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RESUMO

Os ferimentos na pele tém alta prevaléncia em todas as faixas etarias,
representando, em algumas situacdes, um desafio para os profissionais de saude,
com elevado custo social, econdmico e emocional. A nifedipina (NFD) inibe os
canais de calcio ao nivel endotelial, promovendo uma vasodilatacdo que pode
beneficiar a cicatrizacdo de feridas cutaneas. O objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos da NFD topica na cicatrizacdo de feridas, observando as respostas
histologica e macroscopica. Utilizamos quatro porcos, sendo realizados oito
ferimentos na regido dorsal de cada animal. Para os trés primeiros animais,
aplicamos as concentracdes do creme a 1%, 10% e 20% para 0s animais 1, 2 e 3
respectivamente, sendo que, em quatro ferimentos, aplicamos a NFD e, nos outros
guatro ferimentos, apenas soro fisioldgico. No porco 4, foi utilizado apenas soro
fisiolégico. Analisamos a presenca de polimorfonucleares (PMNs), macrofagos,
linfécitos, proliferacdo vascular, fibroblastos, coldgeno e queratindcitos em seis
momentos diferentes (dias 1, 3, 7, 14, 21 e 28), além do registro fotogréafico para
acompanhamento macroscoépico. Os ferimentos tratados com NFD em comparacgao
com os controles de cada animal individualmente nos porcos 1, 2 e 3, mostraram
gue ha uma resposta acentuada progressiva e estatisticamente significativa em
relacdo aos PMNs, de acordo com a concentracéo [1% (OR 3,5/p=0,044), 10% (OR
11,8/p<0,001) e 20% (OR 22,1/p<0,001)]. Essa resposta progressiva ndo foi
percebida em relacdo aos outros parametros, entretanto, no animal 3, houve
resposta estatisticamente significativa também em relacdo aos linfécitos (OR 11,1/p
= 0,049), proliferacdo vascular (OR 4,84/p=0,019), formacdo do colageno (OR
0,02/p=0,005) e queratindcitos (OR 0,05/p=0,023). Na comparacdo dos doze
ferimentos tratados com NFD (independentemente da concentracdo) em relacdo aos
doze ferimentos tratados com placebo nos trés primeiros animais, houve resultado
estatisticamente significativo a favor dos ferimentos tratados com medicamento no
aumento dos PMNs (OR 8,48/p < 0,001), no aumento da proliferacéo vascular (OR
2,24/p = 0,019) e na diminuicdo nos niveis de colageno (OR 0,06/p = 0,006). Para
avaliar se havia absorgao sistémica do medicamento, comparamos 0s controles dos
porcos 1, 2 e 3 com os controles do porco 4. Encontramos que, nos ferimentos
controles dos trés primeiros animais, mesmo sem exposicdo direta a NFD, houve
aumento estatisticamente significativo de PMNs em todas as concentracdes, além
de maior resposta com relacdo aos linfécitos no porco 1 (p = 0,029) e mais
proliferacdo vascular no porco 2 (p = 0,016). Nao houve diferenca entre os
ferimentos tratados com os controles, em relacdo ao tempo final de cicatrizagdo. A
NFD tépica apresenta aumento da resposta em relacdo aos PMNs em todas as
concentragdes, sendo observado ainda, na concentracdo de 20%, aumento dos
linfécitos e da proliferacdo vascular, e diminuicdo da sintese de colageno e dos
gueratinécitos. A NFD topica, quando avaliada independente da concentragdo, teve
efeito nas trés fases do processo de cicatrizacdo, com aumento dos PMNSs,
proliferacdo vascular e diminuicdo do coladgeno. Ha absorcdo da nifedipina topica
pelos ferimentos tratados, provocando aumento principalmente de PMNs em locais
néo tratados diretamente com o medicamento.

Palavras-chave: Nifedipina Toépica. Cicatrizacdo. Porco.



ABSTRACT

Skin injuries have a high prevalence in all age groups, representing, in some
situations, a challenge for health professionals, with high social, economic and
emotional costs. Nifedipine (NFD) inhibits endothelial calcium channels, promoting
vasodilation that may benefit healing of cutaneous wounds. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the effects of topical nifedipine on wound healing, observing
histological and macroscopic responses. We used four pigs, and eight injuries were
performed in the dorsal region of each animal. For the first three animals, we applied
1%, 10% and 20% cream concentrations for animals 1, 2 and 3 respectively, being
that in four wounds we applied NFD and in the other four wounds only saline 0.9%. In
pig 4, only 0.9% saline solution was used. We analyzed the presence of
polymorphonuclear cells (PMNs), macrophages, lymphocytes, vascular proliferation,
fibroblasts, collagen and keratinocytes at six different moments (days 1, 3, 7, 14, 21
and 28), besides the photographic record for macroscopic monitoring. Wounds
treated with NFD compared to the controls of each individual animal in pigs 1, 2 and
3 showed that there is a pronounced progressive and statistically significant
response to PMNSs, according to the concentration [1% (OR 3.5 /p=0.044), 10% (OR
11.8/p<0.001) and 20% (OR 22.1/p<0.001)]. This progressive response was not
perceived in relation to the other parameters; however, in the animal 3, there was a
statistically significant response in relation to lymphocytes (OR 11.1/p=0.049),
vascular proliferation (OR 4.84/p=0.019), formation of collagen (OR 0.02/p=0.005)
and keratinocytes (OR 0.05/p=0.023). In comparison of the twelve NFD-treated
wounds (regardless of concentration) in relation to twelve placebo-treated wounds in
the first three animals, there was a statistically significant result in favor of drug-
treated wounds in increasing PMNs (OR 8.48/p<0.001), increased vascular
proliferation (OR 2.24/p=0.019) and decreased collagen levels (OR 0.06/p=0.006).
To assess whether there was systemic absorption of the drug, we compared controls
of pigs 1, 2 and 3 with controls of pig 4. We found that, in the control wounds of the
first three animals, even without direct exposure to NFD, there was a statistically
significant increase in PMNSs at all concentrations. In addition to a greater response
to lymphocytes in pig 1 (P=0.029) and more vascular proliferation in pig 2 (P=0.016)
were observed in all pigs. There was no difference between the wounds treated with
the controls, in relation to the final healing time. Topical NFD shows an increase in
the response to PMNSs at all concentrations. With a concentration 20%, have been
observed increase in lymphocytes and vascular proliferation, and a decrease in the
synthesis of collagen and keratinocytes. The topical NFD, when evaluated
independently of the concentration, had an effect on the three phases of the healing
process, with increase of PMNSs, vascular proliferation and collagen decrease. There
is absorption of topical nifedipine by the treated wounds, causing increase mainly of
PMNs in places not treated directly with the medicine.

Keywords: Nifedipine Topical. Healing. Pig.
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1. INTRODUCAO

1.1 APRESENTACAO DO PROBLEMA

A pele humana é um 6rgao extremamente sofisticado e evoluido que recobre
todo o corpo, sendo formada por trés camadas (epiderme, derme e hipoderme) e
apresenta varias funcdes: ajuda na regulacao da temperatura corporal, evita a perda
de liquidos, protege das agressfes externas e, devido as terminacfes nervosas
sensitivas, funciona como um dos 6rgaos do sentido (tato) (WANG et al., 2000;
JUNKER, CATERSON e ERIKSSON, 2013; AGALE, 2013). Devido a sua
importancia para sobrevivéncia, no instante em que é violada, inicia-se
imediatamente um complexo processo de cicatrizacdo a fim de restaurar sua
integridade (SINGER; CLARK, 1999; MARTIN; LEIBOVICH, 2005).

Os ferimentos na pele podem acontecer por causas externas (trauma,
cirurgias) ou devido a doencas do proprio paciente (insuficiéncia venosa croénica,
aterosclerose, diabetes, vasculites, neoplasias, distarbios metabdlicos e
hematologicos, principalmente) (HONSIK et al., 2007; SEN et al., 2009; PHILIPS et
al., 1994). Representam, em algumas situagcbes, um desafio para os profissionais de
saude, com elevado custo social, econbmico e emocional (CHAMANGA, 2014,
NELZEN et al., 1991).

As feridas s&o classificadas em quatro aspectos principais: tipo de
contaminacgao (limpas, potencialmente contaminadas, contaminadas e infectadas),
forma de cicatrizacdo (primeira, segunda ou terceira intencéo), profundidade (da
epiderme até os planos muscular e 6sseo) e de acordo com o tempo que levam para
obter uma cicatrizacdo adequada (agudas e cronicas) (NICKS et al., 2010; FAVAS,
2012; LEONG; PLILLIPS, 2015). Considerando que esses disturbios sado cada vez
mais prevalentes, tanto as lesdes provocadas por causas externas como as doencgas
cronicas, € de se esperar um aumento consideravel dos recursos utilizados para o
tratamento nos proximos anos.

O processo de cicatrizagdo acontece a partir do momento em que ha o dano e
envolve varias fases que vao desde a hemostasia até a regeneracdo do tecido. Em
uma dessas fases, acontece o fenbmeno da angiogénese, tendo como mecanismo
fundamental a vasodilatacdo. Essa etapa promove a chegada de mais células

reparadoras e oxigénio ao local da lesdo e pode ser influenciada por fatores


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nicks%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21373312
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intrinsecos (doencas associadas) e extrinsecos como 0 uso de medicacbes
(LEONG; PLILLIPS, 2015; AKHAVANI et al., 2008; TAZIMA; VICENTE; MORIYA,
2008; MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

A nifedipina (NFD) € um medicamento utilizado h& mais de trés décadas no
tratamento da doencga hipertensiva, apresentando como efeito a dilatacdo arteriolar,
a partir do bloqueio dos canais de célcio nas células endoteliais (OIGMAN;
FRITSCH, 1998; BOMBIG; POVOA, 2009; JARDIM, P.; JARDIM, T.; SOUZA, 2013).
Alguns autores descrevem que a NFD pode ter algum beneficio cicatrizante nos
pacientes portadores de lesdes crénicas especificas relacionadas ao vasoespasmo
arteriolar, como as Uulceras hipertensivas e as Ulceras da esclerodermia, devido a
melhor perfuséo tecidual (HAFNER et al., 2010; FREIRE; FERNANDES; PINEIRO-
MACEIRA, 2006; WOO et al.,, 1984; GASSER, 1991). Entretanto, a maioria dos
trabalhos avalia a atuagdo da NFD na forma sistémica com ingestao oral, sendo a
maior parte como relatos de casos, ou ainda, observando o resultado em animais
menores (ratos), com pouca aplicabilidade para uso humano, tendo em vista as
grandes diferencas entre os tipos de pele (PATIL; AGNIHOTRI; SINGH, 2009; KIM;
MUSTOE; CLARK, 2015).

A pele suina, entretanto, é considerada o melhor modelo experimental para
comparacao com a pele humana, devido as grandes semelhancas do ponto de vista
histologico e funcional. Ambas apresentam, de forma similar, espessura, glandulas
sebaceas, glandulas sudoriparas, tecido celular subcutaneo e densidade de foliculos
capilares. Possuem tempo de regeneracdo da epiderme em torno de trinta dias,
assim como a estrutura bioquimica semelhante do colageno. Além disso, 0 processo
de cicatrizac&o entre os ferimentos nas peles suina e humana acontece atraves de
reepitalizacdo, diferente dos outros mamiferos menores onde ocorre por contracao
(HENGGE; WALKER; VOGEL, 1996; SULLIVAN et al., 2001; TFAILI et al., 2012;
VOLK; BOHLING, 2013; HOLLANDER et al., 2003).

O intuito do presente estudo é avaliar a possibilidade de aceleracdo do
processo de cicatrizacdo pela NFD na forma topica, em feridas cutaneas de suinos,

visando a uma possivel utilizacdo padronizada em humanos no futuro.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Avaliar o efeito da nifedipina topica no processo de cicatrizacdo de feridas

cutaneas em suinos.

2.2 ESPECIFICOS

e Analisar o aparecimento de células inflamatorias (polimorfonucleares,
macrofagos e linfécitos).

e Verificar a ocorréncia de células que constituem a fase proliferativa da
cicatrizagdo (neovascularizacao, fibroblastos e queratindcitos).

e Observar a formacéo do colageno.

e |dentificar a concentracdo da nifedipina que provoque maior resposta nas trés
fases do processo de cicatrizacao.

e Analisar a resposta histolégica nos controles que foram expostos a nifedipina
(animais 1, 2 e 3).

e Comparar o tempo de cicatrizagdo completa das feridas tratadas com

nifedipina tépica e com o placebo.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 FERIDAS CUTANEAS

Poucas doencas atingem tantas pessoas, independentemente da idade, pais,
crenca religiosa, classe econdmica ou qualquer outra caracteristica pessoal, como
as feridas cutaneas (AGALE, 2013). Em todas as fases da vida, o ser humano esta
sujeito a um acidente ou trauma que provoque desde um pequeno corte até as
cirurgias mais complexas (HONSIK et al.,, 2007; SEN et al., 2009). A perda da
integridade da pele, além de poder provocar um sangramento importante, pode
também levar a quadros de infeccdo, sequelas motoras e estéticas ou mesmo morte
(PHILIPS et al., 1994; CHAMANGA, 2014).

Textos antigos jA& mostravam a preocupacdo com esse assunto e indicavam
tratamentos com substancias como plantas, mel, argila, bile, clara de ovo, carne.
N&do mudou muito durante mais de dois mil anos, até que, a partir do século 19,
alguns cirurgibes passaram a observar que a limpeza e o desbridamento
melhoravam a evolugdo das feridas (FORREST, 1982; BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006). Porém, apenas na ultima metade de século (principalmente nos
altimos 30 anos) houve um maior entendimento do processo de cicatrizacdo, assim
como um maior investimento por parte das industrias no desenvolvimento de
substancias e de materiais especificos que pudessem interferir na cicatrizacao
(BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

As feridas cutdneas podem ser causadas por traumas (mecanico, quimico,
fisico, Ulceras de pressao), cirurgias (incisdo, excisdo, puncdo) e por doencas
localizadas ou sistémicas (insuficiéncia venosa crbnica, doenca arterial periférica,
pé-diabético, vasculites, neoplasia, distirbios metabdlicos e hematoldgicos,
principalmente), sendo classificadas em quatro aspectos principais (FAVAS, 2012;
NELZEN et al., 1991; NICKS et al., 2010; LEONG; PLILLIPS, 2015):

3.1.1 Grau de contaminacgao
- Limpas: sdo lesbes que geralmente ocorrem em ambiente cirargico,

mantendo toda técnica de assepsia e antissepsia. Nao ha abertura de viscera oca

(trato respiratério, digestivo, génito-urinario) e ndo possuem sinais de infeccao.
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- Potencialmente contaminadas: lesbes que acontecem depois de acidentes
com menos de 6 horas de evolucdo ou nos casos de cirurgias programadas e sem
intercorréncias que envolvam abertura de visceras ocas (trato respiratorio, digestivo,
génito-urinério), exceto colon/reto.

- Contaminadas: LesGes com mais de 6 horas de evolugdo sem atendimento
ou quando houve quebra grosseira da técnica cirargica, sem sinais inflamatérios.
Cirurgias que envolvem cdlon, reto e anus também séo consideradas contaminadas.

- Infectadas: Quando ocorrem sinais inflamatérios (dor, rubor, calor e edema)

associados a presenca de secrecao purulenta e odor fétido.

3.1.2 Forma de cicatrizacao

- Primeira intenc&o: Quando a ferida tem as bordas aproximadas diretamente
por um profissional, como por exemplo, nos casos de sutura, enxertos ou retalhos.

- Segunda intencdo: Nesse caso, a ferida fica aberta, sendo cicatrizada por
contracdo natural das bordas. Geralmente se opta por esse processo, quando a
ferida esta contaminada/infectada ou quando houve muita perda tecidual.

- Terceira intencgdo: Inicialmente a ferida fica aberta para tratar principalmente
infeccdo, depois tem as bordas aproximadas diretamente por sutura, enxertos ou

retalhos.

3.1.3 Profundidade

- |: Atinge apenas a epiderme.

- II: Atinge epiderme e derme.

- lll: Atinge todas as camadas da pele (epiderme, derme e tecido celular
subcutaneo).

- IV: Compromete os tecidos mais profundos (fascia muscular, musculos,

tenddes e 0ss0S).

3.1.4 Tempo para obter uma cicatrizagdo adequada

- Crbnica: Mais de 6 semanas.

- Aguda: Menos de 6 semanas.
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As feridas cronicas sdo mais frequentes na populacdo idosa, devido ao
surgimento de comorbidades, sobretudo as doencas vasculares periféricas. Essas
lesGes atingem geralmente as camadas mais superficiais da pele (epiderme e
derme) e comprometem mais os membros inferiores (KAHLE; HERMANNS;
GALLENKEMPER, 2011). Atingem 3% da populagéo acima dos 60 anos, podendo
chegar até 5% nos pacientes com mais de 80 anos (AGALE, 2013; MEKKES;
LOOTS; VAN DER WAL, 2003). Provocam diminuicdo da qualidade de vida (dor,
alteracdo do ciclo sono-vigilia, constrangimento social), assim como também
afastamento do trabalho, tendo importante impacto econémico (AGALE, 2013;
MEKKES; LOOTS; VAN DER WAL, 2003; SCHUBERT, 2003). As principais causas
dos ferimentos crénicos de pele, nos membros inferiores, sdo relacionadas as
doencas do aparelho circulatério como a insuficiéncia venosa crbénica, o pé
diabético, arteriopatias obstrutivas e as Ulceras de pressao, sendo estas Ultimas
mais comuns nos pacientes que permanecem acamados por longos periodos
(SOARES, 2012; MESQUITA, 2013).

As Ulceras de origem venosa (Figura 1) sdo as mais frequentes, atingindo de
1-3% da populagao adulta, o que corresponde a 70% das lesdes diagnosticadas em
membros inferiores (AGALE, 2013; NELZEN et al., 1991; AGUIAR et al., 2005).
Ocorrem devido ao refluxo ou obstrucdo do sistema venoso (profundo, superficial ou
perfurantes), o que leva ao aumento da pressao ao nivel dos capilares, tendo como
consequéncia extravasamento de fibrina e componentes do plasma no espaco
intersticial. Além de ter como resposta um intenso processo inflamatério, a presenca
de fibrina fora dos capilares ocasiona diminuicdo da sintese de colageno e inibe
fatores de crescimento celular (FRANCA; TAVARES, 2003; DEMIDOVA-RICE et al.,
2012; MEKKES; LOOTS; VAN DER WAL, 2003). Clinicamente, a doenca pode se
manifestar com edema, hiperpigmentacdo (consequéncia do depdsito de
hemossiderina/hemoferritina na pele), lipodermatoesclerose (fibrose do tecido celular
subcutaneo e derme devido ao continuo processo inflamatério) e, nos casos mais
graves, a ocorréncia de Ulceras que se caracterizam por apresentarem coloracéo
vermelha e localizacdo predominante ao nivel do maléolo medial (AGUIAR et al.,
2005; AGUS et al., 2005).
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Figura 1. Ulcera de origem venosa - localizagdo ao nivel do maléolo medial, com
fundo vermelho, acompanhada de hipercromia e dermatoesclerose.

Fonte: Foto propria do autor.

Estima-se que 15% dos pacientes portadores de diabetes acabam
desenvolvendo Ulcera na regido plantar em algum momento da vida, sendo esta
condicdo responsavel por cerca de 50% das amputacbes de membros inferiores
(REIBER, 2002). Estudos mostram que ocorre risco aumentado de se desenvolver
Ulceras de dificil cicatrizacdo, devido ao espessamento da membrana basal da
microcirculagdo com consequente ma oxigenacdo dos tecidos, levando ao
surgimento da neuropatia sensitiva e motora (Figura 2) nos membros inferiores
(ADLER et al., 1999; APFEL, 1999). As lesbGes neurotrdéficas, portanto, aumentam
ndo s6 a chance de o paciente ser submetido a um desbridamento cirirgico ou
amputacdo, como também aumentam sobremaneira 0s custos das internacdes
hospitalares (HOLZER et al., 1998).

No Brasil, o nUmero de pacientes diabéticos praticamente dobrou em 30 anos,
passando de 7,6% da populacdo em 1980 para 15% em 2010. Dessa forma, sao
guase 12 milhdes de brasileiros portadores dessa doenca cronica, dos quais uma
parte significativa jaA apresenta ou desenvolvera lesdes tréficas, com as mais

diversas sequelas, sobrecarregando o sistema de saude (MILECH et al., 2016).
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Figura 2. Coto de amputacdo em um paciente diabético, portador de neuropatia.

Fonte: Foto propria do autor.

As doengas obstrutivas arteriais representadas principalmente pela
aterosclerose e vasculites também sao responsaveis pelo surgimento de Ulceras nos
membros inferiores (Figura 3) e superiores. Trata-se de uma situacdo mais grave,
tendo em vista que, muitas vezes, é necessaria a amputacdo do membro ou uma

cirurgia de revascularizacdo, devido a necrose ou mesmo pela dor (JOHNSTON,
2007; OLIN, 2000).

Figura 3. Ulcera de origem arterial - localizag&o ao nivel do dorso do pé, com fundo

palido, pulsos ausentes e muito dolorosa.
Fonte: Foto prépria do autor.
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As feridas agudas acontecem mais em individuos jovens vitimas de traumas
(Figura 4) ou em pacientes submetidos a algum procedimento cirargico. Geram
milhdes de lesbes anualmente no Brasil, principalmente pelo alto numero de
acidentes (inclusive de trabalho) e agressdes interpessoais. A violéncia provoca
danos fisicos, emocionais e econémicos dificeis de serem calculados, sobretudo
pela grande subnotificacdo. Estima-se um gasto direto de 3,3% do PIB brasileiro,
chegando até 10,5% de gasto indireto (reabilitacdo, diminuicdo da forca produtiva e
com previdéncia) (REICHENHEIM et al., 2011; BRASIL, 2005). Uma parte desses
pacientes ocupam leitos dos hospitais para tratar lesdes de pele que podem também
evoluir para uma situacdo crbénica. Anualmente, apenas nos Estados Unidos, sao

realizados mais de 50 milh6es de procedimentos cirdrgicos, além de 11 milhdes de

ferimentos agudos, com gastos na ordem de bilhdes de dolares (FRANZ; STEED;
ROBSON, 2007; SINGER; DAGUM, 2008; HONSIK et al., 2007).

jovem vitima de acidente com moto.

Fonte: Foto propria do autor.
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3.2 PROCESSO DE CICATRIZACAO

No momento em que ocorre uma agressao, de imediato acontece uma reacao
complexa do organismo para tentar preservar ou restabelecer a morfologia e
fisiologia dos tecidos, independente da regido do corpo ou da causa (LEONG;
PLILLIPS, 2015; SINGER; CLARK, 1999). A cicatrizacdo, entretanto, é influenciada
por diversos fatores, como idade, presenca de corpo estranho, tecido desvitalizado,
infeccdo, hipoxia tecidual, anemia, uso de drogas imunossupressores (LEONG;
PLILLIPS, 2015; HAMMAR, 1993). Entender esse processo é de fundamental
importancia para os profissionais da saude, tendo em vista que as condutas a serem
tomadas, inclusive com o uso de medicamentos, dependem da correta interpretacéo
dos aspectos clinicos da ferida (MANDELBAUM, S.; DI SANTIS; MANDELBAUM,
M., 2003).

