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RESUMO

O mecanismo que resulta na faléncia de retalhos cutaneos ainda nao esta
completamente esclarecido. Ao contrario dos resultados conflitantes observados
com o uso de medicacido, a autonomizagdo cirurgica proporciona um aumento na
area viavel de retalhos cutaneos de forma efetiva e confiavel. Se o fenébmeno da
autonomizagao fosse completamente entendido, talvez esta informagéo seria usada
para criar uma autonomizagdo com base quimica, promovendo uma imediata
protegdo ao retalho ameacgado. O objetivo deste trabalho foi: estudar o efeito da
nitroglicerina tépica sobre a area viavel de um modelo de retalho pré-fabricado por
implante vascular em ratos e analisar o mecanismo de autonomizagao cirurgica
aplicada a retalhos pré-fabricados sob efeito da nitroglicerina tdpica. Foram
utilizados 40 ratos Wistar submetidos a implante do pediculo femoral na regido
subdérmica da parede abdominal e divididos em quatro grupos de dez animais:
grupo 1, sem autonomizacdo e sem nitroglicerina tépica; grupo 2, com
autonomizagao simultanea e sem nitroglicerina tépica; grupo 3, sem autonomizagao
e com nitroglicerina tépica; grupo 4, com autonomizagdo simultdnea e com
nitroglicerina topica. A nitroglicerina era liberada por via transdérrmica através de
uma membrana semipermeavel de um dispositivo de liberacdo constante por sete
dias. A extensao das areas viaveis nos grupos foi delimitada, e o percentual da area
viavel, em relacao a éarea total do retalho, foi calculado por meio do AutoCAD R 14.
O valor médio do percentual de area viavel alcangou 8,9 % no grupo submetido
unicamente a implante vascular; 49,4 % no grupo submetido a implante vascular
com autonomizagéo simultanea; 8,4 % no grupo submetido a implante vascular e
nitroglicerina topica; e 1,1 % no grupo submetido a implante vascular com
autonomizacado simultdnea e nitroglicerina tépica. Houve diferengas significantes
entre os quatro grupos experimentais no que diz respeito a distribuicdo dos valores
do percentual de area viavel, p < 0,001 (Kruskal-Wallis). Esta diferenga ocorreu entre
os pares de grupos: 1 e 2 (p=0,005); 1e 4 (p=0,024); 2e 3 (p=0,003);2e4 (p=
0,001). Os resultados fortaleceram a hipotese de que o fechamento dos canais
arteriovenosos é o responsavel pelo fendmeno da autonomizagao cirurgica, e
permitiram concluir que a nitroglicerina tépica nao induziu ao aumento da area viavel
de retalhos pré-fabricados por implante vascular, e que a nitroglicerina topica
diminuiu a area viavel dos retalhos submetidos a autonomizacao cirurgica.

DESCRITORES: Autonomizacéao; Retalho pré-fabricado; Nitroglicerina.
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ABSTRACT

The mecanism that results in skin flap failure is yet not completely known. Contrary to
the conflicting results observed with the use of drugs, the delay phenomenon
provides an increase in the skin flap viables areas, which are effective and trusted. If
the delay phenomenon were fully understood, perhaps this information could be used
to create an immediate chemical delay in the threatened flap. The purpose of this
study was: to study the effect of local nitroglycerin over the viable area of a
prefabricated flap model for vascular implant in rats, and to analyze the mechanism
of delay phenomenon applied to these models under local nitroglycerin. Forty Wistar
rats underwent implant of femoral pedicle in the under skin region of the abdominal
wall. The animals were divided in four groups of ten rats that: group 1 —without
surgical delay procedure and local nitroglycerin; group 2 — with simultaneously
surgical delay procedure, but without local nitroglycerin; group 3 — without surgical
delay procedure, but with local nitroglycerin; and group 4 — with simultaneously
surgical delay procedure and local nitroglycerin. Nitroglycerin was released via
dermis under skin, through a semi permeable membrane of a device for drug
constant releasing for seven days. The extensions of the viable areas among the
groups were demarked, and the percentages of the viable areas, in relation to the
total flap, were calculated using the AutoCAD R 14. The mean percentage value of
the viable area reached 8.9% in the group that underwent solely vascular
implantation; this value was 49.4% in the group that underwent vascular implantation
with simultaneously surgical delay procedure; it was 8.4% in the group that
underwent vascular implantation and received local nitroglycerin; and it was 1.1% in
the group that underwent vascular implantation with simultaneous surgical delay
procedure and local nitroglycerin. There were significant differences among the four
experimental groups as regard to the distribution of viable areas percentages values,
p < 0.001 (Kruskal-Wallis). These differences occur between groups 1 and 2 (p =
0.005); 1 and 4 (p = 0.024); 2 and 3 (p = 0.003; and 2 and 4 (p = 0.001). These
results give support to the hypothesis that the closure of the arterial venous channels
is responsible for the phenomenon of surgical delay procedure, and allow the
conclusion that local nitroglycerin did not induce an increase of the prefabricated
viable flap areas by vascular implantation; and that the local nitroglycerin decrease
the viable flap areas that underwent delay surgical procedures.

