do seu aewohento fenotipico, os
fibroblastos passam a apresentar caracteristicasofiais semelhantes aos musculos

lisos, participando do mecanismo de contracaoetidat>> >’
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A migracao de células epiteliais se inicia a paitifenémeno conhecido como
perda da “inibicdo por contato”. Uma vez estabdkea@ leséo, células com potencial
mitdtico em laténcia, situadas na camada basalpdberene, iniciam o processo de
divisdo celular e migram a partir dos bordos dad&rEsse processo de migracao é

estimulado pela presenca de uma superficie Gminigenada® >

O processo de remodelacdo da ferida se caracigoiza&tapas sucessivas de
sintese, degradacdo e orientacdo das fibras celsg&e, inicialmente, as fibras de
colageno sédo dispostas de maneira aleatéria, apg8ocada colagenase, sua disposicao
obedece ao sentido do tecido conjuntivo adjacdnteando-se mais resistentes em
funcdo do estabelecimento de ligagcbes covalen@ssuversais. A partir dai, em
condicOes fisiologicas, essas fibras colagenaemsofiepetidos processos de sintese,
lise, redirecionamento e de restabelecimento dms;des covalentes, resultando na

formacao de uma cicatriz cada vez mais regdia¥ >°

9.1.2 - Mediadores intervenientes no reparo:

Uma grande variedade de mediadores incrementa eanmsmos de reparo

tecidual, evidenciado uma relagéo de interdepena@ntre as etapas da cicatrizatio

54,58, 59

Durante a fase inflamatdria, a Interleucina-Intarleucina-6, a Interleucina-10,
o Fator de Necrose Teciduglo Fator de Transformacéo de Crescim@ai®@ Fator de
Crescimento derivado de Plaquetas, dentre outrodiadmes, atuam sobre os
receptores de células endoteliais, induzindo aesénde Oxido nitrico (NO) e de
substancias quimioatraentes, além de estimulap@esséo de moléculas de adesao para

neutroéfilos. A expressao dessas moléculas é caasige® fator mais importante para a
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migracdo leucocitaria, uma vez que, mesmo existimgo gradiente de mediadores
quimicos, se elas ndo forem expressas pelo ermotélo ocorrera o0 aporte dessas

células para o exterior do vaso>>

O Fator de Transformacdo de Crescimghtalém de atuar na quimiotaxia de
neutréfilos, macréfagos e fibroblastos, exerce apéoseu mecanismo de retro-
alimentacéo positiva, uma vez que esse peptidaw iada propria sintese a partir de
varios tipos celulare¥” ®© A Interleucina-6 também apresenta acéo sobrégeagéo
de neutréfilos e, em fases mais tardias, na indoéfica sobre os queratincitds®
A Interleucina-10 tem funcdo atenuadora e limitadoa inflamacéo, inibindo a
migracdo de neutrofilos e de macréfagos a feritbam ale regular a diferenciacdo de

células imunolégicas, de queratindcitos e de célefaloteliais®.

No final da fase inflamatéria, as células endotlipassam a expressar
sinalizadores para a transmigracdo de mondcitos, dgi maneira semelhante aos
neutroéfilos, atravessam 0s vasos e se depositamtersticio, assumindo o fenétipo de
macrofagos derivados de mondcitos. Dentre os sadidres que atuam nessa etapa,
citam-se o Fator de Transformacao do CrescimgntoFator de Crescimento derivado

de Plaquetas e o Fator de Necrose Tumor#l >* %

A fibroplasia é caracterizada pela formacéo de egidd de granulacéo frouxo,
rico em colageno tipo | e tipo Il, &cido hialurémjdibronectina e fibroblastos. Esses
altimos recebem estimulo mitogénico e quimioatraeld Fator de Transformacdo do

Crescimentd, quetambém exerce papel sobre a angiogéfiese>’
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Muitos dos mediadores que atuam na fibroplasiaseptam também atividade
angiogénica. Dentre eles, destaca-se a Proteinairhidatraente de Mondcitos, que
exerce papel fundamental na cicatrizacdo, o FatorCdescimento de Endotélio

Vascular e os Fatores de Crescimento de Fibrolsl2std

Caracteristicamente, varios sdo os mediadores gugipam da epitelizacéo,
tais como a Interleucina-8, o Fator de Crescimel@oEndotélio Vascular, o Fator
Estimulador de Colbnias de Macréfagos e de Graitakoo Fator de Crescimento de

Queratindcitos e o Fator de Necrose Tumardl >

Dessa maneira, de um modo abrangente, a acao dbadmes intervenientes
no complexo processo de reparo ainda é um asswtalesperta novas pesquisas.
Dependendo de cada etapa, a resposta a essasnesiagstpodera estimular ou
prejudicar a evolucdo da cicatriz, sendo necessdmggiante qualquer intervencao, a

anélise cronoldgica e fisiolégica do mecanismoegpero®> > %8 %9

9.1.3 - Cobertura tecidual de feridas — um dedafitrico:

A cobertura tecidual, realizada com o uso de hetalou de enxertos, ainda
representa um desafio para os cirurgides. A escdihdatica cirargica adequada
depende de fatores como a extensado da feridast&mesia de area doadora adequada e a
presenca de nervos, vasos e tenddes a serem paEserilesse contexto, a viabilidade
dos retalhos é o fator primordial no planejamentdrgico, principalmente quando se

torna necessaria a confeccao de retalhos randéfrcos
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Muitas condi¢cdes podem influenciar a viabilidadgdeal, incluindo a auséncia
de fluxo sanguineo arterial, a congestdo venogaresenca de edema cronico e a
formacdo de hematoma. Ademais, a necrose completaarcial dos retalhos pode
resultar na formacéo de feridas crbnicas, inst&v@ite mesmo em ulceras de Marjolin,

além de contratura com conseqiiente limitacéo dalinede articular® °% >

Alteracdes fisiopatologicas desencadeadas pelindigdo do aporte vascular
podem comprometer a perfusdo tecidual, de modoage&s de isquemia podem se

tornar completamente avasculares e necréticas néasbaja uma intervencéd.

Vérios tratamentos foram testados com o objetean@lhorar a sobrevida de
retalhos cuténeos, incluindo o uso de substan@asdiatadoras e anti-inflamatorias,
de oxigenioterapia hiperbarica, de autonomizac&vigre de fatores de crescimento

isolados ou associados ao silderfatf 141 1922

Duas caracteristicas especificas do sildenafilrengeue essa substancia possa
aumentar a viabilidade de retalhos. Inicialmentesildenafil parece diminuir a
agregacao plaquetaria, sem interferir na sua delgrgéo, e conseqientemente diminuir
a trombogénese. Por outro lado, esse farmaco apaeséeito especifico sobre as

células musculares lisas vasculares, provocandudifasdo pela via da GMPg 2° 27

64
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9.1.4 - Sildenafil — recurso ancilar para a cieaitfo de feridas?

O sildenafil € um inibidor especifico da fosfodezase tipo 5. A inibicdo dessa
enzima provoca aumento dos niveis de guanosina fosfato ciclica nas células
musculares lisas vasculares, resultando em vataghla mediada pelo 6xido nitrico,
elevacdo do fluxo sanguineo e do aporte de oxigédi@xido nitrico influencia o
reparo tecidual em varios estagios, incluindo aicg@émese, a fase inflamatéria, a
proliferacdo celular, a deposicdo da matriz e aodaiacdo, além de atuar na
proliferacdo e migracéo epitelid?®

A guanosina monofosfato ciclica atua também nalagg§a dos canais ibnicos
celulares e no controle da apoptose celular. I€sor@ porgue a concentracdo intra
celular de oxido nitrico, assim como de outras tulgsas responsaveis pela
homeostase tissular, ndo podem apresentar graadesdes. Niveis de Oxido nitrico
insuficientes causam debilidade de cicatrizacaguanto, em grande quantidade, o
oxido nitrico passa a comandar mecanismos de agomieular, a exemplo dos que
ocorrem no infarto do miocéardio, no acidente vemcukrebral e em outras condicdes
isquémicas associadas ao aporte de radicais ligoesp nas feridas crbnicas. Altas
concentracdes de oxido nitrico apresentam tambémlagdo com o choque toxico e
com o aumento dos niveis do Fator de Necrose Taldtd”

O conceito de que “6xido nitrico seja uma moléaitalizadora do sistema
cardiovascular”, que rendeu ao Dr. Robert F. Fuwtthg Prémio Nobel de Fisiologia e
Medicina, pode ser considerado a pedra angular gdaamulacdo do sildenafil. Os
conceitos de Furchott permitiram o estabelecimelo® mecanismos de acéo intra e
intercelulares do 6xido nitrico, de sua atuacanewaotransmissao, além de seus efeitos
como mediador inflamatéri®>. Nesse contexto, fArmacos que aumentam o aporte

tecidual de o6xido nitrico podem ser utilizados pardratamento da hipertenséo
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pulmonar, provocando vasodilatacdo e prevenindemrendcédo de trombos, como
também, no controle de pacientes com acometimesuologico, incluindo o Mal de
Alzheimer, a Doenca de Parkinson e o acidente lascerebraf® 2° 2729495165

O aporte de oxido nitrico esta diminuido em condaties como o diabetes, a
desnutricdo e em pacientes usuarios de corticoestsr — condicbes normalmente
associadas a dificuldade de cicatrizacdo. Nessaligéies, a debilidade na formacgéo de
um novo tecido esta associada a diminuicdo do omittaco nos fluidos corporais, o

que resulta em dltima instancia, na deficiéncia foanacdo do colageno e na

remodelacao tecidual % %
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