Para melhor compreensédo, o processo de cicatrizacdo pode ser dividido em
trés fases (inflamacéo, proliferacdo e maturacdo), apesar de acontecerem

simultaneamente e se relacionarem entre si (LEONG; PLILLIPS, 2015).

3.2.1 Inflamacgéo

O trauma provocado em um tecido lesa 0s vasos sanguineos da regido, com
consequente exposicdo do endotélio. Este, por sua vez, libera uma proteina
importante na regulacdo da cascata da coagulacédo (trombomodulina) que atua na
vasoconstricao reflexa (diminui a perda hemorragica e aproxima os elementos ao
sitio de lesdo). Imediatamente abaixo do endotélio, existe um tecido conjuntivo rico
em colageno tipos | e Ill e que, quando exposto, inicia o fendbmeno da adesédo
plaquetéria (MARDER et al., 2013; WERNER; GROSE, 2003).

Essa resposta inicial, além de ter papel fundamental no controle do
sangramento, estimula as plaquetas a liberarem diversos mediadores e fatores
qguimiotaticos (fator de crescimento derivado da plaqueta, fator de crescimento
transformante beta, fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento alfa e
fator de crescimento de células endoteliais) que atraem para o leito da leséo outras
células fundamentais no processo de cicatrizacdo (Grafico 1), como neutrofilos,
monacitos, macroéfagos, linfocitos e fibroblastos (LEONG; PLILLIPS, 2015; AGHA et
al., 2011; SMITH, 2000).
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Os polimorfonucleares (PMNs) séo neutrofilos que se caracterizam por
apresentar o nucleo de forma multilobulada. Encontram-se circulando na corrente
sanguinea, chegando rapidamente aos locais pela quimiotaxia dos mediadores
inflamatorios. S&o, portanto, as primeiras células recrutadas a ferida onde
inicialmente aderem a superficie endotelial e, em seguida, atravessam a parede do
vaso no espaco entre as células endoteliais. Esse movimento é facilitado através da
vasodilatacdo provocada pela histamina e heparina liberadas pelos
mastécitos(ROSS; PAWLINA, 2016). A principal funcao dessas células € o combate
a agentes infecciosos e corpos estranhos, exercida, sobretudo, pela capacidade de
realizar fagocitose (LEONG; PLILLIPS, 2015; SINGER; CLARK, 1999; BRINKMANN
et al., 2004).

Semelhante aos PMNs, os mondécitos sé@o células de defesa com capacidade
fagocitica que estao presentes no sangue periférico e logo sao atraidas para o sitio
inflamatorio. Atuam ainda liberando mediadores inflamatérios como a interleucina 1
e o fator de necrose tumoral que contribuem para o processo inflamatorio, mas sua
principal funcdo é se converter em macréfago nos tecidos. Dessa forma, apés 48-72
horas, os macrofagos passam a ser as células de defesa predominante (NEVES,
2015; ROSS; PAWLINA, 2016; MENDONGCA; COUTINHO-NETTO, 2009). Esse novo
agente se caracteriza por apresentar o nucleo em forma de rim ou irregular, com
grande citoplasma rico em lisossomos o que ajuda na grande capacidade de realizar
fagocitose (& medida que aumenta o nuimero de macrofagos na ferida, ocorre
diminuicdo dos PMNs). Os macréfagos passam por transformag8es morfolégicas e
funcionais e, entdo, assumem o papel de coordenar o restante da fase inflamatoéria.
A intensa liberacdo de mediadores por essas células (fator de crescimento derivado
da plaqueta, fator de crescimento transformante beta, fator de crescimento
epidérmico, fator de crescimento alfa, fator de crescimento de células endoteliais,
fator de crescimento de fibroblastos, fator de crescimento insulina-simile,
interleucinas, fator de necrose tumoral, interferon gama e 6xido nitrico) mostra sua
importancia na reparacédo dos tecidos (LEONG; PLILLIPS, 2015; SINGER; CLARK,
1999; MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009; TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008;
ROSS; PAWLINA, 2016).

Os linfocitos, além de atuarem na resposta imunolégica aos antigenos,
participam estimulando os fibroblastos (células essenciais na fase proliferativa),

através de interleucina Il e do fator ativador de fibroblastos. Passam a ser mais
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presentes na ferida por volta do quinto e sexto dias (LEONG; PLILLIPS, 2015;
BOYCE et al., 2000). Apresentam-se como células de nucleo esférico com alguma
irregularidade e intensamente corado, além de citoplasma fino com pouca ou
nenhuma organela visivel. Existem trés tipos de linfécitos (T, B e natural Killer),
entretanto ndo € possivel diferencia-los em esfregacos sanguineos ou em cortes
histologicos, sendo necesséaria a utilizacdo de técnicas imunohistoquimicas para
esse fim (ROSS; PAWLINA, 2016).

O dano tecidual também faz com que os mastdcitos liberem histamina e
serotonina, provocando vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo e da
permeabilidade vascular. Essas alteragfes tém consequéncias inflamatérias locais
(calor, rubor, edema e dor) e, dependendo da intensidade da resposta, também
podem provocar repercussao sistémica (febre, astenia) (LEONG; PLILLIPS, 2015;
TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

MATURACAO
PROLIFERACAO
2 INFLAMACAO
=
- NEUTROFILOS
i MACROFAGOS
=]
= FIBROBLASTOS
=
=z
o)
&
=
=
z .
“LINFOCITOS
0

0 2 B 6 8 10 12 14 16
DIAS

Gréfico 1. Ocorréncia de células em processo de cicatrizagdo normal.

Fonte: Adaptacao de Leong e Plillips (2015) e Tazima, Vicente e Moriya (2008).
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3.2.2 Proliferacéo

A fase de proliferacao inicia-se em torno do terceiro dia e vai até duas ou trés
semanas apo0s o trauma. Representa 0 momento em que a ferida prepara o leito
para ser reparado, sendo possivel identificar trés etapas distintas: angiogénese,
fibroplasia e epitelizacdo (LEONG; PLILLIPS, 2015; SINGER; CLARK, 1999;
TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

A angiogénese € a formacdo de novos vasos, onde células endoteliais
migram para o local a partir dos vasos pré-existentes, estimuladas por fatores
ativadores liberados por macrofagos, plaquetas, fibroblastos e queratindcitos (fator
de crescimento de fibroblastos — FCF, fator de permeabilidade vascular - FPV e fator
de crescimento celular endotelial vascular — FCCEV). As células endoteliais ativadas
liberam enzimas que degradam a membrana basal capilar e facilitam a migragao
dessas células para o tecido circundante (LEONG; PLILLIPS, 2015; SINGER;
CLARK, 1999). A baixa na tensdo de oxigénio no leito da ferida, tendo como
consequéncia a formagdo de Oxido nitrico e vasodilatagcdo nos capilares
remanescentes, também parece favorecer o surgimento de novos vasos (AKHAVANI
et al., 2008; FOLKMAN; SHING, 1992; ARNOLD; WEST, 1991; O'REILLY et al.,
1997). Essa etapa € fundamental porque, a partir desses novos vasos, € que
chegarédo oxigénio e nutrientes a area lesada (LEONG; PLILLIPS, 2015; SINGER,;
CLARK, 1999; MENDONGCA; COUTINHO-NETTO, 2009). As células endoteliais sao
alongadas e se mostram achatadas em uma Unica camada, com o0s nucleos voltados
para o lumen, podendo sofrer processo de diferenciacdo para arteriolas ou vénulas
(ROSS; PAWLINA, 2016, LEONG,; PLILLIPS, 2015).

Os fibroblastos sdo células mesenquimais que estdo numa fase quiescente,
localizados no tecido conjuntivo, sendo atraidas pelos mediadores da fase
inflamatéria. Chegam ao local da ferida a partir do terceiro dia, por movimentos de
diapedese, onde se diferenciam estimuladas principalmente por fatores liberados
pelos macréfagos e plaquetas. Sdo alongadas e, por serem responsaveis pela
fibroplasia, com producdo dos componentes da matriz extracelular e do colageno,
apresentam reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi desenvolvidos. Entretanto,
pelas técnicas usuais de coloracdo com hematoxilina e eosina, apenas o0 nucleo,
também de formato alongado, € visualizado (ROSS; PAWLINA, 2016; JUNQUEIRA,
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CARNEIRO, 2013;LEONG; PLILLIPS, 2015; SINGER; CLARK, 1999; MENDONCA;
COUTINHO-NETTO, 2009; TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Na epiderme normal, é possivel distinguir quatro camadas de células
principais (estrato basal, estrato espinhoso, estrato granuloso e estrato lucido). Os
gueratinécitos sdo formados na camada mais profunda (estrato basal) e, a partir dai,
progridem para 0os segmentos mais superficiais. Durante esse movimento, perdem
organelas, desidratam e acumulam queratina, formando entdo o estrato licido ou
coérneo (peles mais espessas), que permite o isolamento do corpo em relacdo ao
meio externo. Podem se apresentar, portanto, com um aspecto colunar, poliédrico
ou pavimentoso, de acordo com a camada em que se encontram. Ferimentos que
nao atingem o estrato basal, ou seja, que néo interferem na por¢cdo germinativa da
epiderme, apresentam cicatrizacdo mais rapida (ROSS; PAWLINA, 2016;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A epitelizacdo ocorre ja a partir das primeiras 24 horas, através da migracao,
(liberacéo das ligacbes da camada basal, retracéo dos tonofilamentos intracelulares,
dissolucdo dos desmossomos, formacdo de actina citoplasmatica periférica) e
proliferacdo dos queratindcitos localizados nas margens da lesdo e dos foliculos
pilosos mais préximos (SANTORO; GALDINO, 2005). Essas células participam
recobrindo a leséo, formando uma crosta e também auxiliam na contracédo da ferida
(LEONG; PLILLIPS, 2015; SINGER; CLARK, 1999; TAZIMA; VICENTE; MORIYA,
2008).

3.2.3 Maturagéo

Além de favorecer um ambiente propicio para a cicatrizacdo a partir da
producdo de colageno e da matriz extracelular, os fibroblastos participam da
contracao das bordas da ferida com fibrilas de actina e miosina, funcionando como
células musculares contrateis (miofibroblastos). Essa modificacéo estrutural pode ser
vista a partir do sexto dia, desaparecendo depois de quatro semanas (LEONG;
PLILLIPS, 2015; AGHA et al., 2011; GABBIANI; CHAPONNIER; HUTTNER, 1978).

A partir da terceira semana, ocorre diminuicdo importante do tecido de
granulacdo formado na fase proliferativa, assim como dos fibroblastos e a ferida
passa a apresentar maior resisténcia ténsil, devido as ligacdes cruzadas entre as

fiboras de colageno. Esta, por sua vez, é a proteina mais importante de todo o
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processo de cicatrizacdo, sendo responsavel por manter a sustentacdo da ferida,
evitando a ruptura da mesma durante o reparo. E produzida inicialmente nos
ribossomos, passando como cadeias pro-alfa para o reticulo endoplasmético dos
fibroblastos. Nesta organela, as porgdes prolina e lisina recebem um grupamento
hidroxila e sdo excretadas como uma molécula de pré-colageno. Apds sofrerem
clivagem de alguns pré-peptideos por proteases da matriz extra-celular, convertem-
se em mondmeros que, quando se unem, formam entdo as fibras de colageno.
Estas fibras podem ser coradas com eosina, e visualizadas no microscopio optico
como estruturas onduladas de largura e comprimentos variaveis (ROSS; PAWLINA,
2016; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; LEONG; PLILLIPS, 2015; BOGGIO, 2008).

Nessa fase da maturacdo, a ferida diminui rapidamente de tamanho e sofre
um processo de remodelamento, entretanto, se houver desequilibrio entre a sintese
e a degradacdo do colageno, as cicatrizes podem ter efeito extremamente
indesejaveis do ponto de vista estético e funcional, como nas situacdes de cicatrizes
hipertréficas (proliferacdo dentro das margens da ferida que podem regredir com o
tempo) e queloides (proliferacdo além das margens da ferida que normalmente nao
regride com o tempo) (Figura 5) (LEONG; PLILLIPS, 2015; SINGER; CLARK, 1999;
TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Figura 5. Cicatriz queloide provocando grande deformidade em regido auricular,
com repercussao estética importante.
Fonte: Foto cedida gentilmente pelo cirurgido plastico Dr José Romero de Almeida

Ferreira Filho
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3.3 PELE SUINA

O ideal, em termos de estudos sobre cicatrizacdo de feridas cutaneas, seria
realizar as pesquisas nos préprios seres humanos, porém, importantes questdes
éticas impedem que isso aconteca. Ndo € recomendado utilizar, em humanos,
medicacdes que ndo tenham sido testadas antes em modelo animal. Além disso, a
necessidade de bidpsias para andlise histologica e a dificuldade em padronizar os
diversos tipos de lesdo com as mais variadas comorbidades dos pacientes,
limitariam muito a capacidade de avaliagdo dos resultados (SULLIVAN, 2001,
SVENSJO et al., 2000). Modelos in vitro servem principalmente para compreensao
do funcionamento das células que participam da cicatrizacdo, entretanto, com muito
pouca aplicabilidade prética, devido a falta de interacdo com o0s outros agentes do
processo (KIM; MUSTOE; CLARK, 2015). Quanto aos modelos in vivo, diversos
animais tém sido utilizados no entendimento do processo de cicatrizacdo. A maioria
das pesquisas sdo realizadas com roedores (hamster, camundongo, coelhos) por
serem de mais facil manuseio e apresentarem baixo custo de aquisicdo e cuidados.
Entretanto, esses animais possuem varias caracteristicas distintas em relacédo a pele
humana. Apresentam espessura fina da derme e epiderme, musculatura envolta no
tecido celular subcutaneo, maior elasticidade, grande concentracdo de foliculos
pilosos, cicatrizagdo predominantemente através de contracdo, além da resposta do
sistema imune também ser muito diferente. Ou seja, a pele desses animais tem
anatomia e fisiologia que permitem resultados pouco reprodutiveis em seres
humanos (SULLIVAN, 2001; KIM; MUSTOE; CLARK, 2015; WANG et al., 2000;
GALLANT-BEHM; HART, 2006; JUNG et al., 2013).

A pele suina, por outro lado, é considerada modelo padrao para comparagao
com a pele humana, devido as grandes semelhangas do ponto de vista histologico e
funcional (SULLIVAN, 2001; HENGGE; WALKER; VOGEL, 1996; BERNATCHEZ et
al., 1998; TFAILI et al., 2012). Em relacao a histologia, ambas apresentam, de forma
similar, espessura derme/epiderme, tecido celular subcutdneo desenvolvido,
glandulas sebéaceas, glandulas sudoriparas, densidade de foliculos capilares,
disposicdo dos vasos sanguineos e estrutura bioquimica semelhante da principal
proteina envolvida no processo de cicatrizacdo (colageno). E possivel também
observar similaridade do ponto de vista funcional, tendo em vista que ambas

possuem tempo semelhante de meia-vida da epiderme (em torno de 30 dias), a
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cicatrizacdo ocorre por reepitelizacdo e o sistema imune da pele de ambos sao
parecidos (SULLIVAN, 2001; SEATON; HOCKING; GIBRAN, 2015; VOLK;
BOHLING, 2013).

Muito da compreenséo do processo de cicatrizagdo das lesGes cutaneas em
humanos deve-se aos estudos realizados em modelo animal suino. Ha mais de meio
século, por exemplo, Ross e Benditt ja mostravam as mudancas que ocorriam no
leito das feridas, o momento do aparecimento das células inflamatérias, a
importancia dos fibroblastos e do colageno, estudando esse modelo animal (ROSS;
BENDITT, 1961). Ao longo do tempo, diversos outros estudos comprovaram essas
observacdes iniciais e apontam o modelo suino como sendo o ideal para o estudo
da cicatrizacdo (HOLLANDER et al., 2003; ZHANG; MONTEIRO-RIVIERE, 1997;
VARDAXIS et al., 1997).

3.4 NIFEDIPINA

A nifedipina (NFD) € um medicamento utilizado como anti-hipertensivo desde
a década de 1970, pertencente a classe dos antagonistas dos canais de calcio
(ACC). O célcio tem a capacidade de provocar a contracdo da musculatura lisa do
coracado e das artérias, além de atuar na excitagdo do né sinoatrial e no sistema de
conducdo atrioventricular. As células endoteliais periféricas apresentam reservas
limitadas de calcio, assim, quando ocorre o bloqueio desse ion, o resultado é a
vasodilatagdo, com consequente diminuicdo da pressao arterial (KATZUNG, 2017
OIGMAN; FRITSCH, 1998; BROWN et al., 2000).

Dentro da classe dos ACC, ha o grupo das dihidropiridinas (nifedipina) e das
nao-dihidropiridinas. Ambas atuam impedindo a entrada de calcio no interior das
células do sistema cardiovascular, ligando-se a subunidade al dos canais tipo L.
Sendo que as primeiras atuam mais nas células endoteliais dos vasos periféricos,
enquanto as segundas possuem efeito tanto no coracdo (produz depressdo da
contratilidade miocardica e da conducdo sinoatrial), como na periferia (BOMBIG;
POVOA, 2009; JARDIM, P.; JARDIM, T.; SOUZA, 2013; DOLLERY, 1991).

A NFD é uma substancia cristalina amarela que apresenta como féormula
guimica C,7H13N2O¢ (Figura 6) e as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: ponto

de fusdo entre 172-174°, ser praticamente insolavel em agua; levemente soluvel em
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alcool; muito solavel em cloroférmio ou acetona. As solucbes sdo extremamente
fotossensiveis e apresenta (Log P) de 2,2 como coeficiente de particdo octanol /
agua. Possui meia vida de duas horas, € metabolizada no figado e excretada na
urina (predominantemente) e nas fezes (DE SANTIS, 2008; NIFEDIPINE, 2016).

Figura 6. Estrutura molecular da nifedipina.
Fonte: NIFEDIPINE. Disponivel em: <https://www.drugbank.ca/drugs/DB01115>

As Unicas formas de apresentacdo padronizada da NFD sdo a oral e a
endovenosa, com doses variando entre 10 mg e 60 mg e 3 e 10 microgramas por
quilo, respectivamente. E indicada principalmente para o controle da pressio
arterial, ou ainda, no tratamento da angina cronica estavel (KATZUNG, 2017;
POOLE-WILSON et al., 2004).

A forma semissélida ainda ndo é padronizada, mas pode apresentar algumas
vantagens em relacéo a apresentacao oral: facilidade de administracdo ser aplicada
de forma topica, ndo agressao ao trato gastrointestinal e menores efeitos colaterais
(DE SANTIS, 2008; BORNSTEIN et al., 2010; CHIU; TSAI, 2011).

A NFD é utilizada tradicionalmente na pratica médica como anti-hipertensivo,
entretanto, devido ao seu efeito de vasodilatacédo arterial/arteriolar, alguns autores
tém descrito que essa medicacdo pode ter algum beneficio cicatrizante nos
pacientes portadores de lesbes cutaneas especificas relacionadas a vasoespasmo
arteriolar como as Ulceras hipertensivas (Figura 7) e as Ulceras da esclerodermia,
devido a melhor perfusdo tecidual (HAFNER et al., 2010; FREIRE; FERNANDES,;
PINEIRO-MACEIRA, 2006; WOO et al., 1984; GASSER, 1991).
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Figura 7. Ulcera hipertensiva - localizagdo em face lateral da perna, com fundo
vermelho, pulsos preservados e muito dolorosa.

Fonte: Foto propria do autor.

Estudos mostram que acontece aumento da velocidade do fluxo capilar,
observada através da capiloroscopia e diminuicdo da resisténcia periférica,
indicando vasodilatagcdo arteriolar com consequente melhora da oferta de oxigénio e
nutrientes para os tecidos, em pacientes que utilizaram NFD por via oral (GASSER,
1991; FISHER; SNART, 1984; BELCARO; NICHOLAIDES, 1989; CESARONE;
LAURORA; BELCARO, 1992).

A literatura sugere beneficios na cicatrizacdo de feridas, utilizando a NFD, em
animais menores (ratos) (EBADI et al., 2003; PAL, KHAZANCHI e MOUDGIL, 1991,
BRASHAR, UDUPA, S. e UDUPA, A., 2005; PATIL, AGNIHOTRI e SINGH, 2009),
entretanto, com pouca utilidade para uso humano, tendo em vista as grandes
diferencas histolégicas e funcionais entre esses dois tipos de pele (KIM; MUSTOE;
CLARK, 2015; HENGGE; WALKER; VOGEL, 1996; TFAILI et al., 2012; VOLK;
BOHLING, 2013).

Encontramos relatos de casos isolados que mostram bons resultados com a

NFD topica, porém sem padronizacdo de concentracdes ou posologia para cada
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situacdo especifica, além de ndo apresentarem outras comprovacdes da eficacia, a
nao ser apenas a observacédo clinica individual de cada pesquisador (TORSIELLO;
KOPACKI, 2000; ISRAEL, 2003).

4. METODOLOGIA

4.1 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES DA
NIFEDIPINA

4.1.1 Matérias-primas

Para as formulacdes em estudo foram utilizadas as seguintes matérias-
primas: nifedipina (LT- ALL0O60102, ALL CHEMISTRY, fabricada em 01/09/2015 e
com validade 01/08/2017), Edta, alcool cetoestearilico 30/70, Bht, glicerina
bidestilada, 6leo de silicone, propilenoglicol, cosmoguard, xalifin e agua purificada.

As emulsdes foram preparadas pela técnica de inversdo de fases,
aguecendo-as separadamente, sendo a fase aquosa (1) vertida lentamente sob a
oleosa (2), ambas a 70°C e sob agitacdo mecénica constante (agitador mecanico
Fisaton - modelo 713 D) a 600 rpm até completo arrefecimento. O silicone e
conservante foram acrescidos a 30°C devido ao carater termossensivel dos
mesmos, sendo esta denominada “a frio” (3). A agua utilizada na preparagcédo das
formulacdes foi obtida por osmose reversa. Apos preparacdo da base, a NFD foi
incorporada nas formulacdes a frio. As formula¢des foram produzidas em laboratério
com condi¢cfes de umidade e temperatura monitoradas, seguindo as boas praticas
de manipulagdo (ANVISA, 2007). Os componentes das formulacdes e suas funcdes
sao apresentados na tabela 1.