KEYWORDS: Delay procedure; Prefabricated flap; Nitroglycerin.
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INTRODUCAO

Os retalhos encontram-se presentes em todos os ramos da cirurgia plastica e
constitui um procedimento freqientemente utilizado pelo cirurgido na realizagdo de
intervengdes reconstrutoras ou estéticas. A sua utilizagdo remonta a séculos, e em
todos estes anos uma preocupacédo afligiu aqueles que os utilizam: a obtencao de
modelos que assegurem total seguranca na confeccao dos retalhos. Esta obstinada
tentativa de confeccionar retalhos cutdneos com absoluta seguranga levou inumeros
cirurgides a pesquisarem os mecanismos de sobrevivéncia e possiveis coadjuvantes

que auxiliassem na sobrevida dos retalhos’.

Com a implantagao da cirurgia plastica como especialidade, verificada entre as
duas grandes guerras mundiais (1914-1918 e 1939-1945), os retalhos cutaneos
foram objeto de muito interesse. Estudos experimentais em animais de laboratério

possibilitaram a evolugcdo baseada em dados cientificos?.

Entre 1950 e 1960, as pesquisas relacionadas com os retalhos cutaneos foram
direcionadas no sentido de encontrar uma explicagdo para o fendmeno de
autonomizagdo. Com a evolugdo e aumento da sofisticagdo de abordagem dos
retalhos, o procedimento de autonomizacdo € raramente utilizado, exceto
indiretamente na expansédo tecidual. Todavia, um numero significativo de retalhos
cutaneos agudos (ou seja, ndo autonomizados) mostra sinais de isquemia e faléncia
iminente. Se o fendbmeno de autonomizacao fosse completamente entendido, talvez
essa informacado pudesse ser usada para criar uma autonomizagdo com base
quimica, promovendo uma imediata protecdo ao retalho ameacado. Portanto,
estudos farmacoldgicos tém sido utilizados ndo sé com o objetivo de salvar o retalho

fracassado por causas intrinsecas, como também para testar hipéteses a cerca do
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fenbmeno de autonomizagcdo, e melhorar o entendimento da fisiopatologia da

faléncia intrinseca dos retalhos cutaneos®.

1.1 Retalhos pré-fabricados

Habitualmente, o pediculo vascular de um retalho penetra pelo seu segmento
profundo, onde é necessario incluir gordura ou musculo, ou os dois componentes.
Essa condicao torna o retalho espesso e é tecnicamente proibitivo tentar modela-lo
primariamente, dado o risco de diminuir a vascularizagdo e levar a isquemia e

necrose. Em suma, seria inadequado para regidées que requerem pele fina®.

Orticochea®, foi o primeiro autor a descrever a aplicagdo clinica do conceito de
implante vascular através da transferéncia de vasos temporais superficiais sob a
pele retroauricular da concha. Nesse trabalho, a pele foi elevada com sucesso, como
retalho composto, nutrido pelos vasos implantados e transferido, como um retalho

temporofrontal pediculado, para reconstrugédo nasal.

Erol®, estudou, em caes, o processo de vascularizagdo de um enxerto de pele
colocado diretamente sobre os vasos femorais e mantido por um periodo de 14, 21 e
31 dias. Os resultados indicaram que, por esse método, enxertos livres de pele
poderiam ser transformados em retalhos ilhados. Com esse registro, este autor foi o
primeiro a desenvolver um estudo experimental, no sentido de criar um retalho pré-
fabricado com pediculo vascular e pele bastante fina. Com base nesses estudos
experimentais, esse mesmo autor utilizou 10 retalhos pré-fabricados com enxertos
de pele aplicados sobre os vasos temporais, em oito pacientes, para pré-fabricar

retalhos pediculados de pele fina, da regidao temporal e frontal, a fim de cobrir areas
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mal vascularizadas, quando o tecido local era inviavel. Nos casos clinicos, o periodo

entre o implante vascular e a utilizagdo do retalho foi, pelo menos, de 21 dias.

Erol e Spira’, com o objetivo de criar um novo leito capilar para um tecido
receptor, demonstraram que era possivel obter a vascularizacdo de um enxerto de
pele, apos deixa-lo sobre uma fistula arteriovenosa por um periodo de 15 dias.
Estudo realizado em 24 ratos.

Yao®

, através do implante de um pediculo vascular em retalhos cuténeos
tubulizados, com vascularizacdo ao acaso, transformou esses retalhos cutineos
randomizados em retalhos axiais. Além disso, estudou o processo de
vascularizagido, desencadeado a partir do implante vascular, em um modelo com
coelhos. Posteriormente, em 1984, Yao® observou que a viabilidade de um
segmento de tecido composto (osso, musculo e subcutaneo) € mais bem
preservada, quando implantado um pediculo vascular juntamente com tal segmento

no subcutaneo, e que o pediculo assim implantado, ademais, funciona como suporte

vascular para posterior transferéncia.

Yao'®, implantou o ramo descendente da artéria circunflexa femoral superficial
sob um retalho de pele da porcdo medial da coxa. Seis semanas mais tarde, ele
transferiu a unidade composta pré-fabricada, como um retalho livre de 26 x 16cm de
pele e subcutdneo, para reparacao de uma retragao cicatricial no pescoco. O
procedimento consagrou esse autor como o primeiro cirurgido a apresentar um caso
clinico de transferéncia microcirurgica de tecido composto pré-fabricadom.

.M em ratos

As técnicas de implante vascular foram estudadas por Hirase et a
e coelhos. Os pesquisadores descreveram a criagdo de retalhos livres
revascularizados por pediculo vascular implantado e sugeriram suas possiveis

aplicacgdes clinicas. Em 1988, os mesmos autores implantaram um pediculo vascular
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no subcutdneo de um retalho randémico de espessura total, em orelha de coelho.
Apods trés semanas, os retalhos vascularizados unicamente pelo pediculo implantado
foram transferidos como retalhos livres, com o fluxo sanguineo restabelecido através
de anastomose microcirurgica com os vasos receptores da orelha contralateral. Ao
exame histoldgico, constatou-se que o pericdndrio estava bem vascularizado com
area de formacgéao ativa de cartilagem, ao redor dos vasos implantados'?. Hirase et
al.”® observaram que a vascularizagdo de um retalho especifico era conseguida com
um pediculo composto por uma fistula arteriovenosa, obtida por um enxerto de veia.
Apods algumas semanas, o retalho poderia ser transferido como retalho livre, nutrido

unicamente pelo pediculo criado.

Morrison et al.™, criaram, em coelhos, um retalho cutaneo fino de padrao axial,
através de um implante da artéria e veia femorais na regido subdérmica. Como
resultado do estudo, os autores relataram que o implante vascular provocava um
crescimento extenso de neovasos, provenientes da artéria e veia implantada, e que
0 processo de neovascularizacdo comecgava poucos dias apdés o implante,
progredindo rapidamente por oito a doze semanas.

Khouri et al.”®

, investigaram a possibilidade de vascularizar uma parte
selecionada de um tecido-alvo, de forma seqlenciada, através de implante de um
pediculo arteriovenoso e a fascia que o envolvia, como suporte vascular, em um
modelo em ratos. Observaram que, independentemente da anatomia vascular
propria, uma quantidade ilimitada de retalhos livres compostos podia ser construida
e transferida, tendo um grande pediculo implantado como suporte vascular. O
suporte vascular era induzido a perfundir um bloco selecionado de tecido, o qual, no

primeiro estagio, ainda mantinha a maior parte de sua nutricdo proveniente da

vascularizacdo sanglinea original. Tardiamente, o retalho pré-fabricado era
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facilmente dissecado e transferido para o sitio receptor, onde a revascularizagao era
promovida por meio de anastomose entre um grande suporte vascular induzido e o

pediculo receptor.

Falco et al.16, estudando a viabilidade, o fluxo sanglineo e o padrdo de
vascularizagcao de retalhos cutaneos pré-fabricados, através do implante de um
pediculo arteriovenoso em ratos, observaram a média de area viavel dos retalhos, o
padrdo de vascularizagdo entre os vasos implantados e os vasos do retalho e o
brotamento de novos vasos, a partir do implante vascular.

I.17, utilizando retalhos venosos pré-fabricados em coelhos,

Takato et a
investigaram a viabilidade de grandes retalhos nutridos unicamente com pediculo
venoso € o tempo necessario entre o implante vascular e a elevacao do retalho. O
resultado desse estudo mostrou que a extensdo de area viavel, reproduzivel em
retalhos pré-fabricados com fluxo inteiramente venoso, foi obtida quando o retalho

era elevado trés semanas apos implantacao do pediculo.

Duffy et al.™

, utilizaram um modelo experimental em coelhos, para investigar o
conceito de retalho fino pré-fabricado por exteriorizacao de um pediculo vascular em
um retalho tubulizado de pele. Observaram uma sobrevida melhor da porcéo distal

desse retalho, quando se aumentava o periodo entre o implante vascular e a

elevacao do retalho.

Stepan et al.'®, determinaram, segundo modelo em ratos, que o tempo minimo
entre o implante vascular e a elevagédo de um retalho com sucesso é de 14 dias.
Utilizando injegao de contraste intravascular, descreveram a dindmica e a morfologia

do processo de neovascularizagao.
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Pribaz et al.?°

, inicialmente em estudo experimental e, posteriormente, em
aplicagao clinica, demonstraram que era possivel usar, repetidas vezes, o mesmo
pediculo, para pré-fabricar retalhos diferentes. Observaram, porém, que ocorre uma

diminui¢ao da area viavel do retalho, a partir da segunda transferéncia.

Maitz et al.?’

, desenvolveram um modelo de pré-fabricacao de retalho, em que
utilizaram um pediculo arteriovenoso exteriorizado e tubulizado, proveniente de
orelha de coelho. Nesse estudo, os autores examinaram a viabilidade longitudinal
(ou seja, apenas em relacdo ao comprimento) e as alteragcdes existentes no padrao
vascular dos retalhos. Para tanto, variaram o tempo de implante do pediculo com as

incisdes de autonomizagao.