FORMULAGCAO 1 — (F1) NIFEDIPINA 1%
FORMULACAO 2 — (F2) NIFEDIPINA 10%
FORMULACAO 3 — (F3) NIFEDIPINA 20%
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Tabela 1. Composicao quali-quantitativa do creme de nifedipina

COMPONENTES FUNCAO F1 F2 F3
Nifedipina Principio ativo 1% 10% 20%
1-EDTA dissédico Quelante 0,1% |0,1% | 0,1%
1-Agua purificada g.s.p* | Veiculo 100% | 100% | 100%
2-BHT Antioxidante 0,1% |0,1% | 0,1%
2-Alcool cetoestearilico | Cera autoemulsionante 5% 5% 5%
30/70

2-Glicerina bidestilada Umectante 6% 6% 6%
2-Propilenoglicol Solubilizante 5% 5% 5%
2-Xalifin Cera autoemulsionante 15% | 15% 15%
3-Cosmoguard Conservante 0,2% |0,2% | 0,2%
3-Oleo de silicone Silicone 4% 4% 4%

*q.S.p. (Quantidade suficiente para)

4.1.2 Determinacao do pH

A determinacdo do pH das formulagcbes foi realizada com as amostras
dispersas em agua purificada obtida por osmose reversa (10% m/v), a 25° C,
utilizando pHmetro (Gehaka modelo PG 1800) e eletrodo de solugéo FCO09 calibrado
com solugdes pH 4,0 e 7,0. O teste foi realizado em triplicata (ANVISA, 2010). Como
resultado, obtivemos formula¢des com pH (F1- 5,7 / F2- 5,9/ F3- 5,6)

4.2 ANIMAIS

Utilizamos 4 fémeas de suinos da racga Pietrain, com peso entre 15 Kg e 20
Kg, provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina Nova Esperanca (FAMENE),
em Jodo Pessoa - Paraiba (Figuras 8 e 9), sendo a pesquisa realizada entre os dias
08 de junho e 13 de julho de 2016.

Os animais ficaram em baias individuais apropriadas, com livre acesso a agua
e a racao padrdo para a espécie. As condi¢cdes ambientais foram controladas com
temperatura de 20 +/- 2 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas, sendo que a umidade

relativa do ar e o ruido foram os proprios do ambiente. A pesquisa foi aprovada pelo
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Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Nova
Esperanca (FAMENE), obedeceu as orientacdes da Lei Federal n° 11.794/2008
(Brasil, 2008) e as recomendacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Em todos os momentos, esteve presente um meédico veterinario da
FAMENE, para que tivéssemos um melhor controle do experimento, assim como 0s

cuidados necessarios com 0s animais.

Figura 8. Centro de técnica cirdrgica experimental da Faculdade de Medicina Nova
Esperanca, onde foram realizados os ferimentos nos animais.

Fonte: Foto prépria do autor.
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Figura 9. Local de acondicionamento dos animais (baia).

Fonte: Foto prépria do autor.

4.3 ANESTESIA

Os animais foram imobilizados para que a administracdo das injecdes fosse
conduzida sem riscos para o animal ou pesquisadores. Assim, aguardamos tempo
suficiente para que o animal se adaptasse a manipulacéo e se tornasse familiarizado
com a equipe. A manipulacdo incorreta ou brusca poderia implicar estresse e,
consequentemente, desequilibrio de funcdes orgéanicas, o que determinaria a
ocorréncia de alteracdes fisioldgicas. Na noite anterior ao experimento, 0s animais
foram mantidos em jejum alimentar.

Ao se realizar a anestesia (procedimento feito pelo médico veterinario),
priorizou-se promover a contencao delicada do animal, na busca de se atingir um
grau razoavel de relaxamento muscular para facilitar o procedimento cirdrgico,
produzindo analgesia suficiente a fim de que o animal ndo sofresse. A anestesia foi,
portanto, uma combinacao de narcose, relaxamento e analgesia.

Assim, 0s animais receberam inicialmente uma dose de xilazina (1-2 mg/Kg)
para a sedacédo e analgesia, em seguida, foi administrada como relaxante muscular
a ketamina na dose de 2mg/Kg e realizada a entubac&o oro-traqueal com tubo
namero 7. O plano anestésico foi mantido com o halogenado isoflurano sob mascara

inalatéria na concentracdo de 1% a 2%, e com propofol na dose de 20 a 50mg
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(infusé@o continua) em veia auricular, sendo feito o repique de acordo com a resposta
do animal (Figura 10). O animal permaneceu sob monitorizagdo com cardioscépio,
oximetria de pulso, capndgrafo e avaliacdo do reflexo cérneo-palpebral, durante o
procedimento (ALSAAD et al., 2015; SINGER; MACCLAIN, 2003; PHILANDRIANOS
et al., 2012).

Nesse estudo, 0os animais se recuperaram da anestesia sem anormalidade

nos parametros monitorados.

Figura 10. Material para anestesia.

Fonte: Foto propria do autor.

4.4 CIRURGIA

Apds anestesia, os animais foram colocados em decubito ventral, sendo
realizada tricotomia, marcagdo da area com caneta dermogréfica apropriada para
pele de dois quadrados sobrepostos (2,5 cm x 2,5 cm e 4 cm x 4 cm), a fim de
padronizar o tamanho dos ferimentos e realizar o acompanhamento fotografico
(Figura 11).
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Figura 11. Marcacao da area a ser operada.
Fonte: Foto prépria do autor.

Foi feita antissepsia com clorexidina degermante, seguida de clorexidina
alcodlica a 4% de toda a regido dorsal, e posicionou-se o campo fenestrado
esterilizado.

Procedeu-se com a retirada de pele total até a fascia muscular dorsal,
medindo 2,5 cm x 2,5 cm, sendo conseguido hemostasia apenas com compressao
local. Limpamos com soro fisiolégico 0,9% e, de forma alternada, fizemos o curativo
com NFD. Cobrimos com gaze estéril de algoddo e atadura de crepom estéril
(Figuras 12, 13 e 14).

Os ferimentos e a coleta do material para analises histologica e fotografica

foram realizados pelos autores da pesquisa.
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Figura 12. Realizacdo dos ferimentos.
Fonte: Foto propria do autor.

Figura 13. Ferimentos.
Fonte: Foto prépria do autor.

47
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Figura 14. Aplicacao alternada da nifedipina.
Fonte: Foto propria do autor.

4.5 FLUXOGRAMA

Os quatro animais foram colocados em baias separadas, sendo identificados
pelos numeros 1, 2, 3 e 4. Cada ferimento recebeu uma letra correspondente,
seguindo uma ordem da esquerda para direita e da regido cranial a caudal (A, B, C,
D, E, F, G, H). O animal 1 recebeu NFD topica a 1% nas lesdes A, D, E e H. O
animal 2 recebeu NFD tépica a 10% nas lesbes B, C, F e G. O animal 3 recebeu
NFD tépica a 20% nas lesdes A, D, E e H. Antes de aplicarmos a NFD, umidificamos
as feridas com soro fisiologico (SF) 0,9%. Nas demais lesbes e no animal 4, o
curativo foi feito apenas com SF 0,9% (Figura 15). Realizamos troca de curativo a
cada dois dias, assim como nos dias da coleta dos dados. Os 32 ferimentos foram
submetidos a biopsia com punch de 4 mm nos dias 1, 3, 7, 14, 21 e 28, e foram
fotografados nos dias 1, 7, 14, 21, 28 e 33.
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1 (1 %) 2 (10%)

3 (20 %) 4 (SF 0,9%)

Figura 15. Distribuicdo das lesdes e locais onde foi aplicada a nifedipina.
Fonte: Foto propria do autor.
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4.6 AVALIACAO MICROSCOPICA

4.6.1 Coleta do material e fixacao

Foram realizadas biopsias da pele dos animais que posteriormente foram
fixadas em formalina. As bidpsias seguiram o procedimento padrdo, utilizando punch
descartavel de 4mm, ap0s infiltracéo local de solucdo anestésica contendo cloridrato
de lidocaina a 2%. Os fragmentos obtidos dos ferimentos foram devidamente
acondicionados em frascos separados, com identificacdo propria, contendo solugéo
tamponada de formaldeido a 4% para realizacdo da fixacdo quimica, em seguida
enviados ao Servico de Anatomia Patologica (Citopath Laboratorio Médico,
localizado na rua Anténio Rabelo Junior, 170, Sala 508, Edificio Eco Medical Center,
Miramar, Jodo Pessoa, sob responsabilidade da médica Ana Flavia Nobrega de

Paiva).

4.6.2 Processamento histologico

A preparagdo das laminas seguiu procedimento especifico para esse tipo de
avaliacdo (ELENITSAS et al., 2009; ROSAI, 2011). Assim, ap0os o tempo de fixacdo
de 24 horas, o material fora cortado tangencialmente e incluido em cassetes
plasticos para o processamento histolégico com as devidas identificacdes. No
histotécnico, o material foi mergulhado numa sequéncia de frascos contendo &lcool
absoluto a 99%. Apo6s a desidratacdo, seguiu-se o0 processo de diafanizacdo ou
clareamento, utilizando-se o Xilol num total de trés banhos sequenciais. Por fim, o
material foi infiltrado por parafina liquida, mantida a uma temperatura de 62° C,
passando por dois banhos consecutivos, sendo o tempo médio de cada banho de 60
minutos. Com o endurecimento da parafina, obtivemos um bloco contento o

fragmento do tecido em seu interior.
4.6.3 Incluséao
Nesta etapa, os cassetes contendo material sdo mergulhados em parafina

liguida a 60° C e colocados na estufa sob a mesma temperatura por

aproximadamente 20 minutos. Em seguida, as capsulas foram abertas e
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preenchidas com parafina liquida aguecida, sempre acompanhadas da identificacédo

correspondente.

4.6.4 Microtomia

Apos o resfriamento em placas de refrigeracéo, os blocos foram levados para
0 micrétomo, sendo realizadas sec¢des com espessura média de 5 micrometros. As
fitas foram distendidas em agua pré-aquecida a 56°C e entdo coletadas em laminas

de vidro.

4.6.5 Coloracéo

A bateria de coloragéo processou-se nos seguintes passos:
-Desparafinar em xilol por 10min

-Hidratar em alcool

-Imerséo em alcool absoluto

-Imersdo em alcool absoluto

-Imerséao em alcool 95%

-Imerséo em alcool 95%

-Lavar em agua corrente durante 3 minutos
-Corar pela hemtoxilina durante 5 minutos
-Lavar em agua corrente durante 5 minutos
-Corar pela eosina durante 30 segundos
-Imerséo em alcool 95%

-Imersao em alcool 95%

-Imersdo em alcool absoluto

-Imerséo em alcool absoluto

-Imersao em xilol

Colocou-se uma gota de balsamo Canada sobre o corte. Sobrepondo-se a
este, uma laminula, que foi comprimida sobre o corte, de modo a espalhar a resina

em uma fina camada.



4.6.6 Parametros histolégicos

Para efeito de comparacéao, consideramos 4 graus distintos de acordo com a
presenca nos cortes histolégicos (Tabela 2) dos agentes envolvidos no processo de

cicatrizacdo (GARROS et al., 2006; MOLGAT et al., 1995).

- Ausente (0): quando ndo se observava a presenca.

- Discreto (1): quando observados de forma isolada, sendo possivel distinguir
com facilidade areas livres de infiltrado.

- Moderado (2): quando observados de forma irregular, com bastantes areas

livres de infiltrados.

- Acentuado (3): quando observados em grande frequéncia, formando

agregados densos e poucas areas livres de infiltrados.

Tabela 2. Critérios utilizados e resposta ocorrida no processo de cicatrizacao

Ausente (0)

Discreto (1)

Moderado (2)

Acentuado (3)

1 - Polimorfonucleares

2 - Macro6fagos

3 - Linfécitos

4 - Proliferacéo
vascular

5 - Fibroblastos

6 - Colageno

7 - Queratindcitos

Para um ganho no poder da amostra e evitar possivel viés de analise
histologica quanto aos parametros discreto e moderado, optamos por considerar
como ocorréncia de resposta ou resposta positiva no experimento, apenas 0

parametro tido como acentuado e como auséncia de resposta ou resposta negativa,

0s parametros ausente, discreto e moderado.
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4.7 AVALIACAO FOTOGRAFICA

As feridas foram fotografadas nos dias 1, 7, 14, 21, 28 e 33, utilizando
maquina fotografica modelo DMC-LZ30™, Panasonic, resolucdo de 16 mega pixels,
com as imagens obtidas num angulo de 90 graus em relacdo ao plano das feridas a
uma distancia aproximada de 30 cm (MIOT et al., 2009; PRESSLEY et al., 2007).
Para corrigir eventuais diferencas de distancia, utilizamos como referéncia para as
fotos do dia 1, um quadrado desenhado (4 cm x 4 cm) sobreposto aos ferimentos
(2,5 cm x 2,5 cm). Nos demais dias de coleta, uma régua centimetrada foi colada ao

lado dos ferimentos (Figura 16).

A
Figura 16. Fotografias das feridas utilizando quadrados sobrepostos (A) e régua
centimetrada (B).

Fonte: Fotos proprias do autor.

As imagens foram importadas pelo software ImageJ, versdo 1.51 j8. Um anico
operador realizou a analise das imagens. Para isto, utilizou-se uma adaptacdo na
metodologia proposta por SALMONA et al., 2016, sendo as areas calculadas em
cm?,

O grau de contragéo da ferida foi calculado conforme descrito por Ramsey et
al®®, na qual Wo = érea inicial da ferida no dia 0 e Wi = &rea da ferida no dia da

avaliacao: [(Wo - Wi) / Wo] x 100 = porcentagem de contracao.
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4.8 ANALISE DOS DADOS

Para a andlise de dados histoldgicos foi aplicado um modelo longitudinal
logistico de efeitos mistos. Assim, foi considerada como variavel resposta
(dependente) a producdo acentuada das diferentes células avaliadas tendo como
variavel explicativa os grupos de comparacdo (controle, NFD 1%, 10% e 20%).
Tendo como referéncia o grupo controle, foi estimada a Odds Ratio (OR) com seu
respectivo intervalo de confiangca para os grupos NFD, sendo uma andlise
independente por dose (para cada porco comparada com seu controle), e uma outra
analise independente da dose (grupo tratado e controle considerando todos os
porcos). A interpretacdo de uma OR em um estudo longitudinal consiste na razéo de
chances da categoria analisada comparada a categoria de referéncia
correspondente ao periodo em andlise, tendo como pressuposto que essa
associacao é linear em todo o periodo de andlise. A significancia estatistica adotada
no estudo foi de 5% (p<0,05) e o software utilizado foi 0 STATA versao 12.0.

Para a comparacdo dos grupos, segundo a evolucdo da area da ferida ao
longo do tempo, foi aplicado um modelo de regresséo linear de efeitos mistos,

considerando a forma néo estruturada (unstructured) como matriz de correlacéo.
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5. RESULTADOS

Apresentaremos as comparacdes entre os ferimentos tratados com NFD e
placebo em cada animal individualmente, assim como as comparacgdes entre todos
os ferimentos tratados com NFD e todos os ferimentos tratados com placebo nos
trés primeiros porcos. A seguir, mostraremos 0s resultados quando comparamos 0s
controles dos trés primeiros animais e os controles do animal 4 e, por fim, a redugao

da area ocorrida entre os ferimentos.

5.1 COMPARACAO DOS FERIMENTOS TRATADOS COM NIFEDIPINA E OS
FERIMENTOS TRATADOS COM PLACEBO, EM CADA UM DOS ANIMAIS
INDIVIDUALMENTE

A comparacdo de feridas tratadas com NFD a 1% versus placebo, que
correspondem ao porco 1, revelou que nos dias 1, 3, 7, 14, 21 e 28 o recrutamento
de PMNs com a droga foi 3 (75%), 4 (100%), 3 (75%), 4 (100%), 0 (0%) e 3 (75%),
enquanto com placebo 1 (25%), 0 (0%), 3 (75%), 4 (100%), 1 (25%) e 1 (25%),
respectivamente, sendo OR = 3,5 (IC 95%: 1,04 — 11,7), com p = 0,04. N&o houve
diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos outros parametros. Nas
tabelas 3 e 4 sdo demonstradas as comparacdes em todos os momentos avaliados.
As Figuras 17 e 18 mostram a diferenca entre a resposta acentuada, moderada e

discreta em relacdo aos PMNSs.
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Tabela 3. Proporcdo do nivel acentuado de células polimorfonucleares, macrofagos,
linfécitos e proliferacao vascular no porco 1.

Polimorfonucleares Macrofagos Linfdcitos Prolifera¢ao vascular
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina
1% 1% 1% 1%
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 dia 1(25%) 3 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32 dia 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
72 dia 3 (75%) 3 (75%) 2 (50%) 2 (50%) 3 (75%) 3 (75%) 2 (50%) 3 (75%)
142 dia 4 (100%) 4 (100%) 1(25%) 2 (50%) 4 (100%) 1(25%) 3 (75%) 4 (100%)
21°dia 1(25%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%) 0 (0%) 2 (50%) 3 (75%)
282 dia 1(25%) 3 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (50%) 0 (0%) 1(25%) 1(25%)

Coeficientes
Nifedipina 1%

OR = 3,5 (1C95%: 1,04 — 11,7)

OR = 1,4 (1C95%: 0,28 — 7,14)

OR = 0,28 (1C95%: 0,07 — 1,07)

OR =1,76 (1C95%: 0,52 — 5,93)

p-valor 0,044 0,682 0,063 0,361
Tabela 4. Propor¢cdo do nivel acentuado de fibroblastos, colageno e queratinocitos
no porco 1.
Fibroblastos Colageno Queratindcitos
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos
Controle Nifedipina 1% Controle Nifedipina 1% Controle Nifedipina 1%
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
72 dia 0 (0%) 3 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
142 dia 2 (50%) 3 (75%) 1(25%) 1(25%) 0 (0%) 1(25%)
212 dia 4 (100%) 4 (100%) 2 (50%) 2 (50%) 1(25%) 2 (50%)
282 dia 4 (100%) 3 (75%) 4 (100%) 4 (100%) 2 (50%) 2 (50%)

Coeficientes
Nifedipina 1%

p-valor

OR = 3,32 (IC95%: 0,52 — 21,3)
0,206

OR = 1,0 (1C95%: 0,12 - 8,62)

1,000

OR = 2,44 (IC95%: 0,36 — 16,3)
0,358
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Figura 17. Infiltrado acentuado (seta) de PMNs em meio a tecido fibroconectivo

frouxo, em ferimento tratado com NFD (aumento 40x). Fonte: Foto propria do autor.

Figura 18. Ferimentos sem NFD: A - resposta moderada (seta) de PMNs e B -
resposta discreta (seta) de PMNs (aumento 40x). Fonte: Foto propria do autor.

As Tabelas 5 e 6 referem-se a comparacao entre os ferimentos tratados com
NFD 10% e o grupo placebo, que correspondem ao porco 2. Os resultados foram
semelhantes a analise com a NFD 1%, onde apenas na producdo dos PMNs houve
diferenca estatisticamente significativa, sendo que com uma OR maior (OR =11,8 e
p < 0,001).



58

Tabela 5. Proporcdo do nivel acentuado de células polimorfonucleares, macrofagos,
linfécitos e proliferacao vascular no porco 2.

Polimorfonucleares Macrofagos Linfdcitos Proliferagao vascular
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)

Momentos Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina

10% 10% 10% 10%

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 dia 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32 dia 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%) 0 (0%) 0 (0%)
72 dia 1(25%) 2 (50%) 3 (75%) 2 (50%) 1 (25%) 1(25%) 4(100%) 3 (75%)
142 dia 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%) 4(100%) 4 (100%)
212 dia 3 (75%) 3 (75%) 1(25%) 0 (0%) 1 (25%) 1(25%) 3 (75%) 4 (100%)
282 dia 1(25%) 3 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%) 0 (0%) 3 (75%)

Coeficientes
Nifedipina 10%

OR = 11,8 (IC95%: 2,99 — 46,2)

OR = 0,27 (1C95%: 0,05 —1,51)

OR = 2,92 (1C95%: 0,50 — 17,1)

OR =1,78 (1C95%: 0,52 - 6,12)

p-valor <0,001 0,137 0,235 0,355
Tabela 6. Proporcdo do nivel acentuado de fibroblastos, colageno e queratinocitos
no porco 2.
Fibroblastos Colageno Queratindcitos
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos Controle Nifedipina 10% Controle Nifedipina 10% Controle Nifedipina 10%
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
10 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
72 dia 1(25%) 2 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
149 dia 4 (100%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%) 4 (100%)
210 dia 3 (75%) 3 (75%) 3 (75%) 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%)
282 dia 2 (50%) 1 (25%) 4 (100%) 2 (50%) 4 (100%) 2 (50%)

Coeficientes
Nifedipina 10%

p-valor

OR = 1,00 (1C95%: 0,28 — 3,54)

1,000

OR = 0,02 (IC95%: 0,04 — 10,2)
0,986

OR = 1,39 (1C95%: 0,28 — 6,94)

0,685

As Tabelas 7 e 8 referem-se a comparacao entre os ferimentos tratados com

NFD 20% e o grupo placebo, que correspondem ao porco 3. Nessa dosagem de

NFD, houve diferenca estatistica na produgédo dos PMNs (Figuras 17 e 18), com uma

OR mais elevada que o animal 2 (OR = 22,1 e p < 0,001). Ocorreu também aumento

estatisticamente significativo nos niveis acentuados em relacdo aos linfocitos

(Figuras 19 e 20) e na proliferacao vascular (Figuras 21 e 22).
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Houve ainda diferenca estatisticamente significativa nos niveis de colageno e
gueratinécitos quando comparados 0s grupos, porém com uma menor chance de
producdo acentuada para o grupo tratado com NFD (Figuras 23, 24, 25 e 26), sendo
essa diferenca evidenciada principalmente nos dois ultimos dias de coleta, ou seja,

na dltima semana do experimento.

Tabela 7. Proporcao do nivel acentuado de células polimorfonucleares, macréfagos,
linfocitos e proliferacdo vascular no porco 3.

Polimorfonucleares Macroéfagos Linfacitos Proliferagao vascular
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina
20% 20% 20% 20%
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 dia 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32 dia 1(25%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
72 dia 1(25%) 2 (50%) 2 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%) 3 (75%) 4 (100%)
14¢ dia 2 (50%) 3 (75%) 1(25%) 1(25%) 1(25%) 1(25%) 2 (50%) 3 (75%)
212 dia 0 (0%) 4 (100%) 1(25%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (75%)
282 dia 0 (0%) 2 (50%) 1 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 3 (75%)

Coeficientes

Nifedipina 20%

OR = 22,1 (IC95%: 4,67 -104,0)  OR = 0,16 (IC95%: 0,02 —1,52) OR=11,1 (IC95%: 1,01 —20,8)  OR = 4,84 (IC95%: 1,30-18,0)

p-valor <0,001 0,111 0,049 0,019
Tabela 8. Propor¢cdo do nivel acentuado de fibroblastos, colageno e queratinocitos
no porco 3.
Fibroblastos Colageno Queratindcitos
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos
Controle Nifedipina 20% Controle Nifedipina 20% Controle Nifedipina 20%
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
72 dia 2 (50%) 0 (0%) 2 (50%) 0 (0%) 1(25%) 0 (0%)
14° dia 3 (75%) 3 (75%) 1(25%) 0 (0%) 1(25%) 0 (0%)
212 dia 1(25%) 3 (75%) 4 (100%) 1(25%) 2 (50%) 0 (0%)
282 dia 3 (75%) 2 (50%) 4 (100%) 1(25%) 3 (75%) 1(25%)
Coeficientes
Nifedipina 20% OR = 0,78 (1C95%: 0,20 — 3,10) OR = 0,02 (1C95%: 0,00 — 0,28) OR = 0,05 (1C95%: 0,01 — 0,66)
p-valor 0,727 0,005 0,023
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Figura 19. Presenca acentuada (seta) de linfécitos em meio a tecido fibroconectivo
frouxo, em ferimento tratado com NFD (aumento 40x). Fonte: Foto propria do autor.

Figura 20. Ferimentos sem NFD: A - resposta moderada (seta) de linfocitos e B -
resposta discreta (seta) de linfocitos (aumento 40x). Fonte: Foto propria do autor.
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Figura 21. Ferimento tratado com NFD, mostrando resposta acentuada (seta) de
capilares neoformados em meio a proliferacao fibroblastica e infiltrado inflamatério
misto (aumento 40x). Fonte: Foto prépria do autor.

Figura 22. Ferimentos sem NFD: A - resposta moderada (seta) de proliferacéo
vascular e B - resposta discreta (seta) de proliferacdo vascular (aumento 40x).
Fonte: Foto prépria do autor.
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Figura 23. Ferimento tratado apenas com placebo, mostrando depoésito acentuado
(seta) de fibras colagenas, com paralelizacdo das mesmas, em meio a um discreto
infiltrado inflamatério misto (aumento 40x). Fonte: Foto propria do autor.

Figura 24. Ferimentos tratados com NFD: A - resposta moderada (seta) de colageno
e B - resposta discreta (seta) de colageno (aumento 40x). Fonte: Foto propria do
autor.
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Figura 25. Presenca acentuada (seta) de queratindcitos, com espessamento da
epiderme em ferimento tratado apenas com placebo. A derme subjacente exibe
fibras colagenas paralelizadas (aumento 40x). Fonte: Foto prépria do autor.

Figura 26. Ferimentos tratados com NFD: A - resposta moderada (seta) de
gueratinécitos e B - resposta discreta (seta) de queratinécitos(aumento 40x). Fonte:
Foto prépria do autor.

52 COMPARACAO DOS FERIMENTOS TRATADOS COM NIFEDIPINA,
INDEPENDENTE DA DOSE, E OS FERIMENTOS TRATADOS COM PLACEBO
NOS ANIMAIS 1,2 E 3

Na avaliacao dos niveis de PMNs, observa-se baixa atividade das células em
todos 0s momentos do grupo controle, enquanto que, Nnos grupos que receberam a
NFD, os niveis acentuados foram mais frequentes em todos os momentos do
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experimento (p < 0,001). Ou seja, uma ferida tratada com nifedipina tem 8,48 vezes
mais chance de produzir um nimero de células acentuado do que uma ferida tratada
com placebo. No que se refere aos niveis de macrofagos, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparadas as feridas tratadas pela NFD com
0 grupo placebo. Em relacdo aos niveis de linfocitos também n&o houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparados os dois grupos. Na avaliacdo da
proliferacéo vascular, observa-se que o grupo NFD apresenta atividade acentuada
mais frequente a partir do sétimo dia. Comparado ao placebo, houve diferenca
estatisticamente significativa, com 2,24 vezes (p = 0,019) maior chance de producéo

acentuada ao longo do tempo (Grafico 2 e Tabela 9).

Polimorfonucleares: OR = 8,48 (p < 0,001) Macréfagos: OR = 0,45 (p = 0,104)
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Gréfico 2. Percentual de resposta acentuada nos niveis de PMNs, macréfagos,
linfocitos e proliferagéo vascular nos seis momentos analisados dos animais 1, 2 e 3.
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Tabela 9. Propor¢cdo do nivel acentuado de células PMNs, macréfagos, linfécitos e
proliferacdo vascular em todas as feridas submetidas a nifedipina versus as feridas

tratadas com placebo nos animais 1, 2 e 3.

Polimorfonucleares Macréfagos Linfdcitos Proliferagao vascular
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos
Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 dia 1(8,3%) 11 (91,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32 dia 1(8,3%) 12 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(8,3%) 0 (0%) 0 (0%)
72 dia 5 (41,7%) 7 (58,3%) 7 (58,3%) 4 (33,3%) 4(33,3%) 5 (41,7%) 9 (75%) 10 (83,3%)
142 dia 6 (50%) 9 (75%) 4(33,3%) 3 (25%) 5 (41,7%) 3 (25%) 9 (75%) 11 (91,7%)
212 dia 4 (33,3%) 7 (58,3%) 2 (16,7%) 0 (0%) 2 (16,7%) 1(8,3%) 5(41,7%) 10 (83,3%)
282 dia 2 (16,7%) 8 (66,7%) 1(8,3%) 0 (0%) 2 (16,7%) 5(41,7%) 1(8,3%) 7 (58,3%)
Coeficientes
Nifedipina OR = 8,48 (IC95%: 3,99 —18,0) OR = 0,45 (IC95%: 0,16 —1,18) OR=1,21 (IC95%: 0,48 —3,08)  OR = 2,24 (IC95%: 1,14 — 4,38)
p-valor <0,001 0,104 0,674 0,019

Em relacdo aos niveis de fibroblastos, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa. Quanto aos niveis de colageno, observa-se que o grupo NFD teve um
menor percentual de atividade acentuada (OR 0,06/p = 0,006). Na avaliacdo dos
queratindcitos, ndo houve diferenca estatisticamente significativa quando
comparados as feridas tratadas pela NFD com o grupo placebo (Gréfico 3 e Tabela
10).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Queratin%C3%B3cito
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Fibroblastos: OR = 1,18 (p = 0,735) Coladgeno: OR = 0,06 (p = 0,006)
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Grafico 3. Percentual de resposta acentuada nos niveis de fibroblastos, colagenos e
gueratinécitos nos seis momentos analisados dos animais 1, 2 e 3.
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Tabela 10. Proporcéo do nivel acentuado de fibroblastos, colageno e queratindcitos
em todas as feridas submetidas a nifedipina versus as feridas tratadas com placebo

nos animais 1, 2 e 3.

Fibroblastos Colageno Queratindcitos
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
72 dia 3 (25%) 5 (41,7%) 2 (16,7%) 0 (0%) 1(8,3%) 0 (0%)
142 dia 9 (75%) 10 (83,3%) 2 (16,7%) 1(8,3%) 2 (16,7%) 5(41,7%)
212 dia 8 (66,7%) 10 (83,3%) 9 (75%) 3 (25%) 5 (41,7%) 4 (33,3%)
28¢ dia 9 (75%) 6 (50%) 12 (100%) 7 (58,3%) 9 (75%) 5 (41,7%)
Coeficientes
Nifedipina OR=1,18 (1C95%: 0,53 — 2,61) OR = 0,06 (1C95%: 0,01 - 0,45) OR = 0,78 (1C95%: 0,35 —1,73)
p-valor 0,735 0,006 0,544

5.3 COMPARACAO ENTRE OS CONTROLES DOS ANIMAIS 1, 2 E 3 COM 0S
CONTROLES DO ANIMAL 4

A comparagédo entre os ferimentos tratados apenas com placebo nos porcos
gue fizeram uso da NFD (animais 1, 2 e 3) com os ferimentos também tratados
apenas com placebo no porco que néo teve exposicdo a NFD (animal 4), mostra que
ocorre interferéncia nos ferimentos que nao fizeram uso direto, mas que foram
expostos ao medicamento.

Observamos um aumento estatisticamente significativo dos PMNs nos
ferimentos nao tratados diretamente, mas expostos a NFD (Tabela 11). Além disso,
no animal 1 aconteceu maior resposta com relacao aos linfécitos (p = 0,029) (Tabela
13) e no animal 2 ocorreu aumento no nivel de proliferacdo vascular (p = 0,016)
(Tabela 14).

Os demais parametros (macréfagos, fibroblastos, colageno e queratindcitos)

nao mostraram resultados com significado estatistico (Tabelas 12, 15, 16 e 17).
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Tabela 11. Proporgédo do nivel de células PMNs entre os grupos controle ao longo

dos 6 momentos analisados.

32 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%)

142 dia 1(12,5%) 4(100%) 0 (0%) 2 (50%)

28¢ dia 0 (0%) 1(25%) 1 (25%) 0 (0%)

Tabela 12. Proporcdo do nivel de macréfagos entre os grupos controle ao longo dos

6 momentos analisados.

3¢ dia 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0)
14¢ dia 3(37,5%) 1 (25%) 2 (50%) 1(25%)

280 dia 1(12,5%) 0 (0%) 0(0) 1(25%)
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Tabela 13. Propor¢céo do nivel de linfécitos entre os grupos controle ao longo dos 6

momentos analisados.

=
o
3
5
8

1% 10% 20 %

3¢ dia 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

140 dia 0(0) 4 (100%) 0(0) 1(25%)

289 dia 0(0) 2 (50%) 0(0) 0(0)

Tabela 14. Proporcdo do nivel de proliferagdo vascular entre os grupos controle ao

longo dos 6 momentos analisados.

Momento

1% 10% 20%

32 dia 0(0) 0(0) 0 (0%) 0(0)

142 dia 6 (75%) 3(75%) 4 (100%) 2 (50%)

282 dia 0(0) 1(25%) 0(0) 0(0)
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Tabela 15. Proporcéo do nivel de fibroblastos entre os grupos controle ao longo dos

6 momentos analisados.

Momento

3¢ dia 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

14¢ dia 8(100%) 2 (50%) 4 (100%) 3 (75%)

282 dia 7(87,5%) 4 (100%) 2 (50%) 3 (75%)

Tabela 16. Proporcédo do nivel de colageno entre os grupos controle ao longo dos 6

momentos analisados.

1% 10 % 20%

Momento

30 dia 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

14° dia 0(0) 1(25%) 0(0) 1(25%)

28° dia 8 (100%) 4 (100%) 4 (100%) 4 (100%)
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Tabela 17. Proporcédo do nivel de queratindcitos entre os grupos controle ao longo

dos 6 momentos analisados.

Controle Controle Controle
Momento Controle NIFEDIPINA NIFEDIPINA ' NIFEDIPINA

1% 10 % 20 %

12 dia 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

32 dia 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

72 dia 0(0) 0(0) 0(0) 1(25%)

142 dia 2 (25%) 0(0) 1(25%) 1(25%)

212 dia 1(12,5%) 1(25%) 2 (50%) 2 (50%)

289 dia 8 (100%) 2 (50%) 4 (100%) 3 (75%)

Controle versus Controle NEFIDINA 1% p = 0,414
Controle versus Controle NEFIDINA 10% p = 0,392

Controle versus Controle NEFIDINA 20% p=0,414

5.4 COMPARACAO DOS GRUPOS CONTROLE E NIFEDIPINA QUANTO A AREA
DA FERIDA

O modelo nos mostra que ha uma reducdo média de 0,188 cm? na area das
feridas a cada 7 dias de tempo de observacdo, reducdo esta estatisticamente
significativa (p<0,001). Porém, quando comparados 0s grupos, a diferenca média ao
longo do tempo foi de 0,016cm?, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa
na reducdo da area da ferida no periodo analisado. A média da medida da ferida,
independente do grupo, foi de 5,552 cm? de acordo com a constante do modelo
(Tabela 18).

Esses achados do modelo podem ser observados nos gréficos 4 e 5, onde o
grafico 4 expressa a trajetéria da medida da area de cada ferida, nos grupos NFD e
controle, e o grafico 5 mostra a trajetoria média da medida da area das feridas dos
dois grupos, sendo identificada uma igualdade no comportamento nos diferentes

momentos analisados.
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Tabela 18. Coeficientes do modelo de regresséao linear de efeitos mistos na analise
da associacdo do comportamento da medida da area da ferida ao longo do tempo

segundo grupos controle e NFD.

Area Coeficiente B IC (95%) p-valor

Momentos -0,188 -0,200 a -0,176 <0,001

Grupos 0,016 -0,252 a 0,285 0,904

Constante 5,552 5,276 a 5,825 <0,001
Controle Nifedipina

IRYRo2o

Momento (dia)

Gréfico 4. Trajetorias das areas das feridas segundo os grupos controle e NFD.
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6. DISCUSSAO

Nossa pesquisa avaliou os dados dos efeitos da NFD na forma tépica, em 32
ferimentos de quatro animais distintos do mesmo modelo (suino), tido como padrao
para estudo sobre cicatrizacdo de feridas cutdneas (SULLIVAN, 2001; HENGGE;
WALKER; VOGEL, 1996; BERNATCHEZ et al., 1998; TFAILI et al., 2012; SEATON;
HOCKING; GIBRAN, 2015; VOLK; BOHLING, 2013). A coleta ocorreu em seis
momentos diferentes, permitindo que observdssemos o processo de cicatrizacdo em
ferimentos tratados diretamente com a NFD, assim como naqueles que sofreram
alguma influéncia do efeito sistémico ocorrido pela absorcdo do medicamento
(controles de cada animal 1, 2 e 3) e nagueles sem qualquer exposicdo (animal 4).

A utilizacdo de trés concentracdes diferentes da NFD (1%, 10% e 20%),
respectivamente nos trés primeiros animais, foi para se tentar estabelecer qual seria
a concentracdo que provocaria melhor resposta histologica ou de reducdo da area
de cicatrizacdo, com menor efeito sistémico.

A anélise comparativa entre as feridas tratadas com NFD e as feridas que
utilizaram apenas placebo, em cada animal individualmente, ou seja, porco 1 (NFD
1% vs placebo), porco 2 (NFD 10% vs placebo) e porco 3 (NFD 20% vs placebo)
revelou que houve uma resposta acentuada progressiva e estatisticamente
significativa em relacdo aos PMNs, de acordo com a concentracdo [1% (OR
3,5/p=0,044), 10% (OR 11,8/p<0,001) e 20% (OR 22,1/p<0,001)].

Tal resposta progressiva ndo € percebida em relacdo aos outros parametros
(macréfagos, linfocitos, proliferacdo  vascular, fibroblastos, colageno e
gueratindcitos), entretanto, no animal 3 especificamente que utilizou a maior
concentracdo (20%), observamos diferenca estatistica entre os ferimentos também
em relacdo aos linfocitos, proliferacdo vascular, formacdo do colageno e
gueratinécitos. Sendo que, os ferimentos que fizeram uso do creme apresentaram
mais resposta acentuada para linfocitos (OR 11,1/p = 0,049) e proliferacdo vascular
(OR 4,84/p=0,019) e, a0 mesmo tempo, menos resposta acentuada para colageno
(OR 0,02/p=0,005) e queratindécitos (OR 0,05/p=0,023).

Quando avaliamos os 12 ferimentos tratados com NFD (independentemente
da concentracdo) em relacdo aos 12 ferimentos tratados com placebo nos trés
primeiros animais, percebemos que persistem resultados estatisticamente

significativos a favor dos ferimentos tratados com medicamento no aumento dos
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PMNs (OR 8,48/p < 0,001), no aumento da proliferacdo vascular (OR 2,24/p = 0,019)
e na diminuicdo nos niveis de colageno (OR 0,06/p = 0,006). Ou seja, mesmo
guando colocamos os varios fatores que poderiam provocar algum viés nos
resultados (exposicdo a concentracoes diferentes da NFD, coleta, interpretacdo da
histologia, numero dos ferimentos, cuidados com 0s animais durante o tempo da
pesquisa), encontramos resultados estatisticamente significativos para PMNSs,
proliferacdo vascular e colageno.

Para entender se havia absorgéo sistémica do medicamento, comparamos 0s
controles dos porcos 1, 2 e 3 com os controles do porco 4. Nenhum desses
ferimentos recebeu medicamento. Entretanto, os ferimentos dos trés primeiros
animais poderiam sofrer influéncia de um possivel efeito sistémico provocado pela
absorcdo da NFD nos ferimentos tratados diretamente com a medicagdo. J& no
animal 4, isso n&o ocorreria porque todos os ferimentos foram tratados
exclusivamente com placebo.

Dessa forma, verificamos que, nos ferimentos controles dos trés primeiros
animais, mesmo sem exposi¢cado direta a NFD, houve aumento estatisticamente
significativo de PMNs em todas as concentracbes quando comparados com 0s
ferimentos controles do animal 4. Houve também, maior resposta com relacdo aos
linfécitos no porco 1 e mais proliferacéo vascular no porco 2 quando comparados ao
porco 4. Esses resultados sugerem que a NFD topica possa ter algum efeito
sistémico, sobretudo em relagdo ao aumento dos PMNSs.

Estudos avaliando a resposta da NFD na forma topica, utilizando o modelo
animal proposto neste estudo ainda sdo escassos. Miller et al. (1985) analisaram 16
porcos, sendo 8 expostos a NFD e 8 controles, com 4 ferimentos em regido dorsal
cada um. O estudo ndo mostrou diferenca estatistica entre 0s grupos, mas
chamamos a atencdo pela via de administracdo da droga (oral) e os parametros
utilizados para avaliar os resultados (apenas tamanho do ferimento).

A utilizacdo da NFD para estudos sobre cicatrizacdo € mais encontrada em
roedores (ratos), seja na forma oral (PAL, KHAZANCHI e MOUDGIL, 1991;
BRASHAR, UDUPA, S. e UDUPA, A, 2005; PATIL, AGNIHOTRI e SINGH, 2009) ou
topica. Ebadi et al. (2003) estudaram o efeito da NFD tépica na concentracdo de 3%
em ratos diabéticos e nao diabéticos. Ao final do experimento, houve maior resposta
no escore da fase de inflamac&o nos animais que fizeram uso da NFD topica, tanto
nos diabéticos (14,5 vs 6,5; p<0,005) como nos nao diabéticos (11,3 vs 5,8; p<0,05)
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em relacdo ao placebo. Ainda no grupo dos diabéticos, a utilizacdo da NFD também
interferiu na fase de maturacdo (7,4 vs 13,6; p<0,05). Em ambos, ndo houve
diferenca em relacao a fase de proliferacao.

Davis et al. (1999) avaliaram a evolucdo de retalhos provocados na regiao
dorsal de 61 ratos, utilizando trés medicamentos na forma topica (NFD, salicilato de
trolamina e nitroglicerina). Os animais foram divididos em seis grupos sendo grupo 1
(controle - vaselina inerte), grupo 2 (NFD), grupo 3 (salicilato de trolamina), grupo 4
(nitroglicerina), grupo 5 (combinacdo de NFD e nitroglicerina) e grupo 6 (NFD,
nitroglicerina e salicilato de trolamina). Os resultados mostraram que houve uma
reducdo estatisticamente significativa da area, em todos os grupos que fizeram uso
das medicacdes topicas em relacdo ao controle.

Apesar da importancia inquestionavel dos estudos sobre cicatrizacao da pele
utilizando ratos como modelo experimental, salientamos que ndo é o modelo ideal
para pesquisas gque examinam essa questado, tendo em vista as grandes diferencas
em relacdo a pele humana (espessura fina da derme e epiderme, musculatura
envolta no tecido celular subcutaneo, maior elasticidade, grande concentracdo de
foliculos pilosos, cicatrizacdo predominantemente através de contracdo e a resposta
do sistema imune muito diferente) (SULLIVAN, 2001; KIM; MUSTOE; CLARK, 2015;
WANG et al., 2000; GALLANT-BEHM; HART, 2006; JUNG et al., 2013).

A cicatrizacdo ocorre em trés fases distintas (inflamacao, proliferacdo e
maturacao), apesar de acontecerem simultaneamente (LEONG; PLILLIPS, 2015;
AGHA et al., 2011; SMITH, 2000). Na primeira fase, acontece a chegada de células
inflamatérias, a partir dos vasos remanescentes no leito da ferida. Acreditamos que
o efeito vasodilatador da NFD pelo blogueio da entrada de calcio nas células
endoteliais, favoreca o aparecimento tao importante dos PMNs encontrado no nosso
estudo (OIGMAN e FRITSCH, 1998; BROWN et al., 2000; BOMBIG e POVOA, 2009;
JARDIM, P., JARDIM, T. e SOUZA, 2013; DOLLERY, 1991).

Os PMNs expressam moléculas de adeséo na superficie que interagem com
ligantes especificos do endotélio, atravessando a parede dos vasos no espago entre
as células endoteliais (LEONG e PHILLIPS, 2015; SINGER E CLARK, 1999;
MENDONCA E COUTINHO-NETTO, 2009; TAZIMA, VICENTE E MORIYA, 2008;
MARTIN E LEIBOVICH, 2005; JUNKER, CATERSON e ERIKSSON, 2013; ROSS;
PAWLINA, 2016). Assim, a NFD poderia facilitar a chegada dessas células
inflamatorias ao leito da ferida, tendo em vista 0 aumento do espaco intercelular
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provocado pela dilatacdo dos vasos (OIGMAN; FRITSCH, 1998; BOMBIG; POVOA,
2009; JARDIM, P.; JARDIM, T.; SOUZA, 2013; HAFNER et al., 2010; GASSER,
1991; FISHER; SNART, 1984).

Ainda na fase inflamatéria, no animal 3, que utilizou a maior concentragdo
(20%), observamos também diferenca estatistica em relagdo aos linfocitos. Essas
células estdo relacionadas ao sistema imune, sendo encontradas normalmente na
circulagdo periférica (JUNQUEIRA; CARNEIRO 2013). A resposta mais acentuada
dos linfocitos, nos ferimentos tratados com o creme a 20%, pode ter sido devido a
acdo da NFD, ja que o mecanismo de atravessar a parede dos vasos é semelhante
entre os leucécitos (MARTIN; LEIBOVICH, 2005), ou seja, a passagem dessas
células para o leito da ferida fica facilitada pelo aumento do espaco intercelular
endotelial ocasionado pela vasodilatagao.

A outra célula da fase inflamatéria, investigada na nossa pesquisa, foi o
macrofago. Surge na ferida a partir da conversédo sofrida pelos monécitos, sendo
responsavel por coordenar o restante dessa fase, através da intensa liberacdo de
mediadores, a partir do segundo dia (NEVES, 2015; ROSS; PAWLINA, 2016;
MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009; LEONG,; PLILLIPS, 2015). Nos ferimentos
tratados com NFD 1%, houve aumento da resposta acentuada (OR 1,4/p=0,682),
entretanto houve diminuicdo progressiva nos ferimentos tratados com NFD 10% (OR
0,27/p=0,137) e 20% (OR 0,16/p=0,111), respectivamente. Ou seja, apesar de ndo
ter havido resultado estatisticamente significativo, os resultados sugerem que, nas
concentragcfes maiores, ocorre inibicdo dos macrofagos.