Kostakoglu et al.??

relataram, em ratos, que a reinervagcdo em retalhos
vasculares livres pré-fabricados nao contribuiu significativamente para a formacéao

de novos vasos.

Com o objetivo de avaliar a contribuicdo do tecido perivascular na
neovascularizagcdo de enxertos de pele (retalhos pré-fabricados) em ratos, Yap-
Legaspi et al.®, concluiram que a quantidade de tecido perivascular ao redor do
pediculo, ndo afetou, estatisticamente, o grau de neovascularizagéo de enxertos de

pele.

Tark et al.®*, desenvolveram um modelo em ratos, utilizando um pediculo
musculovascular. Comparando a eficacia desse tipo de pediculo, no que diz respeito
a revascularizacdo de retalhos compostos, em relacdo ao arteriovenoso
esqueletizado e ao fasciovascular, observaram que o musculovascular superou 0s

outros tipos, no que diz respeito a revascularizacao de novos tecidos.
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Morrison et al.?®

, apresentaram trés casos clinicos em que foram
confeccionados retalhos pré-fabricados finos por implante vascular e transferidos,
por microcirurgia, para cobertura de areas em joelho e face.

Examinando a taxa e o padrdo de crescimento vascular de um pediculo

1’6 estudaram como os

vascular implantado no subcutaneo em coelhos, Hickey M et a
vasos neoformados se conectavam aos vasos cutdneos preexistentes, e se a
aplicagao de fator de crescimento de fibroblastos poderia acelerar o processo de
angiogénese. Eles concluiram que o fator de crescimento de fibroblastos colocado
adjacente ao pediculo aumentava a sobrevida para aqueles retalhos elevados ha

uma semana, mas nao alteram a sobrevida para aqueles elevados ha 2 e 4

semanas.

Na pratica, implantando um pediculo vascular no subcutaneo e mantendo-o
nesse local por um determinado periodo de tempo, consegue-se que a regido se
torne area doadora de retalhos finos. Esse tipo de pré-fabricacdo € chamado de
inducdo vascular'®''. Observou-se, ainda, que, através desse procedimento, era
possivel a obtencdo de retalhos livres pré-fabricados, utilizando-se uma area
doadora que possua caracteristica semelhante as da regido a ser reparada,

independentemente da existéncia natural de um pediculo vascular no proprio local'"

1.2 Autonomizacgao

A autonomizagao, como uma ferramenta na pré-fabricacdo de retalho, permite
a conversao de tecidos para um retalho de padrao axial e, ainda, a transferéncia de

uma quantidade de tecido superior a que seria possivel em um retalho
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randomizado McFarlane et al.“”, estudaram o mecanismo pelo qual a
autonomizacao exercia efeito favoravel sobre um retalho pediculado, no dorso de
ratos, o qual sabidamente dependia de uma autonomizacado prévia, sob pena de
tornar-se necrético. Os autores observaram as alteragbes na vascularizacdo do
retalho, durante a autonomizagdo e posterior elevagdo, o fluxo sangulineo e a

atividade metabdlica nos tecidos do retalho.

Myers e Cherry3°, definiram, em coelhos, que, para produzir um aumento na
vascularizacao de retalhos, a autonomizagao deveria reduzir o fluxo sangiineo ao
retalho, durante o primeiro estagio. Segundo os autores, o estimulo ao aumento da

vascularizagao devia-se a isquemia.

Reinisch®!, estudando o fendmeno em porcos demonstrou que existia um fluxo
sangulineo substancial na porcdo distal, aparentemente mal vascularizada, de um
retalho. Tal circulagdo ocorria através de canais arteriovenosos normalmente
presentes, de paredes grossas e nao-nutridores, em geral controlados por inervacéo
simpatica. Elevando-se o retalho, ocorria sua denervagdo, causando abertura dos
canais. Concluiu, entdo, que o fendbmeno de autonomizagdo era resultado do

fechamento espontaneo dos canais arteriovenosos.

Com a utilizagdo do “Doppler” em estudo experimental e clinico, Callegari et
al.*®> mostraram que a autonomizacdo cirurgica resulta em dilatagdo dos vasos
existentes, com maior efeito no nivel do plexo capilar, e ndo em processo de

neovascularizacdo do retalho.

A obtencao clinica bem sucedida de retalhos pré-fabricados finos, pela
insergdo, no subcutédneo, de uma lamina de silicone adjacente a um retalho
convencional pediculado, nos vasos epigastricos profundos inferiores, foi relatada

por ltoh e Arai*>.
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Byun et al.>*

observaram, em orelhas de coelho, que a autonomizacgéo prévia
de retalhos venosos arterializados aumentou significativamente a area de sobrevida,
em relagao aos retalhos nao autonomizados. Com esses resultados, concluiram que

a autonomizacao provocou um aumento da comunicagao arteriovenosa nos retalhos.