Mesmo que ainda ndo se compreenda ao certo 0s mecanismos guimiotaticos
para os macréfagos, percebe-se um aumento importante da concentracdo de calcio
na fase inflamatéria, dessa forma, a inibicdo da entrada desse ion pelos
bloqueadores de canal de célcio podem interferir na maturacdo e na sintese de
mediadores inflamatérios (LANSDOWN, 2002). Antes mesmo da interferéncia direta
sobre os macréfagos, mostrou-se que, para haver ativacdo dos mondcitos (células
precursoras dos macrofagos), faz-se necessario o influxo de calcio através dos
canais especificos, tendo sido demonstrado em estudo in vitro que a NFD foi capaz
de diminuir, nessas células, a producéo de citocinas que influenciam na cicatrizacao
de feridas (interleucinas 1 e 6, fator de necrose tumoral alfa e interferon gama)
(MATSUMORI, A.; NISHIO, R.; NOSE, Y, 2010).
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A fase proliferativa € o momento de preparacdo da ferida para ser reparada.
Nessa fase, ocorrem trés etapas distintas: angiogénese, fibroplasia e epitelizacéo
(LEONG; PLILLIPS, 2015; SINGER; CLARK, 1999; TAZIMA; VICENTE; MORIYA,
2008). A formagcdo de novos vasos (angiogénese) acontece pela migracdo de
células endoteliais dos vasos pré-existentes, através dos espacos intercelulares da
parede desses mesmos vasos, facilitada pela vasodilatacdo (LEONG; PLILLIPS,
2015; AKHAVANI et al., 2008; FOLKMAN; SHING, 1992; ARNOLD; WEST, 1991;
O'REILLY et al., 1997). Possivelmente, o efeito vasodilatador da NFD interferiu
nessa etapa da cicatrizacdo, tendo em vista a maior ocorréncia de proliferacédo
vascular encontrada nos ferimentos tratados com o creme. Entretanto, esse efeito s6
foi observado na maior concentracdo (20%) isoladamente ou quando avaliamos
todos os ferimentos tratados com NFD em relacdo aos controles dos trés primeiros
animais (OR 4,84/p=0,019 e OR 2,24/p=0,019, respectivamente). O aumento da
proliferacdo vascular ndo foi acompanhado de um aumento estatisticamente
significativo do namero de fibroblastos. Essas células ja existem nos tecidos de
forma quiescente. Talvez a vasodilatacdo ndo seja tdo importante para a chegada
dessas células aos locais de ferimento como é para as células inflamatodrias e para a
propria proliferacdo vascular, tendo em vista que seu deslocamento ocorre mais por
movimento proprio (diapedese) estimulado pelos fatores quimiotaticos (LEONG;
PLILLIPS, 2015; SINGER; CLARK, 1999; MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

Na fase proliferativa, os fibroblastos assumem a responsabilidade de conduzir
a cicatrizacdo por produzirem proteinas essenciais da matriz-extracelular, dentre
elas, o colageno (fibroplasia). Sao células que ja estdo presentes no tecido
conjuntivo em estado de repouso, sendo ativadas e diferenciadas pelo estimulo dos
mediadores inflamatdrios liberados principalmente pelos macréfagos e plaquetas
(LEONG; PLILLIPS, 2015; SINGER; CLARK, 1999; MENDONCA; COUTINHO-
NETTO, 2009; TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008; BOGGIO, 2008). No nosso
estudo, nenhuma concentracdo mostrou resultado estatisticamente significativo em
relacdo a esse parametro. Entretanto, pesquisas com cultura de fibroblastos indicam
a importancia do calcio na estabilizacdo da membrana plasmatica, assim como na
migragcdo, proliferacdo e regulacdo na sintese de proteinas e mediadores da
cicatrizacdo por essas células (LANSDOWN, 2002; BOGGIO, 2008; WEIMANN;
HERMANN, 1999).
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Ainda na fase proliferativa, ha inicio da sintese do colageno a partir dos
fibroblastos. Isso persiste até a fase de maturacao onde passa a haver um equilibrio
entre a producdo e a degradacéo, sendo a forca ténsil da cicatriz mantida pelas
ligacBes cruzadas entre os feixes de coldgeno (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).
No nosso estudo, houve diminuicdo estatisticamente significativa do colageno nos
ferimentos tratados com NFD a 20% isoladamente (OR 0,02/p=0,005) e quando
avaliamos todos os ferimentos tratados com NFD em relagdo aos controles dos trés
primeiros animais (OR 0,06/p=0,006). O calcio funciona estimulando a sintese
proteica, sobretudo quando esta associado a uma proteina citosélica (calmodulina),
formando o complexo calcio-calmodulina. Este composto participa na liberacdo do
acido araquidoénico proveniente da membrana plasmatica, permitindo a producao de
importantes estimuladores do processo de cicatrizacdo (prostaglandinas e
leucotrienos), além de atuar também na producdo da proteina C quinase a qual atua
estimulando a proliferacdo dos fibroblastos (BOGGIO, 2008; KANG; LEE;
HIGGINBOTHAM, 1997). ROTH (1996) mostrou que a auséncia de calcio no interior
de fibroblastos, provocada por bloqueadores dos canais de calcio, interferiu na
sintese do coldgeno de forma significativa. De forma semelhante, (LEE; PING,
1990), descreveram que fibroblastos expostos a NFD (in vitro) apresentam
diminuicdo da incorporacao da prolina na matriz extra-celular. A prolina, assim como
a lisina, € excretada da célula como uma molécula de pro-colageno. Apos sofrer
modificacbes da sua estrutura por proteases do meio extra-celular, converte-se em
monbémeros que, quando unidos, ajudam na formacdo das fibras de colageno
(LEONG,; PLILLIPS, 2015; BOGGIO, 2008).

Quando ocorre mais sintese do que degradacdo do colageno, os pacientes
apresentam cicatrizes hipertréficas (proliferacdo dentro das margens da ferida que
pode regredir com o tempo) ou queloides (proliferacdo além das margens da ferida
que normalmente ndo regride com o tempo). Essas cicatrizes proliferativas
provocam efeitos ndo desejaveis do ponto de vista estético e, dependendo da area
do corpo como, por exemplo, articulagbes, também provocam limitacdo funcional
(LEONG,; PLILLIPS, 2015; BOGGIO, 2008). Portanto, € possivel que a utilizacdo de
um creme a base de NFD tenha algum efeito benéfico em pessoas com tendéncia a
essas duas situacoes.

Boggio et al. (2014) estudaram o efeito de um bloqueador de canal de calcio

(verapamil) na cicatriz de pacientes submetidos a cirurgia pléstica. Foram recrutados
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120 casos (60 de mamoplastia e 60 de abdominoplastia), sendo divididos em dois
grupos (A - controle e B - experimento). Os pacientes do grupo experimento fizeram
uso de um gel a base de verapamil (bloqueador de canal de calcio) duas vezes por
dia a partir do sétimo dia de cirurgia, durante 90 dias. A compara¢ao entre 0s grupos
mostrou uma melhor qualidade do aspecto estético das feridas nos pacientes que
fizeram uso do medicamento, tanto has mamoplastias como nas abdominoplastias
(80% e 75,2% versus 48% e 51,2%, respectivamente, p < 0,05).

A epitelizacdo ocorre j& a partir das primeiras 24 horas com a participagéo dos
gueratinécitos que estdo localizados nas margens da lesdo e nos foliculos pilosos
mais préximos. Essas células participam recobrindo a ferida, formando uma crosta e
também auxiliam na contracdo da ferida (LEONG; PLILLIPS, 2015; SINGER;
CLARK, 1999; TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008). Estudos com cultura de
gueratinécitos descrevem a importancia do célcio para que ocorra a migracdo e
proliferacdo dessas células (RESING, 1993; SANTORO; GALDINO, 2005; YUSPA et
al., 1988). Além disso, a citocina que promove esse estimulo (KGF - Fator de
Crescimento dos Queratindcitos) é produzida pelos fibroblastos que, como ja
discutimos acima, também sofre inibicdo na falta de célcio (LEONG; PLILLIPS, 2015;
MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009). No nosso estudo, houve reducéo dos
gueratinécitos apenas nos ferimentos tratados com NFD a 20% em relacdo aos
controles do mesmo animal (OR 0,05/p = 0,023).

Assim, o bloqueio da entrada do calcio nas células, pela NFD, pode ter
promovido inibicdo na produgcdo de colageno pelos fibroblastos e diminuicdo do
namero de queratinécitos nas feridas do animal 3, porém, na comparacdo dos 12
ferimentos tratados com medicacdo com os 12 ferimentos tratados com placebo,
apenas o colageno sofreu interferéncia. Provavelmente, esse achado ocorreu pelo
fato dos queratindcitos continuarem ativos mesmo em baixas concentracfes desse
ion (LANSDOWN, 2002).

Na maturacao, ocorre diminuicdo importante do tecido de granulacdo formado
na fase proliferativa, assim como dos fibroblastos e a ferida passa a apresentar
maior resisténcia ténsil, devido as ligagbes cruzadas entre as fibras de colageno.
Nessa fase, a ferida diminui rapidamente de tamanho e sofre um processo de
remodelamento (LEONG; PLILLIPS, 2015; SINGER; CLARK, 1999; TAZIMA,
VICENTE; MORIYA, 2008). Para avaliar esta ultima etapa, acompanhamos, durante

0 periodo da pesquisa, o tamanho da &rea dos ferimentos. Quando comparamos
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todos os ferimentos tratados com NFD com os controles, percebemos que houve
uma reducdo importante das feridas que utilizaram o medicamento na primeira
semana, entretanto esse efeito foi perdido a partir do décimo quarto dia, acabando
por cicatrizarem praticamente ao mesmo tempo (grafico 5). Acreditamos que os
beneficios obtidos nas fases iniciais com o aumento das células inflamatérias (PMNs
e linfocitos) e da proliferacdo vascular, foram compensados pela inibicdo dos
gueratinécitos e diminuicdo na producdo de colageno. Assim, essa capacidade de
estimular algumas células e inibir outras, pode ter contribuido para o fato de nao ter
havido diferenca estatisticamente significativa em relacdo a reducdo da area no
periodo final da pesquisa.

Alguns autores utilizam a NFD por via oral para feridas cutaneas relacionadas
ao vasoespasmo arteriolar como as Ulceras hipertensivas e as Ulceras da
esclerodermia, devido a melhor perfusdo tecidual (HAFNER et al., 2010; FREIRE;
FERNANDES; PINEIRO-MACEIRA, 2006; WOO et al., 1984; GASSER, 1991).
Estudos mostram que acontece aumento da velocidade do fluxo capilar, observada
através da capiloroscopia e diminuicdo da resisténcia periférica, indicando
vasodilatacao arteriolar com consequente melhora da oferta de oxigénio e nutrientes
para os tecidos, em pacientes que utilizaram nifedipina por via oral (GASSER, 1991,
FISHER; SNART, 1984; BELCARO; NICHOLAIDES, 1989; CESARONE; LAURORA,;
BELCARO, 1992).

A NFD topica para tratamento de feridas cutdneas é descrita na pratica
médica com relatos de casos isolados sem padronizacdo das concentracfes, ou
seja, é prescrita sem que haja uma recomendacdo na bula do produto (off-label)
(SMITH, 2010).

Torsiello e Kopacki (2000) relataram dois casos. O primeiro caso é de uma
mulher de 43 anos portadora de diabetes que apresentava uma ulcera em calcaneo
direito ha sete anos. Utilizou-se um preparado de nifedipina a 8% duas vezes ao dia,
sendo obtida a cicatrizacdo no periodo de 8 semanas e sem efeitos colaterais. O
segundo caso foi de um garoto de 8 anos que sofreu necrose da pele do pé no lugar
gue foi colocado um expansor para corrigir uma area de cicatriz hipertréfica prévia.
Para o tratamento dessa area necrosada, foi feito uso topico de nifedipina a 2% duas
vezes por dia, com o paciente apresentando cicatrizacdo completa em trés

semanas.
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Israel (2003) também relatou o caso de um homem de 55 anos tratado de
uma ulcera na perna esquerda, apos fratura devido queda de aproximadamente 3,5
metros. Ja vinham sendo feitos desbridamentos e curativos por dois anos, sem
sucesso. Apos 42 dias de tratamento com NFD topica a 16% associada a um outro
gel para fim analgésico contendo misoprostol 0,0024%, fenitoina 1%, metronidazol
2% e lidocaina 2%, o paciente apresentou uma reducéo de 95% da area da ferida.

A NFD tépica ainda € encontrada na literatura como sendo efetiva no
tratamento de pacientes portadores de fissura anal ou de pds-operatério de
hemorroidectomia. Nestes casos, acredita-se que o mecanismo de acdo se deva
pelo fato da NFD promover um relaxamento das células musculares lisas do préprio
canal anal que se encontra hiperténico. Assim, a inibicdo do espasmo muscular
dessa regido proporciona alivio da dor e melhora da perfusédo local, facilitando a
cicatrizacdo dessas lesdes (AGRAWAL; KAUSHAL; GUPTA, 2013; GOLFAM et al.,
2010; BASSO et al., 2011).

A alta prevaléncia dos ferimentos de pele, em todas as faixas etarias, com
todos os custos envolvidos, sejam sociais, emocionais ou econémicos, faz com que
haja uma busca por medicamentos que possam ajudar na recuperagcdo dos
pacientes (SCHUBERT, 2003; SOARES, 2012; MESQUITA, 2013; HONSIK et al.,
2007; NICKS et al., 2010).

O presente estudo, portanto, sugere que a NFD tOpica possa interferir na
cicatrizacdo de feridas principalmente na concentracdo de 20%, tendo em vista que
atua nas trés fases da cicatrizacdo (inflamatéria, proliferativa e maturacédo),
promovendo principalmente aumento de células inflamatérias (PMNs e linfocitos),
aumento da proliferacdo vascular e diminuicdo do colageno e queratindcitos,
respectivamente.

Trabalhos futuros poderdo confirmar esses efeitos, assim como identificar
qgual seria o0 melhor momento para utilizagdo da NFD na forma tdpica para se obter
os beneficios especificos de cada etapa do processo de cicatrizacao.

As principais limitagdes do nosso estudo foram: auséncia na literatura de uma
concentracdo especifica da NFD na forma tdpica o que nos obrigou a testar trés
concentragbes diferentes, assim como a falta de parametros especificos que
permitissem uma comparacdo mais fidedigna das respostas encontradas na
histologia, numero relativamente pequeno de animais e nao possibilidade de calculo

amostral por questdes éticas.
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7. CONCLUSOES

A utilizacdo da NFD topica provoca aumento dos polimorfonucleares,
independente da concentracdo. Na concentracdo de 20%, além do aumento
dos polimorfonucleares, ocorre também maior resposta dos linfécitos.

A NFD topica nas concentracdes menores (1% e 10%) ndo provoca alteracao
na fase proliferativa, entretanto, h4 aumento da proliferacdo vascular e
diminuicdo dos queratindcitos nos ferimentos tratados com o creme na
concentracéo de 20%.

Ferimentos tratados com nifedipina tépica na concentracdo de 20%
apresentam diminuicdo da formacéo de colageno.

As trés concentracOes utilizadas neste estudo provocaram resposta na fase
inflamatoria, porém apenas a maior (20%) interfere também nas fases de
proliferagéo e maturacao.

E possivel que haja absorcéo sistémica da NFD topica, provocando aumento
principalmente de polimorfonucleares em locais ndo tratados diretamente com
0 medicamento.

N&o hé diferenca em relacdo ao tempo final de cicatrizacdo entre o0s

ferimentos tratados com NFD e os controles.
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APENDICE 1 - Artigo: EFEITO DA NIFEDIPINA TOPICA NA OCORRENCIA DE
LEUCOCITOS EM FERIDAS DE PELE EM MODELO SUINO

1. Introducgéo

A pele humana é um 6rgao extremamente sofisticado e evoluido que recobre
todo o corpo’?. Os ferimentos na pele podem acontecer por causas externas ou
devido a doencas do proprio paciente e representam, em algumas situacdes, um
desafio para os profissionais de saude, com elevado custo social, econémico e
emocional®*°.

O processo de cicatrizagdo acontece a partir do momento em que ha o dano e
envolve trés fases (inflamatoria, proliferativa e maturagdo) que acontecem
simultaneamente e se relacionarem entre si®. Na primeira fase, ha o recrutamento
das células de defesa como os polimorfonucleares (PMNs), macrofagos e linfocitos
que tem a funcéo de combater agentes infecciosos e corpos estranhos® %910,

A nifedipina (NFD) é um medicamento utilizado h4 mais de trés décadas no
tratamento da doencga hipertensiva, apresentando como efeito a dilatacdo arteriolar,
a partir do bloqueio dos canais de célcio nas células endoteliais********> Alguns
autores descrevem que a NFD pode ter algum beneficio cicatrizante nos pacientes
portadores de lesdes crbnicas especificas relacionadas a vasoespasmo arteriolar
como as Ulceras hipertensivas e as Ulceras da esclerodermia, devido a melhor
perfusdo tecidual’®*"*8. Entretanto, a maioria dos trabalhos avalia a atuacdo da NFD
na forma sistémica com ingestdo oral, sendo a maior parte como relatos de casos,
ou ainda, observando o resultado em animais menores (ratos), com pouca
praticidade para uso humano, tendo em vista as grandes diferengas entre os tipos
de pele®®?°,

A pele suina é considerada o melhor modelo experimental para comparacao
com a pele humana, devido as grandes semelhancas do ponto de vista histologico e
funcional. Ambas apresentam, de forma similar, espessura, glandulas sebaceas,
glandulas sudoriparas, tecido celular subcutaneo e densidade de foliculos capilares.
Possuem tempo de regeneracao da epiderme em torno de trinta dias, assim como a
estrutura bioquimica semelhante do colageno. Além disso, o0 processo de

cicatrizacdo entre os ferimentos nas peles suina e humana acontece através de
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reepitalizacdo, diferente dos outros mamiferos menores onde ocorre por

contragdo?#22324,

2. Objetivos

O objetivo primario foi avaliar se feridas de pele tratadas com NFD tem maior
recrutamento de PMNs, macrofagos e linfécitos quando comparadas as tratadas
com placebo, enquanto o secundario foi identificar eventuais diferencas no

recrutamento dessas células com o uso de diferentes concentra¢des da droga.

3. Metodologia

3.1 Animais

Utilizamos 4 fémeas saudaveis de porcos da raca Pietrain, com peso entre 15
Kg e 20 Kg. Os animais ficaram em baias individuais apropriadas, com livre acesso a
agua e a racao padrdo para a espécie. As condicbes ambientais foram controladas
com temperatura de 20 +/- 2 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas, sendo que a
umidade relativa do ar e o ruido foram os proprios do ambiente. A pesquisa foi
aprovada pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina Nova Esperan¢a (FAMENE).

3.2 Anestesia

Os animais receberam inicialmente uma dose de xilazina (1-2 mg/Kg) para a
sedacdo e analgesia, em seguida foi administrado como relaxante muscular a
ketamina na dose de 2mg/Kg e realizada a entubacé&o oro-traqueal com tubo numero
7. O Plano anestésico foi mantido com o halogenado isofulrano sob mascara
inalatéria na concentracdo de 1% a 2%, e com propofol na dose de 20 a 50mg
(infusé&o continua) em veia auricular, sendo feito o repique de acordo com a resposta
do animal. O animal permaneceu sob monitorizacdo dos apectos ventilatorios e

hemodinamicos durante todo o procedimento®2°.
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3.3 Cirurgia

Apds anestesia, os animais foram colocados em decubito ventral, sendo
realizada tricotomia, marcacdo da area com caneta dermografica apropriada para
pele de um quadrado (2,5 cm x 2,5 cm), a fim de padronizar o tamanho dos
ferimentos.

Fizemos antissepsia com clorexidina degermante, seguida de clorexidina
alcodlica a 4% de toda a regido dorsal e posicionamos o campo fenestrado
esterilizado.

Procedemos com a retirada de pele total até a fascia muscular dorsal, sendo
conseguida hemostasia apenas com compressao local. Limpamos com soro
fisioldégico 0,9% e, de forma alternada, fizemos o curativo com NFD. Cobrimos com

gaze estéril de algodao e atadura de crepom estéril.

3.4 Fluxograma

Os quatro animais foram colocados em baias separadas, sendo identificados
pelos nameros 1, 2, 3 e 4. Cada ferimento recebeu uma letra correspondente,
seguindo uma ordem da esquerda para direita e da regido cranial a caudal (A, B, C,
D, E, F, G, H). O animal 1 recebeu NFD topica a 1% nas lesbes A, D, E e H. O
animal 2 recebeu NFD topica a 10% nas lesbes B, C, F e G. O animal 3 recebeu
NFD topica a 20% nas lesdes A, D, E e H. Antes de aplicarmos a NFD, umidificamos
as feridas com soro fisiologico (SF) 0,9%. Nas demais lesbes e no animal 4, o
curativo foi feito apenas com SF 0,9%. Realizamos troca de curativo a cada dois
dias, assim como nos dias da coleta dos dados. Os 32 ferimentos foram submetidos
a biépsia com punch de 4 mm nos dias 1, 3, 7, 14, 21 e 28
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3.5 Avaliagéo Microscopica

Para efeito de comparacéao, consideramos 4 graus distintos de acordo com a
presenca nos cortes histolégicos dos agentes envolvidos no processo de

cicatrizacao?"%:

- Ausente (0): quando ndo se observava a presenca.

- Discreto (1): quando observados de forma isolada, sendo possivel distinguir
com facilidade areas livres de infiltrado.

- Moderado (2): quando observados de forma irregular, com bastantes areas
livres de infiltrados.

- Acentuado (3): quando observados em grande frequéncia, formando

agregados densos e poucas areas livres de infiltrados.

3.6 Andlise dos Dados

Para a andlise de dados histologicos foi aplicado um modelo longitudinal
logistico de efeitos mistos. Assim, foi considerada como variavel resposta
(dependente) a producdo acentuada das diferentes células avaliadas tendo como
variavel explicativa os grupos de comparacédo (controle, nifedipina 1%, 10% e 20%).
Tendo como referéncia o grupo controle foi estimada a Odds Ratio (OR) com seu
respectivo intervalo de confianca para os grupos nifedipina, sendo uma analise
independente por dose (para cada porco comparada com seu controle) e uma outra
analise independente da dose (grupo tratado e controle considerando todos os
porcos). A interpretacdo de uma OR em um estudo longitudinal consiste na razéo de
chances da categoria analisada comparada a categoria de referéncia
correspondente ao periodo em andlise, tendo como pressuposto que essa
associacao é linear em todo o periodo de analise. A significancia estatistica adotada

no estudo foi de 5% (p<0,05) e o software utilizado foi o SPSS v 21.
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4. Resultados

A comparacgao de feridas tratadas com NFD a 1% versus placebo revelou que
nos dias 1, 3, 7, 14, 21 e 28 o recrutamento de PMNs com a droga foi 3 (75%), 4
(100%), 3 (75%), 4 (100%), 0 (0%) e 3 (75%), enquanto com placebo 1 (25%), O
(0%), 3 (75%), 4 (100%), 1 (25%) e 1 (25%), respectivamente, sendo OR = 3,5 (IC
95%: 1,04 — 11,7), com p = 0,04. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
em relacdo aos outros parametros (tabela 1).

Em relacdo aos ferimentos tratados com NFD 10% e o grupo placebo, os
resultados foram semelhantes a analise com a NFD 1%, onde apenas na producao
dos PMNs houve diferenga estatisticamente significativa, sendo que com uma OR
maior (OR = 11,8 e p < 0,001) (tabela 2).

A comparacdo de feridas tratadas com nifedipina a 20% versus placebo
mostra que, nessa dosagem de NFD, houve diferenca estatistica na producao dos
PMNs, com uma OR mais elevada que o animal 2 (OR = 22,1 e p < 0,001), e que
também ocorre aumento estatisticamente significativo nos niveis acentuados em
relacdo aos linfocitos (OR = 11,1 e p = 0,049) (tabela 3).

A comparacdo de todas as feridas tratadas com NFD (12 feridas) versus
todas com placebo (12 feridas) revelou que nos dias 1, 3, 7, 14, 21 e 28 a presenga
de PMNs com a droga foi 11 (91,7%), 12 (100%), 7 (58,3%), 9 (75%), 7 (58,3%) e 8
(66%), enquanto com placebo 1 (8,3%), 1 (8,3%), 5 (41,7%) 6 (50%), 4 (33,3%) e 2
(16,7%), sendo OR = 8,48 (IC 95%: 3,99 — 18), p < 0,001. Na tabela 4 séao
demonstradas as comparacdes em todos 0os momentos avaliados dos PMNSs,
macroéfagos e linfocitos.

A figura 1 demonstra exemplos de analise histologica de feridas tratadas com
e sem NFD, sendo observadas respostas acentuada e discreta de PMNs,

respectivamente.
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5. Discussao

Nesse estudo, a utilizacdo topica de NFD a 1%, 10% e 20% em feridas de
pele foi associada ao maior recrutamento de PMNs quando comparadas ao uso de
placebo. Ao mesmo tempo, quando observamos a resposta dessas células,
independente da concentracdo, foi associada uma maior quantidade de PMNs do
gue o placebo, com razdo de chance 8,4 vezes maior (IC: 3,99 — 18). Foi observado,
ainda, que o uso de NFD a 20% foi associado a maior presenca de linfécitos,
quando comparado ao placebo.

A cicatrizacao das feridas de pele ocorre em trés fases distintas (inflamacéao,
proliferacdo e maturacdo), apesar de acontecerem simultaneamente. Destaque-se
gue, na primeira fase, ocorre a chegada de células inflamatérias, a partir dos vasos
remanescentes no leito da ferida®®°.

A administracdo da NFD por via oral para tratamento de feridas cutaneas
relacionadas ao vasoespasmo arteriolar (Ulceras hipertensivas e as Uulceras da
esclerodermia), melhora a perfusdo tecidual®®*"2.

Estudos demonstraram que, com a NFD por via oral, ocorreu aumento da
velocidade do fluxo capilar para os ferimentos, observada através da capiloroscopia
e diminuicdo da resisténcia periférica, indicando vasodilatacdo arteriolar com
consequente melhora da oferta de oxigénio e nutrientes para os tecidos>!3433,

Parece que esse efeito vasodilatador da NFD'**°, pelo bloqueio da entrada
de célcio nas células endoteliais, favorece o recrutamento de células inflamatorias,
tendo em vista que os leucdcitos expressam moléculas de adeséo na superficie que
interagem com ligantes especificos do endotélio, atravessando a parede dos vasos
no espaco entre as células endoteliais®’®**. Assim, a NFD poderia facilitar a
chegada dessas células inflamatérias ao leito da ferida, jA& que provoca o aumento
do espaco intercelular devido a dilatacdo dos vasos. Essa seria a possivel
explicacdo do maior numero de PMNSs e linfécitos nas feridas tratadas com a droga
No Nosso estudo.

Por outro lado, a diferenciagdo de mondcitos em macréfagos depende, em

parte, da disponibilidade do calcio®°.

Como ja mencionado, a NFD reduz a
disponibilidade desse ion e, possivelmente, essa seja a razdo de nao ter havido
diferenca na presenca de macréfagos entre os ferimentos que fizeram uso da droga

e os ferimentos que fizeram uso do placebo.
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Miller e col®’

analisaram 16 porcos, sendo que para 8 foi administrado NFD
oral e para 8 placebo. Em cada porco foram realizados 4 ferimentos na regido
dorsal. O desfecho avaliado foi o tamanho do ferimento, ndo havendo diferenga
favoravel a NFD. Salientamos que, de forma diferente desses autores, nosso estudo
utilizou a via tépica e o desfecho mensurado foi a avaliacdo de células envolvidas na
cicatrizacao.

A utilizacdo da NFD para estudos sobre cicatrizacdo foi também estudada em

roedores (ratos), seja na forma oral®4°

ou na forma topica.

Ebadi e col** estudaram o efeito da NFD tépica na concentracdo de 3% em
ratos diabéticos e ndo diabéticos. Ao final do experimento, houve melhor escore de
inflamacédo (fase de inflamacédo) nos animais diabéticos que fizeram uso da NFD
tépica, (11,3 vs 5,8; p<0,05). Os autores concluiram que a droga teve impacto
positivo na fase inflamatéria.

Davis et al*?

avaliaram a evolucao de retalhos provocados na regido dorsal de
61 ratos, utilizando trés medicamentos na forma topica (NFD, salicilato de trolamina
e nitroglicerina). Os animais foram divididos em seis grupos sendo grupo 1 (controle
- vaselina inerte), grupo 2 (NFD), grupo 3 (salicilato de trolamina), grupo 4
(nitroglicerina), grupo 5 (combinagcdo de NFD e nitroglicerina) e grupo 6 (NFD,
nitroglicerina e salicilato de trolamina). Os resultados mostraram que houve uma
reducdo estatisticamente significativa da area, em todos os grupos que fizeram uso
das medicacdes tépicas em relacdo ao controle.

Apesar da importancia inquestionavel dos estudos sobre cicatrizacao da pele
utilizando ratos como modelo experimental, enfatizamos que ndo € o modelo ideal
para pesquisas que examinam essa questado, tendo em vista as grandes diferencas
em relacdo a pele humana (espessura fina da derme e epiderme, musculatura
envolta no tecido celular subcutaneo, maior elasticidade, grande concentracdo de
foliculos pilosos, cicatrizacdo predominantemente através de contracdo e a resposta
do sistema imune muito diferente)?-43444°,

A NFD topica para tratamento de feridas cutaneas é descrita na pratica
médica em relatos de casos isolados sem padronizacdo das concentracdes, ou seja,
é prescrita sem que haja uma recomendac&o na bula do produto (off-label)*®.

Torsiello e Kopacki*’ relataram dois casos. O primeiro caso foi de uma mulher
de 43 anos portadora de diabetes Mellitus que apresentava uma Ulcera em calcaneo

direito ha sete anos. Utilizou-se um preparado de nifedipina a 8% duas vezes ao dia,
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sendo obtida a cicatrizacdo no periodo de 8 semanas e sem efeitos colaterais. O
segundo caso foi de um menino de 8 anos que sofreu necrose da pele do pé no
lugar que foi colocado um expansor para corrigir uma area de cicatriz hipertréfica
prévia. Para o tratamento dessa area necrosada, foi feito uso topico de nifedipina a
2% duas vezes por dia, com o paciente apresentando cicatrizacdo completa em trés
semana.

Em outro relato de caso um homem de 55 anos foi tratado de uma Ulcera na
perna esquerda, apés fratura devido queda de aproximadamente 3,5 metros. J&
vinham sendo feitos desbridamentos e curativos por dois anos, sem sucesso. Apos
42 dias de tratamento com NFD tdpica a 16% associada a um outro gel para fim
analgésico contendo misoprostol 0,0024%, fenitoina 1%, metronidazol 2% e
lidocaina 2%, o paciente apresentou uma reducéo de 95% da area da ferida®®.

A alta prevaléncia dos ferimentos de pele, em todas as faixas etarias, com
todos os custos envolvidos, sejam sociais, emocionais ou econbémicos, faz com que
haja uma busca por medicamentos que possam contribuir na recuperacdo dos
pacientes®#9°%°1,

Nesse sentido a busca por uma droga eficaz, segura e de baixo custo tem
representa um alvo da comunidade cientifica. A NFD pode ser considerada uma
candidata a preencher tais critérios. O presente estudo demonstrou potencialidade
de beneficio na cicatrizacdo com uso tépico desse farmaco por maior recrutamento
de células PMNs e linfocitos. Estudos adicionais sdo necessarios nessa linha de
pesquisa a fim de esclarecer real valor da droga no tratamento de feridas de pele.

Existem limitacBes nessa pesquisa, sendo as principais: auséncia na literatura
de uma concentracdo especifica da NFD na forma topica, falta de parametros
especificos que permitissem uma comparacdo mais fidedigna das respostas
encontradas na histologia, ndo possibilidade de calculo amostral devido questbes

éticas.
6. Conclusodes

e As trés concentracOes utilizadas neste estudo provocaram resposta na fase
inflamatéria da cicatrizagdo, com aumento dos polimorfonucleares.
e Na concentragdo de 20%, além do aumento dos polimorfonucleares, ocorre

também maior resposta dos linfocitos.
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Tabela 1. Comparacdes da presenca de polimorfonucleares, macréfagos e linfocitos

em feridas tratadas com nifedipina 1% versus placebo.

Polimorfonucleares Macréfagos Linfdocitos
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina
1% 1% 1%
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 dia 1(25%) 3 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32dia 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
72 dia 3 (75%) 3 (75%) 2 (50%) 2 (50%) 3 (75%) 3 (75%)
14 dia 4 (100%) 4 (100%) 1(25%) 2 (50%) 4 (100%) 1(25%)
212 dia 1(25%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%) 0 (0%)
282 dia 1(25%) 3 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (50%) 0 (0%)

Coeficientes
Nifedipina 1%

p-valor

OR = 3,5 (1C95%: 1,04 — 11,7)
0,044

OR = 1,4 (IC95%: 0,28 — 7,14)
0,682

OR = 0,28 (1C95%: 0,07 — 1,07)
0,063

Tabela 2. Comparacdes da presenca de polimorfonucleares, macréfagos e linfocitos

em feridas tratadas com nifedipina 10% versus placebo.

Polimorfonucleares Macréfagos Linfocitos
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina
10% 10% 10%
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 dia 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32 dia 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%)
72 dia 1(25%) 2 (50%) 3 (75%) 2 (50%) 1(25%) 1(25%)
14¢ dia 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%)
212 dia 3 (75%) 3 (75%) 1(25%) 0 (0%) 1(25%) 1(25%)
282 dia 1(25%) 3 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%)

Coeficientes
Nifedipina 10%

p-valor

OR = 11,8 (1C95%: 2,99 — 46,2)
<0,001

OR = 0,27 (1C95%: 0,05 — 1,51)
0,137

OR = 2,92 (1C95%: 0,50 —17,1)
0,235
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Tabela 3. Comparacdes da presenca de polimorfonucleares, macréfagos e linfocitos

em feridas tratadas com nifedipina 20% versus placebo.

Polimorfonucleares Macréfagos Linfdcitos
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina
20% 20% 20%
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 dia 0 (0%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32 dia 1(25%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
72 dia 1(25%) 2 (50%) 2 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%)
142 dia 2 (50%) 3 (75%) 1(25%) 1(25%) 1(25%) 1(25%)
212 dia 0 (0%) 4 (100%) 1(25%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
282 dia 0 (0%) 2 (50%) 1 (25%) 0 (0%) 0 (0%) 4 (100%)

Coeficientes
Nifedipina 20% OR = 22,1 (IC95%: 4,67 —104,0) OR =0,16 (1C95%: 0,02 -1,52) OR=11,1(1C95%: 1,01 - 20,8)

p-valor <0,001 0,111 0,049

Tabela 4. Comparacdes da presenca de polimorfonucleares, macréfagos e linfocitos

em feridas tratadas com nifedipina versus placebo nos animais 1, 2 e 3.

Polimorfonucleares Macréfagos Linfécitos
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos
Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 dia 1(8,3%) 11 (91,7%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32dia 1(8,3%) 12 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(8,3%)
72 dia 5 (41,7%) 7 (58,3%) 7 (58,3%) 4 (33,3%) 4(33,3%) 5 (41,7%)
142 dia 6 (50%) 9 (75%) 4(33,3%) 3 (25%) 5(41,7%) 3 (25%)
212 dia 4(33,3%) 7 (58,3%) 2 (16,7%) 0 (0%) 2 (16,7%) 1(8,3%)
282 dia 2 (16,7%) 8 (66,7%) 1(8,3%) 0 (0%) 2 (16,7%) 5(41,7%)

Coeficientes
Nifedipina OR = 8,48 (1€C95%: 3,99 — 18,0) OR = 0,45 (1€C95%: 0,16 — 1,18) OR = 1,21 (1€C95%: 0,48 — 3,08)
p-valor <0,001 0,104 0,674
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Figura 1

A. Ferida tratada COM nifedipina, mostrando resposta acentuada de polimorfonucleares (seta)
B. Ferida tratada SEM nifedipina, mostrando resposta discreta de polimorfonucleares (seta)
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APENDICE 2 - Artigo: EFEITOS DA NIFEDIPINA TOPICA NA ANGIOGENESE,
CELULAS PROLIFERATIVAS E COLAGENO EM MODELO SUINO DURANTE
PROCESSO DE CICATRIZACAO

1. Introducgéo

Poucas doencas atingem tantas pessoas, independentemente da idade, pais,
crenca religiosa, classe econdmica ou qualquer outra caracteristica pessoal, como
as feridas cutaneas®. Em todas as fases da vida, o ser humano esta sujeito a um
acidente ou trauma que provoque desde um pequeno corte, até as cirurgias mais
complexas®?®.

No momento em que ocorre uma agressado, de imediato acontece uma reagao
complexa do organismo para tentar preservar ou restabelecer a morfologia e
fisiologia dos tecidos, independente da regido do corpo ou da causa®*”.

A fase de proliferagéo inicia-se em torno do terceiro dia e vai até duas ou trés
semanas apo0s o trauma. Representa 0 momento em que a ferida prepara o leito
para ser reparado, sendo possivel identificar trés etapas distintas: angiogénese,
fibroplasia e epitelizacdo®’. Essas etapas ocorrem simultaneamente e envolvem a
participacéo de células endoteliais com proliferacdo vascular, fibroblastos, producéo
de colageno e queratindcitos®.

A nifedipina (NFD) é um medicamento utilizado h4 mais de trés décadas no
tratamento da doenca hipertensiva, apresentando como efeito a dilatacao arteriolar,
a partir do bloqueio dos canais de célcio nas células endoteliais®'>**. Alguns autores
descrevem que a NFD pode ter algum beneficio cicatrizante nos pacientes
portadores de lesbBes crbnicas especificas relacionadas a vasoespasmo arteriolar
como as Ulceras hipertensivas e as Ulceras da esclerodermia, devido a melhor
perfusdo tecidual*?*314*°,

Diversos animais tém sido utilizados no entendimento do processo de
cicatrizacdo. A maioria das pesquisas sao realizadas com roedores (hamster,
camundongo, coelhos) por serem de mais facil manuseio e apresentarem baixo
custo de aquisicdo e cuidados. Entretanto, esses animais possuem Varias
caracteristicas distintas em relacdo a pele humana'®!"#° A pele suina, entretanto,

é considerada o melhor modelo experimental para comparacdo com a pele humana,
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devido as grandes semelhancas do ponto de vista histolégico e funcional. Ambas
apresentam, de forma similar, espessura, glandulas sebéaceas, glandulas
sudoriparas, tecido celular subcutaneo e densidade de foliculos capilares. Possuem
tempo de regeneracdo da epiderme em torno de trinta dias, assim como a estrutura
bioquimica semelhante do colageno. Além disso, 0 processo de cicatrizagdo entre 0s
ferimentos nas peles suina e humana acontece através de reepitalizacéo, diferente

dos outros mamiferos menores onde ocorre por contracdo*®?%24%,

2. Objetivos

Avaliar se feridas de pele tratadas com NFD topica apresentam maior
neoformacdo vascular, assim como analisar a ocorréncia dos fibroblastos,

gueratinécitos e a formacédo do colageno.

3. Metodologia

3.1 Animais

Utilizamos 4 fémeas saudaveis de porcos da raca Pietrain, com peso entre 15
Kg e 20 Kg. Os animais ficaram em baias individuais apropriadas, com livre acesso a
agua e a racdo padrdo para a espécie. As condicbes ambientais foram controladas
com temperatura de 20 +/- 2 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas, sendo que a
umidade relativa do ar e o ruido foram os proprios do ambiente. A pesquisa foi
aprovada pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Faculdade de
Medicina Nova Esperancga (FAMENE).

3.2 Anestesia

Os animais receberam inicialmente uma dose de xilazina (1-2 mg/Kg) para a
sedacdo e analgesia, em seguida foi administrado como relaxante muscular a
ketamina na dose de 2mg/Kg e realizada a entubacéo oro-traqueal com tubo numero
7. O Plano anestésico foi mantido com o halogenado isofulrano sob mascara

inalatéria na concentracdo de 1% a 2%, e com propofol na dose de 20 a 50mg
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(infusé@o continua) em veia auricular, sendo feito o repique de acordo com a resposta
do animal. O animal permaneceu sob monitorizacdo dos apectos ventilatorios e

hemodinamicos durante todo o procedimento®%*.

3.3 Cirurgia

Apés anestesia, os animais foram colocados em decubito ventral, sendo
realizada tricotomia, marcacdo da area com caneta dermografica apropriada para
pele de um quadrado (2,5 cm x 2,5 cm), a fim de padronizar o tamanho dos
ferimentos.

Fizemos antissepsia com clorexidina degermante, seguida de clorexidina
alcodlica a 4% de toda a regido dorsal e posicionamos o campo fenestrado
esterilizado.

Procedemos com a retirada de pele total até a fascia muscular dorsal, sendo
conseguida hemostasia apenas com compressao local. Limpamos com soro
fisioloégico 0,9% e, de forma alternada, fizemos o curativo com NFD. Cobrimos com

gaze de algodéo e atadura de crepom estéreis.

3.4 Fluxograma

Os quatro animais foram colocados em baias separadas, sendo identificados
pelos numeros 1, 2, 3 e 4. Cada ferimento recebeu uma letra correspondente,
seguindo uma ordem da esquerda para direita e da regido cranial a caudal (A, B, C,
D, E, F, G, H). O animal 1 recebeu NFD topica a 1% nas lesbes A, D, E e H. O
animal 2 recebeu NFD tépica a 10% nas lesbes B, C, F e G. O animal 3 recebeu
NFD tépica a 20% nas lesdes A, D, E e H. Antes de aplicarmos a NFD, umidificamos
as feridas com soro fisiologico (SF) 0,9%. Nas demais lesbes e no animal 4, o
curativo foi feito apenas com SF 0,9%. Realizamos troca de curativo a cada dois
dias, assim como nos dias da coleta dos dados. Os 32 ferimentos foram submetidos

a biépsia com punch de 4 mm nos dias 1, 3, 7, 14, 21 e 28
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3.5 Avaliacédo Microscépica

Para efeito de comparacéao, consideramos 4 graus distintos de acordo com a
presenca nos cortes histolégicos dos agentes envolvidos no processo de

cicatrizacdo®%:

- Ausente (0): quando n&o se observava a presenca.

- Discreto (1): quando observados de forma isolada, sendo possivel distinguir
com facilidade areas livres de infiltrado.

- Moderado (2): quando observados de forma irregular, com bastantes areas
livres de infiltrados.

- Acentuado (3): quando observados em grande frequéncia, formando

agregados densos e poucas areas livres de infiltrados.

3.6 Andlise dos Dados

Para a andlise de dados histologicos foi aplicado um modelo longitudinal
logistico de efeitos mistos. Assim, foi considerada como variavel resposta
(dependente) a producdo acentuada das diferentes células avaliadas tendo como
variavel explicativa os grupos de comparacédo (controle, nifedipina 1%, 10% e 20%).
Tendo como referéncia o grupo controle foi estimada a Odds Ratio (OR) com seu
respectivo intervalo de confianca para os grupos NFD, sendo uma analise
independente por dose (para cada porco comparada com seu controle) e uma outra
analise independente da dose (grupo tratado e controle considerando todos os
porcos). A interpretacdo de uma OR em um estudo longitudinal consiste na raz&o de
chances da categoria analisada comparada a categoria de referéncia
correspondente ao periodo em andlise, tendo como pressuposto que essa
associacao é linear em todo o periodo de analise. A significancia estatistica adotada

no estudo foi de 5% (p<0,05) e o software utilizado foi 0 SPSS v 21.
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4. Resultados

A comparacao de feridas tratadas, tanto com NFD a 1% como com NFD 10%
com as respectivas feridas tratadas apenas com placebo, revelou que nado houve
diferenca estatisticamente significativa entre os parametros analisados (tabelas 1 e
2).

Entretanto, na comparacdo entre os ferimentos tratados com NFD 20% e o
grupo placebo, que correspondem ao porco 3, houve aumento estatisticamente
significativo nos niveis acentuados na proliferacéo vascular (OR = 4,84 e p = 0,019)
e, a0 mesmo tempo, houve também menor resposta acentuada para queratinocitos
e produgédo de colageno (OR 0,05 e p = 0,023; 0,02 e p = 0,005) (tabela 3).

Quando comparamos todas as feridas tratadas com NFD (12 feridas) versus
todas com placebo (12 feridas), observamos que persiste aumentada a proliferacéo
vascular (OR = 2,24 e p = 0,019) e diminuida a producéo de colageno (OR 0,06 e p
= 0,006) (tabela 4).

A figura 1 demonstra exemplos de analise histologica de feridas tratada com e
sem NFD, sendo observadas respostas acentuada e discreta da proliferacdo

vascular.
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5. Discussao

A fase proliferativa € o0 momento de preparacdo da ferida para ser reparada,
sendo possivel distinguir trés fases distintas (angiogénese, fibroplasia e epitelizacéo),

apesar de acontecerem simultaneamente®’?®.