O papel da angiogénese e do crescimento de capilares e vénulas no
mecanismo de autonomizacao cirurgica de retalhos cutdneos em um modelo em
coelho, estudados a partir de marcadores utilizando-se método mais especifico de
imunohistoquimica para identificacao de células endoteliais, foi realizado por Lopez

et al®®

. Os resultados indicaram que um processo angiogénico pode estar implicado
na fisiologia do fenébmeno da autonomizacao.

Cederna et al.?®

, avaliando o efeito da autonomizacdo na vascularizagdo de
retalhos cutdneos em ilha da parede abdominal de coelhos, concluiram que o
periodo de autonomizagdo de 21 e 27 dias era capaz de promover um aumento
estatisticamente significativo na vascularizagdo do retalho, em decorréncia da

dilatacdo das anastomoses, e de obter retalhos maiores pela captura de areas

teciduais adjacentes.

A analise intracelular nao invasiva das alteragdes dos fosfometabdlitos, ATP e
fosfocreatina (PCr), os quais séo fontes basicas de energia para a sobrevida celular,

foi realizada por Park et al*®

utilizando a espectroscopia do fésforo radioativo por
ressonancia magnética e superficie espiral em 1997. Foi utilizado um modelo de
retalho cutaneo em ratos. Os autores observaram que o pH e a relacdo ATP/(pH+
fosfato inorganico) mostraram forte correlagdo com a viabilidade de retalhos
cutdneos autonomizados e os ndo autonomizados, e que podem ser indices

prognéstico para predizer a faléncia de retalhos cutaneos. A razao para a sobrevida

da porcgao distal de retalhos autonomizados mantido o seu nivel de ATP, a despeito
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do baixo nivel intracelular de PCr, poderia ser o acumulo da creatino quinase
aumentando o entdo chamado “transporte de energia,” fungcdo do sistema
creatinoquinase/fosfocreatina.

Com o objetivo principal de estudar qual estratégia de autonomizacéao cirurgica
deveria ser adotada para render retalhos com maior viabilidade,Yang et al®’
compararam dois diferentes procedimentos de autonomizacao cirirgica em um
modelo de retalho cutdneo em ratos. Os autores concluiram que o procedimento

mais efetivo era ligar vasos de territdrio conhecido de maneira anterégrada ao longo

do comprimento do retalho.

O desenvolvimento de um modelo animal para mensuracgao direta de algumas
das alteragbes microcirculatérias induzidas pela autonomizacdo cirurgica foi o
objetivo do trabalho de Barker et al®®. Os autores observaram que a orelha de ratos
homozigotos para auséncia de pélos prestou-se como sendo um modelo efetivo para
visualizacdo direta e mensuracdo das alteragbes induzidas pela autonomizacao

cirurgica na microcirculagao.

Taylor et al®®, mostraram que a autonomizacao cirtirgica de um retalho produz
dilatacdo da arquitetura vascular existente, particularmente nos vasos capilares que
ligam territérios adjacentes. O evento € permanente e irreversivel com efeito maximo
observado entre 48 e 72 horas apds elevacéo do retalho e esta associada tanto com
um aumento do tamanho como do numero de células em todas as camadas das
paredes dos vasos capilares de ligagdo, especialmente a camada muscular. O
tempo da sequéncia da autonomizacao parece ser similar em diferentes espécies e
em diferentes tecidos, sugerindo a possibilidade de um processo universal para

autonomizacéao.
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O papel do oxido nitrico na microcirculacao de retalhos cutaneos
autonomizados, uma vez observado o aumento na viabilidade destes retalhos, foi
estudado por McDonald et al4°, utilizando um modelo de retalho cutaneo arterial em
ratos. Os resultados dos trabalhos demonstraram que o Oxido nitrico é um
importante indutor de vasodilatacdo, promovendo o aumento do fluxo nos vasos que
ligam territérios cutdneos adjacentes (vasos de choque) e aumentando a sobrevida

dos retalhos autonomizados.

1.3 Tratamento de retalhos cutaneos isquémicos com agentes

farmacoldégicos

O mecanismo que resulta na faléncia de retalhos cutaneos, apesar de
incessantes pesquisas, ainda ndo estd completamente esclarecido*’. O grande
numero de agentes farmacoldgicos que tem sido investigado com o propdsito de
reduzir a area de necrose dos retalhos reflete a variedade de mecanismos propostos

para agir na faléncia de retalhos cuténeos criticos.

A liberagédo de norepinefrina durante as primeiras 30 horas apds o retalho ser
elevado é tida como responsavel pela isquemia e posterior necrose de retalhos em

ratos*?. Kennedy et al*?

, avaliaram os efeitos de doses farmacolégicas de reserpina
(5mg / Kg), droga que atua promovendo deplecao dos estoques de norepinefrina, e
concluiram que ndo houve aumento na area viavel de retalhos cutaneos
randomizados. Em 1983, Hendel et al** observaram justamente o contrario, ou seja,

que a deplegao de terminais nervosos simpaticos aumentou o fluxo sanglineo e a

area viavel de retalhos cutaneos em ratos.
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Acreditando que os vasodilatadores pudessem desempenhar um papel no que
se refere a area viavel de retalho cutaneo, Rohrich et al44, utilizaram nitroglicerina e
relataram que tanto em ratos como em porcos a droga aumentou significativamente

a area viavel de retalhos cutaneos.

A zona de transicdo localizada entre a porcdo proximal, adequadamente
perfundida, e a porcao distal, isquémica, de um retalho cutdneo agudo, € uma area,
segundo Im et al*®, capaz de sofrer a acédo de radicais livres de oxigénio, gerados
pelo mecanismo de isquemia-reperfusdo, responsaveis pela necrose distal do
retalho. Neste trabalho, os autores observaram um aumento significativo na area
viavel deste tipo de retalho com o uso do alopurinol e superéxido dismutase.

Nichter et al*'

utilizaram a nitroglicerina em um modelo de retalho cutaneo
randomizado em ratos, e observaram que ndo houve aumento na area viavel do

retalho. Esse resultado é contrario ao que tinha sido publicado por Rohrich**.

Analisando os casos de necrose de pele que ocorrem em retalhos cutaneos
com hematoma subjacente, mesmo quando parece haver uma perfusdo tecidual
adequada, Angel et al*®, comprovaram o envolvimento dos radicais livres derivados

do hematoma no mecanismo que culminava com necrose tecidual.

A possibilidade de que a necrose de pele seja o resultado final de um
mecanismo que envolva diminuigdo do fluxo sanguineo na porgao distal de um
retalho cutdneo, com consequlente lentidao deste fluxo, acimulo de hemacias e
hemoconcentragdo, levou Monteiro at al*’ a estudarem a influéncia da pentoxifilina
na area viavel de retalhos cutédneos. Os autores observaram que a droga alterou as
propriedades reoldgicas da microcirculagdo e aumentou a area viavel de retalhos

cutaneos em ratos.
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Para Galla et al*®

a fisiopatologia da isquemia e necrose de um retalho cutaneo
passa por uma diminuicdo do fluxo sanglineo na microcirculagcdo. Em estudo
realizado em ratos, esses autores obtiveram um aumento na area viavel de retalho
cutaneo randomizado com a utilizagao do buflomedil. Segundo os autores, foi de
fundamental importancia a capacidade da droga de proporcionar melhoria da
capacidade de deformidade da hemacia e a redugéo da agregagao plaquetaria.

A preservacao da circulagao vascular periférica pode ser responsavel pelo
aumento da viabilidade dos retalhos cutdneos randomizados*®. Williams et al*°,
demonstraram que a pentoxifiina aumentou a sobrevida de retalho cutaneo
randomizado em aproximadamente 50% quando administrada 14 dias antes da
cirurgia. A acao da pentoxifiina em aumentar a capacidade de flexibilizagdo das

hemacias, diminuir a agregagao plaquetaria e diminuir os niveis plasmaticos do

fibrinogénio, segundo os autores, seriam responsaveis pelo resultado obtido.

A acado de impedir a agregacao plaquetaria é creditada como sendo a principal
responsavel pelo aumento da viabilidade de retalho cutdaneo proporcionada pela
administracdo tépica da capsaicina, segundo trabalho realizado por Linuma e

Swada® em ratos.

A acgao dos radicais livres de oxigénio, como produto final da exposicédo dos
retalhos cutaneos a ions cobalto, foram responsaveis pela diminui¢gao da viabilidade

deste retalho, de acordo com o trabalho de Atabey et al51, em ratos.

Um et al®?, observaram que a inibicdo da porc&o constitutiva endotelial do dxido
nitrico provocou uma diminuicdo do fluxo sanglineo na porgao proximal de um
retalho cutaneo, com consequente redugao significativa na viabilidade do retalho em

ratos.
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A eficacia da vitamina E em salvar retalhos cutaneos isquémicos, como agente
varredor de radicais livres, foi estudada por Khazanchi®®> em um modelo em ratos.
Nao foi observada diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo teste.
Nesse estudo a vitamina E era comegada uma semana ap6s a cirurgia™.

A acdo vasodilatadora e de antiagregante plaquetario de um analogo da

prostaglandina I, “Beraprost sodium”, foi avaliada por Alexandrou et al**

em um
modelo em ratos. Os autores observaram um aumento significativo na area de
sobrevida dos retalhos cutaneos no grupo onde a medicagao foi ministrada.

A relacdo do oxido nitrico com a fisiopatologia da faléncia dos retalhos

cutaneos foi estudada por Gribbe et al®®

. Os achados mostraram que a isquemia
causada ao realizar um retalho cutdneo levou a um dano endotelial e a uma
diminuicdo da atividade da enzima oéxido nitrico sintetase dependente do calcio.
Adicionalmente, uma inducdo da atividade da enzima Oxido nitrico sintetase

independente do calcio, em retalho cutaneo, era notada tanto na porgéo viavel como

na por¢cao destinada a necrose do retalho.