A formacdo de novos vasos
(angiogénese) acontece pela migracdo de células endoteliais dos vasos pré-
existentes, através dos espacos intercelulares da parede desses mesmos vasos,
facilitada pela vasodilatacao®?'?4%*%° possivelmente, o efeito vasodilatador da NFD
interferiu nessa etapa da cicatrizagdo, tendo em vista a maior ocorréncia de
proliferacdo vascular encontrada nos ferimentos tratados com o creme. Entretanto,
esse efeito sO foi observado na maior concentracdo (20%) isoladamente ou quando
avaliamos todos os ferimentos tratados com NFD em relagdo aos controles dos trés
primeiros animais (OR 4,84/p=0,019 e OR 2,24/p=0,019, respectivamente). O
aumento da proliferacdo vascular ndo foi acompanhado de um aumento
estatisticamente significativo do numero de fibroblastos. Essas células ja existem nos
tecidos de forma quiescente. Talvez a vasodilatacdo ndo seja tdo importante para a
chegada dessas células aos locais de ferimento, tendo em vista que seu
deslocamento ocorre mais por movimento proprio (diapedese) estimulado pelos
fatores quimiotaticos® 2.

Na fase proliferativa, os fibroblastos assumem a responsabilidade de conduzir
a cicatrizacdo por produzirem proteinas essenciais da matriz-extracelular, dentre
elas, o colageno (fibroplasia). Sdo células que ja estdo presentes no tecido conjuntivo
em estado de repouso, sendo ativadas e diferenciadas pelo estimulo dos mediadores
inflamatérios liberados principalmente pelos macréfagos e plaquetas®” %2 No
nosso estudo, nenhuma concentracdo mostrou resultado estatisticamente
significativo em relagdo a esse parametro. Entretanto, pesquisas com cultura de
fibroblastos indicam a importancia do calcio na estabilizagdo da membrana
plasméatica, assim como na migracdo, proliferacdo e regulacdo na sintese de
proteinas e mediadores da cicatrizacdo por essas células®*3*,

Ainda na fase proliferativa, ha inicio da sintese do coldgeno a partir dos
fibroblastos. Isso persiste até a fase de maturacdo onde passa a haver um equilibrio
entre a producdo e a degradacdo, sendo a forca ténsil da cicatriz mantida pelas

6,7,32

ligacbes cruzadas entre os feixes de colageno No nosso estudo, houve

diminuicdo estatisticamente significativa do colageno nos ferimentos tratados com
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NFD a 20% isoladamente (OR 0,02/p=0,005), e quando avaliamos todos os
ferimentos tratados com NFD em relacdo aos controles dos trés primeiros animais
(OR 0,06/p=0,006). O célcio funciona estimulando a sintese proteica, sobretudo
guando esta associado a uma proteina citosolica (calmodulina), formando o
complexo célcio-calmodulina. Este composto participa na liberagdo do &cido
araquidénico proveniente da membrana plasmética, permitindo a producdo de
importantes estimuladores do processo de cicatrizacdo (prostaglandinas e
leucotrienos), além de atuar também na producédo da proteina C quinase a qual atua
estimulando a proliferagao dos fibroblastos’*3. Roth et al*® mostraram que a auséncia
de calcio no interior de fibroblastos, provocada por bloqueadores dos canais de
célcio, interferiu na sintese do colageno de forma significativa. De forma semelhante,
Lee e Ping®® descreveram que fibroblastos expostos & NFD (in vitro) apresentam
diminuicdo da incorporacéo da prolina na matriz extra-celular. A prolina, assim como
a lisina, é excretada da célula como uma molécula de pré-colageno. Apds sofrer
modificacbes da sua estrutura por proteases do meio extra-celular, converte-se em
monémeros que, quando unidos, ajudam na formacao das fibras de colageno®’.

Quando ocorre mais sintese do que degradacdo do colageno, os pacientes
apresentam cicatrizes hipertroficas (proliferacdo dentro das margens da ferida que
pode regredir com o tempo) ou queloides (proliferacdo além das margens da ferida
gue normalmente néo regride com o tempo). Essas cicatrizes proliferativas provocam
efeitos ndo desejaveis do ponto de vista estético e, dependendo da area do corpo
como, por exemplo, articulagdes, também provocam limitacao funcional®’. Portanto,
€ possivel que a utilizacdo de um creme a base de NFD tenha algum efeito benéfico
em pessoas com tendéncia a essas duas situacoes.

I*” estudaram o efeito de um bloqueador de canal de calcio

Boggio et a
(verapamil) na cicatriz de pacientes submetidos a cirurgia plastica. Foram recrutados
120 casos (60 de mamoplastia e 60 de abdominoplastia), sendo divididos em dois
grupos (A - controle e B - experimento). Os pacientes do grupo experimento fizeram
uso de um gel a base de verapamil (bloqueador de canal de célcio) duas vezes por
dia a partir do sétimo dia de cirurgia, durante 90 dias. A compara¢ao entre 0s grupos
mostrou uma melhor qualidade do aspecto estético das feridas nos pacientes que
fizeram uso do medicamento, tanto nas mamoplastias como nas abdominoplastias

(80% e 75,2% versus 48% e 51,2%, respectivamente, p < 0,05).
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A epitelizacdo ocorre ja a partir das primeiras 24 horas com a participacdo dos
gueratinécitos que estao localizados nas margens da lesdo e nos foliculos pilosos
mais proximos. Essas células participam recobrindo a ferida, formando uma crosta e
também auxiliam na contracdo da ferida®®. Estudos com cultura de queratinécitos
descrevem a importancia do calcio para que ocorra a migracao e proliferacdo dessas

células®®3940

. No nosso estudo, houve reducdo dos queratinécitos apenas nos
ferimentos tratados com NFD a 20% em relagdo aos controles do mesmo animal (OR
0,05/p = 0,023).

Assim, o bloqueio da entrada do calcio nas células, pela NFD, pode ter
promovido inibicdo na producdo de colageno pelos fibroblastos e diminuicdo do
namero de queratindcitos nas feridas do animal 3, porém, na comparacdo dos 12
ferimentos tratados com medicacdo com os 12 ferimentos tratados com placebo,
apenas o colageno sofreu interferéncia. Provavelmente, esse achado ocorreu pelo
fato dos queratindcitos continuarem ativos mesmo em baixas concentracdes desse
fon®.

Miller e col* analisaram 16 porcos, sendo que para 8 foi administrado NFD
oral e para 8 placebo. Em cada porco foram realizados 4 ferimentos na regiao dorsal.
O desfecho avaliado foi o tamanho do ferimento, ndo havendo diferenca favoravel a
NFD. Salientamos que, de forma diferente desses autores, nosso estudo utilizou a
via topica e o desfecho mensurado foi a avaliagdo de células envolvidas na
cicatrizagéo.

A utilizacdo da NFD para estudos sobre cicatrizacao foi também estudada em
roedores (ratos), seja na forma oral****** ou na forma tépica.

Ebadi et al** estudaram o efeito da NFD tdpica na concentracdo de 3% em
ratos diabéticos e ndo diabéticos. Ao final do experimento, houve maior resposta no
escore da fase de inflamacédo nos animais que fizeram uso da NFD tépica, tanto nos
diabéticos (14,5 vs 6,5; p<0,005) como nos nao diabéticos (11,3 vs 5,8; p<0,05) em
relacdo ao placebo. Ainda no grupo dos diabéticos, a utilizacdo da NFD também
interferiu na fase de maturacdo (7,4 vs 13,6; p<0,05). Em ambos, ndo houve
diferenca em relagéo a fase de proliferagéo.

Davis et al*®

avaliaram a evolucgao de retalhos provocados na regido dorsal de
61 ratos, utilizando trés medicamentos na forma topica (NFD, salicilato de trolamina e
nitroglicerina). Os animais foram divididos em seis grupos sendo grupo 1 (controle -

vaselina inerte), grupo 2 (NFD), grupo 3 (salicilato de trolamina), grupo 4
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(nitroglicerina), grupo 5 (combinacdo de NFD e nitroglicerina) e grupo 6 (NFD,
nitroglicerina e salicilato de trolamina). Os resultados mostraram que houve uma
reducdo estatisticamente significativa da area, em todos os grupos que fizeram uso
das medicacdes tépicas em relagcdo ao controle.

Torsiello e Kopacki*’ relataram dois casos. O primeiro caso foi de uma mulher
de 43 anos portadora de diabetes Mellitus que apresentava uma Ulcera em calcaneo
direito ha sete anos. Utilizou-se um preparado de NFD a 8% duas vezes ao dia,
sendo obtida a cicatrizacdo no periodo de 8 semanas e sem efeitos colaterais. O
segundo caso foi de um menino de 8 anos que sofreu necrose da pele do pé no
lugar que foi colocado um expansor para corrigir uma area de cicatriz hipertréfica
prévia. Para o tratamento dessa area necrosada, foi feito uso toépico de NFD a 2%
duas vezes por dia, com 0 paciente apresentando cicatrizagdo completa em trés
semana.

Em outro relato de caso um homem de 55 anos foi tratado de uma ulcera na
perna esquerda, apoOs fratura devido queda de aproximadamente 3,5 metros. Ja
vinham sendo feitos desbridamentos e curativos por dois anos, sem sucesso. Apos
42 dias de tratamento com NFD tépica a 16% associada a um outro gel para fim
analgésico contendo misoprostol 0,0024%, fenitoina 1%, metronidazol 2% e
lidocaina 2%, o paciente apresentou uma reducéo de 95% da area da ferida“®.

A NFD topica para tratamento de feridas cutaneas é descrita na pratica
médica com relatos de casos isolados sem padronizacdo das concentracdes, ou
seja, é prescrita sem que haja uma recomendacéo na bula do produto (off-label)*.

Existem limitacBes nessa pesquisa, sendo as principais: auséncia na literatura
de uma concentracdo especifica da NFD na forma topica, falta de parametros
especificos que permitissem uma comparacdo mais fidedigna das respostas
encontradas na histologia, ndo possibilidade de calculo amostral devido questdes

éticas.
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6. Concluséao

A NFD tépica nas concentracfes menores (1% e 10%) n&o provoca alteracao
na fase proliferativa, entretanto, ha aumento da proliferacdo vascular e
diminuicdo dos queratindcitos nos ferimentos tratados com o creme na
concentracéo de 20%.

Ferimentos tratados com nifedipina topica na concentracdo de 20%

apresentam diminui¢do da formacé&o de colageno.



Tabela 1.

Proporcédo do

nivel

acentuado de

gueratindcitos e proliferacdo vascular no porco 1.

fibroblastos,
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colageno,

Fibroblastos Colageno Queratindcitos Prolifera¢ao vascular
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina
1% 1% 1% 1%
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
72 dia 0 (0%) 3 (75%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (50%) 3 (75%)
149 dia 2 (50%) 3 (75%) 1(25%) 1 (25%) 0 (0%) 1 (25%) 3 (75%) 4 (100%)
212 dia 4 (100%) 4 (100%) 2 (50%) 2 (50%) 1(25%) 2 (50%) 2 (50%) 3 (75%)
282 dia 4 (100%) 3(75%) 4 (100%) 4 (100%) 2 (50%) 2 (50%) 1(25%) 1 (25%)

Coeficientes

Nifedipina  OR=3,32(IC95%: 0,52-21,3) OR=1,0(IC95%: 0,12 -8,62)  OR = 2,44 (1C95%: 0,36-16,3) OR = 1,76 (1C95%: 0,52 — 5,93)
1%
p-valor 0,206 1,000 0,358 0,361
Tabela 2. Proporcdao do nivel acentuado de fibroblastos, colageno,
gueratinécitos e proliferacdo vascular no porco 2
Fibroblastos Colageno Queratindcitos Proliferagdo vascular
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina
10% 10% 10% 10%
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
10 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
72 dia 1(25%) 2 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 4(100%) 3 (75%)
142 dia 4(100%) 4 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 1(25%) 4 (100%) 4(100%) 4 (100%)
212 dia 3 (75%) 3 (75%) 3 (75%) 0 (0%) 2 (50%) 2 (50%) 3 (75%) 4 (100%)
282 dia 2 (50%) 1(25%) 4 (100%) 2 (50%) 4 (100%) 2 (50%) 0 (0%) 3 (75%)

Coeficientes

Nifedipina
10%

p-valor

OR = 1,00 (1C95%: 0,28 —3,54)

1,000

OR = 0,02 (1C95%: 0,04 —10,2)

0,986

OR = 1,39 (1C95%: 0,28 — 6,94)

0,685

OR = 1,78 (IC95%: 0,52 — 6,12)

0,355




Tabela 3. Proporcdo do nivel acentuado de

gueratindcitos e proliferacdo vascular no porco 3.

fibroblastos,
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colageno,

Fibroblastos Colageno Queratindcitos Proliferagao vascular
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina

20% 20% 20% 20%
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

12 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

32 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
79 dia 2(50%) 0 (0%) 2 (50%) 0 (0%) 1(25%) 0 (0%) 3 (75%) 4 (100%)
142 dia 3(75%) 3 (75%) 1(25%) 0 (0%) 1(25%) 0 (0%) 2 (50%) 3 (75%)
212 dia 1(25%) 3 (75%) 4(100%) 1(25%) 2 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (75%)
282 dia 3(75%) 2 (50%) 4(100%) 1(25%) 3 (75%) 1(25%) 0 (0%) 3 (75%)

Coeficientes

Nifedipina OR=0,78 (IC95%: 0,20 —3,10) OR = 0,02 (1C95%: 0,00 - 0,28)

OR = 0,05 (1C95%: 0,01 —0,66)

OR = 4,84 (IC95%: 1,30-18,0)

20%
p-valor 0,727 0,005 0,023 0,019
Tabela 4. Proporcdo do nivel acentuado de fibroblastos, colageno,
gueratinocitos e proliferacdo vascular nas feridas submetidas a nifedipina
versus as feridas tratadas com placebo nos animais 1,2 e 3
Fibroblastos Colageno Queratindcitos Proliferagao vascular
(Acentuado) (Acentuado) (Acentuado) (Acentuado)
Momentos
Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina Controle Nifedipina
N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
12 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
32 dia 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
72 dia 3 (25%) 5 (41,7%) 2(16,7%) 0 (0%) 1(8,3%) 0 (0%) 9 (75%) 10 (83,3%)
142 dia 9 (75%) 10(83,3%) 2(16,7%) 1(8,3%) 2(16,7%) 5 (41,7%) 9 (75%) 11 (91,7%)
212 dia 8(66,7%) 10(83,3%) 9 (75%) 3(25%) 5(41,7%) 4(33,3%) 5(41,7%) 10 (83,3%)
282 dia 9 (75%) 6 (50%) 12(100%) 7 (58,3%) 9 (75%) 5 (41,7%) 1(8,3%) 7 (58,3%)

Coeficientes
Nifedipina

p-valor

OR = 0,78 (IC95%: 0,35 — 1,73)
0,544

OR =1,18 (1C95%: 0,53 —2,61) OR = 0,06 (1C95%: 0,01 — 0,45)
0,735 0,006

OR = 2,24 (IC95%: 1,14 — 4,38)

0,019
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Figura 1

A. Ferida tratada COM nifedipina, mostrando acentuada proliferacéo vascular (seta)
B. Ferida tratada SEM nifedipina, mostrando discreta proliferacédo vascular (seta)
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7

APENDICE 3 - Banco de dados da anélise histol

ID FERIDA | DATA POLIMORFONUCLEARES MACROFAGOS LINFOMONONUCLEARES PROLIFERAGAO VASCULAR FIBROBLASTOS COLAGENO QUERATINOCITOS
PORCO 1 A 09/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 1 B 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 1 C 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 1 D 09/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 1 E 09/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 1 F 09/06/2016 2 0 1 0 0 0 0
PORCO 1 G 09/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 1 H 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 2 A 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 2 B 09/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 2 C 09/06/2016 3 0 1 0 0 0 0
PORCO 2 D 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 2 E 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 2 F 09/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 2 G 09/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 2 H 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 3 A 09/06/2016 3 0 0 2 0 0 0
PORCO 3 B 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 3 C 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 3 D 09/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 3 E 09/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 3 F 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 3 G 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 3 H 09/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 4 A 09/06/2016 2 0 2 0 0 0 0
PORCO 4 B 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 4 C 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 4 D 09/06/2016 - - - - - - -
PORCO 4 E 09/06/2016 2 0 2 0 0 0 0
PORCO 4 F 09/06/2016 2 0 1 0 0 0 0
PORCO 4 G 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 4 H 09/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
OBSERVAGOES: CLASSIFICACAO

AUSENTE (0)

PORCO 1F AMOSTRA PEQUENA DISCRETO (1)
PORCO 4C AMOSTRA SUPERFICIAL E PEQUENA MODERADO (2)
PORCO 4D AMOSTRA COMPROMETIDA. MATERIAL INSUFICIENTE ACENTUADO (3)
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ID FERIDA | DATA POLIMORFONUCLEARES MACROFAGOS LINFOMONONUCLEARES PROLIFERAGAO VASCULAR FIBROBLASTOS COLAGENO QUERATINOCITOS
PORCO 1 A 11/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 1 B 11/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 1 C 11/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 1 D 11/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 1 3 11/06/2016 3 0 2 0 1 0 0
PORCO 1 F 11/06/2016 1 0 1 0 1 0 0
PORCO 1 G 11/06/2016 1 0 1 0 1 0 0
PORCO 1 H 11/06/2016 3 0 2 0 1 0 0
PORCO 2 A 11/06/2016 2 0 2 1 1 0 0
PORCO 2 B 11/06/2016 3 0 3 1 1 0 0
PORCO 2 C 11/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 2 D 11/06/2016 2 0 2 1 1 0 0
PORCO 2 3 11/06/2016 2 1 2 0 1 1 0
PORCO 2 F 11/06/2016 3 0 2 0 0 0 0
PORCO 2 G 11/06/2016 3 0 2 0 1 0 0
PORCO 2 H 11/06/2016 2 0 1 1 1 0 0
PORCO 3 A 11/06/2016 3 0 2 0 1 0 0
PORCO 3 B 11/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 3 C 11/06/2016 3 0 2 0 1 0 0
PORCO 3 D 11/06/2016 3 0 2 1 1 0 0
PORCO 3 3 11/06/2016 3 0 2 0 1 1 0
PORCO 3 F 11/06/2016 2 0 1 0 0 0 0
PORCO 3 G 11/06/2016 1 0 1 0 1 0 0
PORCO 3 H 11/06/2016 3 0 2 0 1 0 0
PORCO 4 A 11/06/2016 1 0 1 0 1 0 0
PORCO 4 B 11/06/2016 1 0 1 1 1 0 0
PORCO 4 C 11/06/2016 1 1 1 1 2 0 0
PORCO 4 D 11/06/2016 1 0 1 1 1 0 0
PORCO 4 3 11/06/2016 1 0 1 0 0 0 0
PORCO 4 F 11/06/2016 1 0 1 1 0 0 0
PORCO 4 G 11/06/2016 1 0 1 0 1 0 0
PORCO 4 H 11/06/2016 1 0 1 0 1 0 0
OBSERVACOES: CLASSIFICACAO

AUSENTE (0)

PORCO 2F REPRESENTADO PELA PORGAO SUPERFICIAL EXCLUSIVAMENTE. ESTROMA/DERME NAO FOI REPRESENTADA DISCRETO(1)
PORCO 4D RECORTE. AMOSTRA NAQ SATISFATORIA (FIBRINA APENAS) MODERADO (2)

ACENTUADO (3)
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D FERIDA | DATA POLIMORFONUCLEARES MACROFAGOS LINFOMONONUCLEARES PROLIFERAGAO VASCULAR FIBROBLASTOS COLAGENO |  QUERATINOCITOS
PORCO 1 A 15/06/2016 3 3 3 2 3 1 0
PORCO 1 B 15/06/2016 2 3 2 1 2 2 0
PORCO 1 C 15/06/2016 3 3 3 3 2 2 0
PORCO 1 D 15/06/2016 2 1 2 3 2 2 0
PORCO 1 E 15/06/2016 3 2 3 3 3 2 1
PORCO 1 F 15/06/2016 3 2 3 2 2 1 0
PORCO 1 G 15/06/2016 3 1 3 3 2 2 0
PORCO 1 H 15/06/2016 3 3 3 3 3 2 0
PORCO 2 A 15/06/2016 2 3 2 3 2 2 0
PORCO 2 B 15/06/2016 2 3 2 3 3 2 0
PORCO 2 C 15/06/2016 2 3 2 3 2 2 0
PORCO 2 D 15/06/2016 2 3 2 3 2 2 0
PORCO 2 E 15/06/2016 2 1 2 3 2 2 0
PORCO 2 F 15/06/2016 3 1 3 3 3 2 0
PORCO 2 G 15/06/2016 3 1 2 2 2 2 0
PORCO 2 H 15/06/2016 3 3 3 3 3 2 0
PORCO 3 A 15/06/2016 3 1 3 3 2 2 0
PORCO 3 B 15/06/2016 2 3 2 3 3 3 0
PORCO 3 C 15/06/2016 2 1 2 3 2 2 1
PORCO 3 D 15/06/2016 2 1 2 3 2 2 0
PORCO 3 E 15/06/2016 3 1 2 3 2 1 0
PORCO 3 F 15/06/2016 3 3 2 3 3 3 3
PORCO 3 G 15/06/2016 1 1 1 2 2 2 0
PORCO 3 H 15/06/2016 2 1 2 3 2 2 2
PORCO 4 A 15/06/2016 2 3 2 3 3 3 2
PORCO 4 B 15/06/2016 3 3 2 2 3 2 0
PORCO 4 C 15/06/2016 3 2 3 3 3 2 0
PORCO 4 D 15/06/2016 3 1 3 2 2 1 0
PORCO 4 E 15/06/2016 2 1 2 3 2 2 0
PORCO 4 F 15/06/2016 3 3 2 3 3 2 0
PORCO 4 G 15/06/2016 2 1 2 3 2 2 1
PORCO 4 H 15/06/2016 3 1 3 3 2 2 0
OBSERVACOES: CLASSIFICAGAO
AUSENTE (0)
PORCO 3F QUERATINGCITOS COMPLETAMENTE PRESENTE. VIES! AMOSTRA RETIRADA DE OREA RE-EPITELIZADA PROXIMA A FERIDA QUE SOFREU xm.mvzngnuo. DISCRETO A 1 v
PORCO 4D AMOSTRA SUPERFICIAL (CROSTA _”_mm_zo.rmcnoeix_a + AMOSTRA SUPERFICIAL DO TECIDO DE mm>zc~>@mo MODERADO A 2 v