Cordeiro et al®®, em estudos utilizando a L-arginina antes da reperfuséo
concluiram que sua administragdo reduziu significativamente a extensédo de necrose
de retalho cutaneo em ratos. Os dados também demonstraram que a droga reduziu
o numero de neutrofilos dentro do retalho reperfundido. Como a injuria tecidual apos
isquemia-reperfusdo era mediada por neutrofilo, os autores hipotetisaram que a L-
arginina era convertida a 6xido nitrico, 0 qual previne a sequestracado de leucdcitos

pos-isquemia para o interior dos retalhos, evitando a injuria da isquemia-reperfusao.

O 6xido nitrico é extremamente lipofilico o que Ihe permite uma rapida difusédo
através das membranas. O seu potente efeito vasodilatador, sua acao de prevenir a

aderéncia e agregacao plaquetaria, prevenir a aderéncia do neutroéfilo ao endotélio,
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assim como agir na permeabilidade endotelial, sdo caracteristicas ressaltadas por
Zamboni®’ como capazes de prevenir a injdria tecidual observada no mecanismo de
isquemia-reperfusao.

Os neutrdfilos tém sido implicados como uma fonte de radicais livres de
oxigénio, mediadores da injuria tecidual na reperfusdo. Os estudos de Ueda et al®®,
indicaram que “Sulfatide” tem um efeito protetor significativo contra a injuria da
isquemia-reperfusdo em retalhos cutaneos arteriais em ratos. Tal efeito do
“Sulfatide” contra a injuria de isquemia-reperfusao foi relatado ser mediado pela forte

ligacdo do mesmo com a selectina-L, importante na interagdo dos leucdcitos ao

endotélio.

A aplicagao local de uma droga vasoativa, o “Buflomedil”, ligado ao lipossomo,
foi estudada por Uhl et al®® em um modelo em ratos. O estudo concluiu que a droga
reduziu a necrose de retalho cutdneo pela melhoria da perfusdo microvascular. De
acordo com os autores, os efeitos de acdo vasodilatadora, de melhorar a
deformabilidade da hemacia e reduzir a agregacao plaquetaria do “Buflomedil” foram

responsaveis pelo resultado obtido.

Raposio e Santi®® em seus estudos utilizando dimetil sulféxido com peréxido de
hidrogénio topico, em retalhos cutaneos randomizados em coelhos, concluiram que
houve um aumento significativo tanto na viabilidade como na tensao transcutanea de
oxigénio destes retalhos. Para os autores, o resultado foi decorrente da capacidade

de depuracéao de radicais livres do dimetil sulféxido.

A interacdo do neutrdfilo ao endotélio nas vénulas poés-capilares e a
subseqliiente  vasoconstriccdo  microarteriolar sdo  importantes  eventos
microcirculatérios levando a diminuicdo do fluxo sanglineo funcional e a injuria

tecidual do mecanismo de isquemia-reperfusao. A difusdo de substancias vasoativas
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que sao responsaveis por esta vasoconstriccdo patolégica permanece
desconhecida. Mazolewski et al®' utilizaram um bloqueador do receptor do
tromboxano A, em ratos, e observaram que embora houvesse uma diminuicao
significativa, 0 mesmo nao era capaz de eliminar totalmente a vasoconstricgdo, nem

de evitar a aderéncia endotelial dos polimorfonucleares.

Observando que cada vez mais os radicais livres de oxigénio eram implicados
como mediadores da injuria dos retalhos cutaneos ilhados, Schanaider et al62,
demonstraram que o manitol foi capaz de proteger 75% dos retalhos das lesdes que
ocorrem apods isquemia-reperfusdo em um modelo em ratos. Para os autores, o
resultado obtido ocorreu gragas a agao do manitol como varredor de radicais livres
de oxigénio.

Com o objetivo de estudar o efeito da droga vasoativa, buflomedil, na
prevencao de isquemia de retalhos cutaneos em ratos, Biondo-Simdes et al®
considerando as acBes de vasodilatador, antiagregante plaquetario e eritrocitario,

concluiram que o buflomedil ndo foi capaz de diminuir a necrose em retalhos

cutaneos isquémicos.

Em decorréncia da forte ligacao do “sulfatide” a P-selectina, importante agente
mediador da agregagéao leucocitaria, foi observada uma menor invasdo de leucdcito
na camada dérmica do retalho no grupo tratado com a medicacéo. Para Akamatsu et
al®a ligacao do “sulfatide” a P-selectina, impedindo a acdo da mesma na agregagao
leucocitaria, levou ao aumento do fluxo sangiineo na porcao distal dos retalhos
cutédneos randomizados em ratos. Os autores observaram ainda um aumento

significativo na area viavel dos retalhos cutdneos com a utilizagdo desta

medicacgao.
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Tellioglu et al®®

, estudaram a agdo da “carnitine” na viabilidade de retalhos
cutdneos ao acaso em ratos, e observaram um aumento na area viavel destes
retalhos. Para os autores, a “carnitine” era capaz de otimizar o diminuido aporte de
oxigénio através do baixo fluxo sanglineo apéds elevagao dos retalhos. Através da
acao da “carnitine”, ha uma reducao da toxidade dos acidos graxos livres a nivel
celular decorrente do acumulo de acil-CoA e acetil-CoA que ocorre durante a

isquemia.