ACENTUADO (3)
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ID FERIDA | DATA POLIMORFONUCLEARES MACROFAGOS LINFOMONONUCLEARES PROLIFERACAO VASCULAR FIBROBLASTOS COLAGENO QUERATINOCITOS
PORCO 1 A 22/06/2016 3 3 3 3 2 2 2
PORCO 1 B 22/06/2016 3 2 3 3 2 3 2
PORCO 1 C 22/06/2016 3 1 3 3 3 2 1
PORCO 1 D 22/06/2016 3 1 2 3 3 3 3
PORCO 1 3 22/06/2016 3 2 2 3 3 2 2
PORCO 1 F 22/06/2016 3 3 3 3 3 2 1
PORCO 1 G 22/06/2016 3 2 3 2 2 2 0
PORCO 1 H 22/06/2016 3 3 2 3 3 2 1
PORCO 2 A 22/06/2016 2 2 2 3 3 2 1
PORCO 2 B 22/06/2016 2 2 2 3 3 2 3
PORCO 2 C 22/06/2016 3 1 3 3 3 2 3
PORCO 2 D 22/06/2016 2 3 2 3 3 2 1
PORCO 2 E 22/06/2016 2 3 2 3 3 2 2
PORCO 2 F 22/06/2016 3 1 2 3 3 2 3
PORCO 2 G 22/06/2016 2 1 2 3 3 2 3
PORCO 2 H 22/06/2016 2 1 2 3 3 2 3
PORCO 3 A 22/06/2016 3 1 3 3 3 2 1
PORCO 3 B 22/06/2016 3 3 2 2 3 3 1
PORCO 3 C 22/06/2016 2 1 2 3 3 2 1
PORCO 3 D 22/06/2016 2 1 2 2 2 2 0
PORCO 3 £ 22/06/2016 3 2 2 3 3 2 1
PORCO 3 F 22/06/2016 1 2 1 2 2 2 3
PORCO 3 G 22/06/2016 3 2 3 3 3 2 0
PORCO 3 H 22/06/2016 3 3 2 3 3 2 2
PORCO 4 A 22/06/2016 3 2 2 3 3 2 3
PORCO 4 B 22/06/2016 2 3 2 2 3 2 2
PORCO 4 C 22/06/2016 1 2 2 3 3 2 1
PORCO 4 D 22/06/2016 2 1 2 2 3 2 3
PORCO 4 3 22/06/2016 2 3 2 3 3 2 0
PORCO 4 F 22/06/2016 2 3 2 3 3 2 1
PORCO 4 G 22/06/2016 2 2 2 3 3 2 0
PORCO 4 H 22/06/2016 2 1 2 3 3 2 1
OBSERVAGOES: CLASSIFICACAO
AUSENTE (0)
PORCO 3G PRESENCA DE COLONIA DE BACTERIAS. DISCRETO (1)
MODERADO (2)

ACENTUADO (3)
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ID FERIDA | DATA [POLIMORFONUCLEARES| MACROFAGOS |LINFOMONONUCLEARES| PROLIFERACAO VASCULAR |FIBROBLASTOS|COLAGENO|QUERATINOCITOS
PORCO 1 A 29/06/2016 2 2 2 3 3 2 0
PORCO 1 B 29/06/2016 3 1 2 3 3 2 3
PORCO 1 C 29/06/2016 2 1 3 2 3 3 1
PORCO 1 D 29/06/2016 2 1 2 3 3 3 0
PORCO 1 E 29/06/2016 2 1 2 2 3 3 3
PORCO 1 F 29/06/2016 2 1 2 2 3 3 0
PORCO 1 G 29/06/2016 2 1 2 3 3 2 2
PORCO 1 H 29/06/2016 2 1 2 3 3 2 3
PORCO 2 A 29/06/2016 3 3 2 3 3 3 1
PORCO 2 B 29/06/2016 3 1 2 3 3 2 3
PORCO 2 C 29/06/2016 3 1 3 3 2 2 3
PORCO 2 D 29/06/2016 3 2 3 3 3 3 0
PORCO 2 E 29/06/2016 3 1 1 3 3 3 3
PORCO 2 F 29/06/2016 1 1 2 3 3 2 0
PORCO 2 G 29/06/2016 3 1 2 3 3 2 2
PORCO 2 H 29/06/2016 1 1 1 2 2 2 3
PORCO 3 A 29/06/2016 3 1 2 2 3 3 2
PORCO 3 B 29/06/2016 1 1 1 2 2 3 3
PORCO 3 C 29/06/2016 1 1 1 2 2 3 2
PORCO 3 D 29/06/2016 3 1 2 3 3 2 1
PORCO 3 E 29/06/2016 3 2 2 3 3 2 0
PORCO 3 F 29/06/2016 1 1 1 2 2 3 1
PORCO 3 G 29/06/2016 1 3 2 2 3 3 3
PORCO 3 H 29/06/2016 3 1 2 3 2 2 0
PORCO 4 A 29/06/2016 3 1 3 2 3 2 3
PORCO 4 B 29/06/2016 1 3 1 2 3 2 0
PORCO 4 C 29/06/2016 1 2 2 2 3 3 1
PORCO 4 D 29/06/2016 1 1 1 2 2 2 1
PORCO 4 E 29/06/2016 1 1 3 2 3 3 0
PORCO 4 F 29/06/2016 1 0 1 2 3 3 2
PORCO 4 G 29/06/2016 2 1 1 2 3 3 1
PORCO 4 H 29/06/2016 1 1 1 3 3 3 2
OBSERVACOES: CLASSIFICACAO

AUSENTE (0)
PORCO 4A PRESENCA DE COLONIA DE BACTERIAS. DISCRETO (1)
MODERADO (2)

ACENTUADO ( 3)
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ID FERIDA DATA |POLIMORFONUCLEARES|MACROFAGOS |LINFOMONONUCLEARES |PROLIFERACAO VASCULAR| FIBROBLASTOS | COLAGENO |QUERATINOCITOS
PORCO 1 A 06/07/2016 3 1 2 2 2 3 3
PORCO 1 B 06/07/2016 3 1 3 2 3 3 3
PORCO 1 C 06/07/2016 1 1 1 2 3 3 0
PORCO 1 D 06/07/2016 3 1 2 2 3 3 2
PORCO 1 E 06/07/2016 3 1 2 2 3 3 3
PORCO 1 F 06/07/2016 2 1 3 2 3 3 3
PORCO 1 G 06/07/2016 2 2 2 3 3 3 2
PORCO 1 H 06/07/2016 2 1 1 3 3 3 1
PORCO 2 A 06/07/2016 1 1 1 2 2 3 3
PORCO 2 B 06/07/2016 3 1 1 3 2 3 0
PORCO 2 C 06/07/2016 3 1 3 3 2 2 0
PORCO 2 D 06/07/2016 3 1 1 2 3 3 3
PORCO 2 B 06/07/2016 1 1 1 2 2 3 3
PORCO 2 E 06/07/2016 3 1 2 2 3 3 3
PORCO 2 G 06/07/2016 1 1 1 3 2 2 3
PORCO 2 H 06/07/2016 0 1 1 2 3 3 3
PORCO 3 A 06/07/2016 2 1 3 3 3 2 1
PORCO 3 B 06/07/2016 1 2 1 2 3 3 3
PORCO 3 C 06/07/2016 1 1 1 2 3 3 3
PORCO 3 D 06/07/2016 3 2 3 3 2 2 0
PORCO 3 E 06/07/2016 2 1 3 3 2 3 0
PORCO 3 F 06/07/2016 1 1 1 2 2 3 3
PORCO 3 G 06/07/2016 1 3 2 2 3 3 0
PORCO 3 H 06/07/2016 3 2 3 2 3 2 3
PORCO 4 A 06/07/2016 2 3 2 2 2 3 3
PORCO 4 B 06/07/2016 1 1 1 2 3 3 3
PORCO 4 C 06/07/2016 1 1 1 2 3 3 3
PORCO 4 D 06/07/2016 1 2 1 2 3 3 3
PORCO 4 E 06/07/2016 1 2 1 2 3 3 3
PORCO 4 F 06/07/2016 1 1 1 2 3 3 3
PORCO 4 G 06/07/2016 1 1 1 2 3 3 3
PORCO 4 H 06/07/2016 2 1 2 2 3 3 3
OBSERVACOES: CLASSIFICACAO

AUSENTE (0)

PORCO 1C QUERATINOCITOS - ARTEFATO, POSSIVELMENTE A EPIDERME SE SOLTOU DISCRETO A 1 v
PORCO 2B INTENSA m0x§>nmo DE TECIDO DE mx>zc_.>nN,O. EPIDERME AUSENTE. MODERADO A 2 v
PORCO 2C TECIDO DE GRANULAGAO EXUBERANTE. EPIDERME DESTACADA. ACENTUADO (3)
PORCO 3A EXIGUA REPRESENTAGCAO DA EPIDERME. EDEMA IMPORTANTE DA DERME, LEVANDO AO SEU DESPRENDIMENTO
PORCO 3D EPIDERME DESTACADA. INTENSO PROCESSO INFLAMATORIO NA DERME.
PORCO 3E TECIDO DE GRANULAGAO SUPERFICIAL. EPIDERME PROVAVELMENTE DESTACADA/EDEMA.

PORCO 4A

COLONIA DE BACTERIAS. MICROABESSO SUB-EPIDERMICO.
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APENDICE 4 - Banco de dados da andlise fotogréfica.

Identificagdo Dia 1

I1A
11B
11C
11D
I1E
11F
116
I1H
12A
12B
12C
12D
12E
12F
126
I2H
13A
138
13C
13D
13E
13F
13G
I3H
14A
14B
14C
14D
14E
14F
14G
14H

Area

5379
5,263

543
5439
5,702
6,705
5,703
6,314
5,584
5,708
4,829
6,457
5,804
5,790
5991
6,852
5,673
6,391
5,564
5,605
4,697
5218
5,49
5,576
5421
5713
5102
5374
5427
5,649
5285
5,638

dia7
Area

6,263
5873
5219
5,000
4,335
5719
4,751
5,866
5,106
6,006
3,989
4,988
3,804
5120
5110
4,457
5,786
5,166
4,513
5,095
4,889
2972
4723
4,221
3,832
5351
4,429
5,051
4,889
5,940
6,801
5754

dia 14
Area

4,139
2,061
2,618
1,870
1,628
2,311
3,155
2,545
2,535
1,882
1,966
2,119
2,217
1,778
1,750
0,616
2,456
1,386
1,662
1775
2,528
1,620
4,605
1339
0,881
0,736
1,011
0,727
1,029
1,346
1,965
1,801

dia2l
Area

1,439
0,388
0,857
1,088

1,07
0,546
0,493
1,614
0,868
0,539
0,782
0,657
0,877
0,725
0,786
0,29%
1,027
0,347
0,365
0,708
1,042
0,543
2,263
0,622
0,347
0,515
0371
0,236
0,439
0,59
0,425
0,181

dia28
Area

0,798
0418
0136
0,225
0087
0,038
0,189
0211
0,055
0,200
0,256
0,000
0,000
0,080
0,107
0,001
0347
0,039
0,015
0,409
0,344
0,000
0012
0,144
0,000
0,000
0,000
0,001
0,000
0,000
0251
0,001

dia33
Area

0,541
0,309
0,098
0,000
0,083
0,044
0131
0,000
0,09
0,082
0,342
0,159
0,000
0,300
0,142
0,116
0,062
0,000
0,000
0,001
0,000
0,000
0,000
0,004
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

0-7

-0,164
-0,116
0,039
0,081
0,240
0,138
0,167
0,071
0,086
-0,052
0,174
0228
0,334
0,116
0,147
0,350
-0,020
0192
0,189
0,091
-0,041
0437
0,141
0,242
0,293
0,063
0132
0,060
0,09
-0,052
-0,287
-0,021

contragdo da ferida
14 o2a 0-28
0231 0732 0852
0608 0926 0921
0518 082 0975
0656 080 0959
0714 0812 098
0655 0919 09%
0447 0914 0967
0597 0744 0967
0546 085 099
0670 0906 0965
0593 0838 0947
0672 0898 1,000
0618 089 1,000
0693 0875 098
0708 089 098
0910 095 1,000
057 0819 0939
0783 0%6  09%
0701 093 0997
0683 0874 0927
0462 0778 0927
0693 087 1,000
0162 0588 099
0760 088 0974
087 0936 1,000
0871 0910 1,000
0802 0927 1,000
085 096 1,000
0810 0919 1,000
0762 085 1,000
0628 0920 0953
0681 0968 1,000

0-33

0,899
0,941
0,932
1,000
0,985
0,993
0977
1,000
0,983
0,986
0929
0975
1,000
0,948
0976
0,983
0,989
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,999
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000

0-7
-16,43%
-11,5%

3,89%

8,07%

23,97%

13,81%

16,69%

7,10%

8,56%

-5,22%

17,3%%

22,75%

33,43%

11,57%

1471%

34,95%

-1,99%

19,17%

18,89%

9,10%

-4,09%

43,69%

14,06%

24,19%

29,31%

6,34%

13,19%

6,01%

9,91%

-5,15%
-28,68%

-2,06%

contragdo (%)

0-14

23,05%
60,84%
51,79%
65,62%
71,45%
65,53%
44,68%
59,69%
54,60%
67,03%
59,29%
67,18%
61,80%
69,29%
70,79%
91,01%
56,71%
78,31%
70,13%
68,33%
46,18%
69,31%
16,21%
75,99%
83,75%
87,12%
80,18%
86,47%
81,04%
76,17%
62,82%
68,06%

0-21

73,25%
92,63%
84,22%
80,00%
81,23%
91,86%
91,36%
74,44%
84,46%
90,56%
83,81%
89,82%
84,89%
87,48%
86,88%
95,68%
81,90%
94,57%
93,44%
87,37%
71,82%
89,71%
58,82%
88,85%
93,60%
90,99%
92,73%
95,61%
91,91%
89,47%
91,96%
96,79%

0-28
85,16%
92,06%
97,50%
95,86%
98,47%
99,43%
96,69%
96,66%
99,02%
96,50%
94,70%
100,00%
100,00%
98,62%
98,21%
99,99%
93,88%
99,3%
99,73%
92,70%
92,68%
99,99%
99,78%
97,42%
99,99%
99,99%
99,99%
99,98%
100,00%
100,00%
95,25%
99,98%

0-33
89,94%
94,13%
98,20%
100,00%
98,54%
99,34%
97,70%
99,99%
98,28%
98,56%
92,92%
97,54%
100,00%
94,82%
97,63%
98,31%
98,91%
100,00%
100,00%
99,99%
99,99%
99,99%
100,00%
99,93%
99,99%
100,00%
99,99%
99,99%
100,00%
100,00%
100,00%
100,00%
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Os valores destacados em vermelho mostram aumento da area em relacdo a
medida anterior (possivel trauma) ou podem ser considerados como sendo 0 (zero)

devido a cicatrizacao quase finalizada.
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ANEXOS
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ANEXO 1 - Aprovacao pelo Comité de Etica para a realizacdo da pesquisa

Escola de Enfermagem Nova Esperanca Ltda.

Mantenedora da Escola Técnica de Enfermagem Nova Esperanca -

CEM, da Faculdade de Enfermagem Nova Esperanca - FACENE, da

Faculdade de Medicina Nova Esperanca - FAMENE e da Faculdade
de Enfermagem Nova Esperanga de Mossoré - FACENE/RN

COMITE DE ETICA NA UTILIZACAO EM ANIMAIS (CEUA)

CERTIDAO

Com base na Lei 11.794 de 08 de out de 2008, que regulamenta a criagio e
a utilizagdo de animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica, em todo o
territério nacional, além dos principios éticos do Colégio Brasileiro de
Experimenta¢do Animal (COBEA), que embasaram sua criacdo. Obedecendo aos
critérios estabelecidos por eles, o Comité de Etica na Utilizagdo em Animais das
Faculdades Nova Esperanca, em sua 2° Reunido Ordinaria realizada em 10 de
fevereiro 2015, resolveu considerar, APROVADO, o projeto de pesquisa intitulado
‘Etudo do efeito da Nifedipina Oral e Topica sobre a cicatrizacdo de feridas
cutaneas em suinos”, protocolo nimero: 0024.2015.1.

Pesquisador responsavel: Augusto Cézar Lacerda Brasileiro e dos
colaboradores: Dinaldo Cavalcante de Oliveira, Angélica Fernandes de Lacerda:
Julianna Maria Silva de Amorim, Gariellla Sancho Leite, Josann Fredeico Ribeiro,
Camilla de Aimeida Franca Falcdo, Marina Daantas Henrique, Thais Irineu Moura
Alencar Falcéo e Lais Lima Dantas.

Esta certidéo néo tem validade para fins de publicacdo do trabalho, certiddo
para este fim sera emitida ap6s apresentagdo do relatério final de conclusdo da
pesquisa.

Joao Pessoa, 09 de abril de 2015

Coordengg%a&g% CEUA Facene /Famene

Avenida dos Tabajaras, 761 — Centro Jodo Pessoa — PB CEP: 58013-270
Home Page: www.facene.com.br
E-mail: ceua@facene.com.br
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ANEXO 2 - Aprovacao do relatorio final pelo Comité de Etica.

Escola de Enfermagem Nova Esperancga Ltda.

Mantenedora da Escola Técnica de Enfermagem Nova Esperanga — CEM, da
CEM Faculdade de Enfermagem Nova Esperanga — FACENE, da Faculdade de Medicina
Nova Esperanga — FAMENE e da Faculdade de Enfermagem Nova Esperanga de
Mossoré — FACENE/RN

COMITE DE ETICA NA UTILIZACAO EM ANIMAIS (CEUA)

CERTIDAO

Com base na Lei 11.794 de 08 de out de 2008, que regulamenta a criagao
e a utilizagdo de animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica, em todo o
territério nacional, além dos principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA), que embasaram sua criagdo. Obedecendo aos critérios
estabelecidos por eles, o Comité de Etica na Utilizagdo em Animais das Faculdades
Nova Esperancga, em sua 2° Reunido Ordinaria realizada em 10 de fevereiro de 2015,
resolveu considerar, APROVADO, o projeto de pesquisa intitulado “Efeitos da
Nifedipina Tépica na Cicatrizagdo de feridas Cutaneas”, protocolo numero:
0024.2015.1. Pesquisador responsavel: Augusto César Lacerda Brasileiro e
colaboradores: Dinaldo Cavalcante de Oliveira; Angélica Fernandes de Lacerda;
Juliana Maria S. Amorim; Gabriella S. Leite; Josan F. Ribeiro; Camila A.F. Falcao;
Marina D. Henrique; Thaiz I.M.A. Falcao e Lais L. Dantas.

Jodo Pessoa, 24 de maio de 2017

rucene/hmenefuc%ovu Esperancy
Varia do Socorro Gadelha Nobrega
Cloordenu ora do CEUA-Comité de Ehgu
1a Utitizacin de Animais Focene/Famene

Maria do Socorro Gadelha Nébrega
Coordenadora do CEUA Facene /Famene

Avenida dos Tabajaras, 761 — Centro Jodo Pessoa — PB CEP: 58013-270
Home Page: www.facene.com.br
E-mail: ceua@facene.com.br



ANEXO 3 - Laudo de Andlise de Referéncia da Nifedipina

- 2
DILECTA FARM. DE MANIPULACAO LTDA.
NFe normal de saida 148517 série 2 em 12/01/2016

Nifedipina Micronizada
Fabricagao Validade Lote
01/09/2012 01/08/2017 ALL 060102
Categoria

Insumo Farmacéutico

Procedéncia
NACIONAL

Origem
iNDIA

Sl

Chenmil

)

Produtos Naturals & Farmacéuticos

P. Mol. DCB
346.33 06352
Férmula

C17H18N206

CAS
21829-25-4

Ensaio e Especificagoes

ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.
ASPECTO

Cristais amarelos inodoros e insipidos.
CLORETOS

Maximo de 0,02% (200 ppm)

DOSEAMENTO

Entre 98% e 102%. C17H18N206 em relagao a subst. seca.

IDENTIFICAGAO A
Positivo IR

IDENTIFICAGAO B
Positivo UV - VIS

IDENTIFIGACAO OBSERVAGAO

Os testes de identificag@o C e D poderéo ser omitidos se forem

realizados os testes A e B.
METAIS PESADOS
Maximo de 0,001% (10 ppm)

PERDA POR SECAGEM

Maximo de 0,5%. Determinar em 2g de amostra seco a 60 °C sob

pressao reduzida por 3h.
PONTO DE FUSAO
Entre 171°C e 175°C.

RESIDUO POR INCINERAGAO
Maximo de 0,1%.

SOLUBILIDADE

Praticamente insolivel em agua, ligeiramente soltvel em etanol e
metanol. Facilmente soltvel em cloroférmio, acetona e diclorometano.

Soluvel em acetato de etila.

SUBSTANCIAS RELACIONADAS
Maximo de 1%. Impurezas individuais

SULFATOS
Maximo de 0,05% (500 ppm)

IMPUREZAS ORGANICAS VOLATEIS
Cumpre com o requerimento.

MATERIA EXTRANHA

Resuitado

De acordo

De acordo

<0,02%

99,34%

De acordo

De acordo

De acordo

<0,001%

0,07%

172°C

0%

De acordo

0%

<0,05%

Ensaios Adicionais

Soluagéo a 10% em acetona ndo deve conter materia estranha

TAMANHO DA PARTICULA
90% menos que 70 micron

TITULAGAO ACIDO PERCLORICO
Maximo de 0,12mL. de acido perclorico 0,1/g

De acordo

De acordo

De acordo

0,08mL

Referéncia

FBVEd.
FBVEd.
FBVEd.
FBVEd.
FBVEd.
FBVEd.

FBV Ed.

FBVEd.

FBV Ed.

FBV Ed.
FBVEd.

FBVEd.

FBVEd.

FBV Ed.

USP 34
USP 34
USP 34

\

USP 34V
A N

Laboratério

All Chemistry

All Chemistry

All Chemistry

All Chemistry

All Chemistry

All Chemistry

All Chemistry

All Chemistry

All Chemistry

All Chemistry

All Chemistry

All Chemistry

All Chemistry

All Chemistry

Fabricante

Fabricante

Fabricante

Fabricante

Fabricante: SUCHEM
Lote do Fabricante: 1209145

Informagdes importantes:
Manter abrigado da luz.

51\ ‘,Q 3

Os itens analisados pelo laboratério de controle de qualidade All Chemistry estdo em conformidade

com suas respectivas especificagbes. Os demais ensaios estdo de acordo com o certificado de

analise do fornecedor ou do fabricante.

Cintia Regina Maestre Paschoal

CRF-SP: 33.229
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DILECTA FARM. DE MANIPULACAO LTDA.
NFe normal de saida 148517 série 2 em 12/01/2016

Nifedipina Micronizada

Produtos Naturais & Farmacéuticos

Fabricacao Validade Lote Procedéncia P. Mol. DCB CAS
01/09/2012 01/08/2017 ALL 060102 NACIONAL 346.33 06352 21829-25-4
Categoria Origem Férmula
Insumo Farmacéutico INDIA C17H18N206
Manter em recipiente fechado.
Manter em temperatura ambiente.
Certificado de Qualidade All Chemistry Namero ALL 060102-1 em 15/12/2015
Fracionamentos: 060102-2
A
A
Os itens analisados pelo laboratério de controle de qualidade All Chemistry estdo em conformidade "'p-\/vjk@

com suas respectivas especificagdes. Os demais ensaios estdo de acordo com o certificado de

analise do fornecedor ou do fabricante.

Cintia Regina Maestre Paschoal
CRF-SP: 33.229