Para Cordeiro et al®®

, 0s retalhos isquémicos apresentavam claramente um
elevado numero de neutrdéfilos, como também uma elevacdo de mastdcito apds a
reperfusdo. Com o objetivo de avaliar a agdo desta célula no mecanismo de
isquemia-reperfusdo, os autores utilizaram o cromolim sédico, droga
reconhecidamente inibidora da degranulagcdo do mastdcito, a difenidramina (H1-
bloqueador) e a cimetidina (H2-bloqueador), bloqueadoras da histamina em retalhos
cutaneos epigastricos em ratos. Os autores concluiram: (1) que a administragdo da
difenidramina e cimetidina antes da reperfusdo aumentou a viabilidade no modelo
estudado, (2) os bloqueadores H1 e H2 também reduziram o numero de neutrdéfilos e
mastocitos dos retalhos, (3) a utilizagdo do cromolim sddico ndo proporcionou o
mesmo efeito dos bloqueadores de histamina, (4) o mecanismo através do qual os
bloqueadores da histamina diminuiram a injuria da isquemia-reperfusao era

incerto,porém, poderia ser relatada a conhecida capacidade da histamina de induzir

o recrutamento de leucécitos nos pequenos vasos.

O efeito do Extrato de Ginkgo Biloba (EGB) sobre a area viavel de retalho
cutaneo randomizado foi estudado por Souza Filho et al ®”, em um modelo em ratos.
Foi observado um aumento significativo na area viavel dos retalhos. Para os autores,

o resultado obtido foi conseqliéncia do mecanismo de acdo da droga em atuar
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como: (1) depurador de radicais livres, (2) ser antagonista do fator ativador de

plaguetas e (3) ter provavel papel na inibicao da formacgéao do éxido nitrico.

Para demonstrar que as plaquetas poderiam desempenhar um papel
importante na patogénese da injuria tecidual do mecanismo de isquemia-reperfusao,

Yur-Ren et al®

, estudando em um modelo de retalho cutaneo arterial epigastrio
inferior em ratos, notaram um aumento na viabilidade dos retalhos, apds a utilizagao
de um antagonista da glicoproteina llb/llla (“abciximab”). O aumento da sobrevida
dos retalhos promovida pela medicacéo foi decorrente de sua agao como potente

inibidor da ativagao/agregacédo plaquetaria e da diminuicdo da deposigdo da

plagueta ativada no endotélio vascular.

A utilizacao de uma fonte externa de 6xido nitrico mostrou-se eficaz no que diz
respeito ao aumento da area viavel de retalhos cutaneos e miocutaneos em porcos,
submetidos a um periodo de isquemia seguido de reperfusédo, segundo Khiabani et
al®®. Os autores observaram que os resultados estavam relacionados com a

diminuicdo do acumulo de neutréfilos no endotélio vascular do retalho.

| /° estudando o efeito do edema em retalhos cutaneos

Acevedo-Bogado et a
em ratas, observaram que a hialuronidase demonstrou melhora efetiva na sobrevida
destes retalhos, quando o fator edema estava envolvido no processo. Os autores
sugerem um processo de dissolucdo do edema como provavel mecanismo de

melhora dos retalhos.

O dimetil sulféxido, segundo Carpenter et al”’

, atuando como depurador de
radicais livres, foi capaz de aumentar a viabilidade de retalho cutidneo arterial em

ratos submetidos ao mecanismo de isquemia reperfuséo.
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A importancia da ativacdo plaquetaria levando a isquemia tecidual observada
no mecanismo de isquemia-reperfusao foi destacada por Yur-Ren et al. Os autores
estudaram os efeitos da “Nitrosoglutathion”, um doador de 6xido nitrico, em um
modelo de retalho cutaneo arterial em ratos. Como conclusdo, observaram que a
medicagcdo doou apropriadamente o6xido nitrico a ponto de suprimir a ativacao
plaguetaria e a indugdo da oxido nitrico sintetase independente do calcio (i ONS),
resultando em menor ativagdo plaquetaria, melhor perfusdo sanguinea e maior

viabilidade dos retalhos apés a injuria da isquemia-reperfusao.

O papel de citocinas proé-inflamatdrias como a interleucina-1 e fatores de
crescimento (fator de crescimento transformante beta e fator de crescimento basico
de fibroblasto) foram avaliadas através da administracédo do fator de crescimento
endotelial vascular (FCEV) por Pang et al”>. Em um modelo de retalho isquémico
dorsal em ratos, os autores concluiram que o FCEV exdgeno pode proteger o
retalho da injuria do mecanismo de isquemia-reperfusao através da regulagao das

citocinas pro-inflamatdrias e inibicao da produgao do oxido nitrico citotéxico.

Klein et al™ lograram sucesso ao desenvolver um modelo animal transgénico,
capaz de produzir superdxido dismutase trés a quatro vezes acima do que era
produzido pelo controle, em um modelo de retalho cutdneo arterial em ratos. O
estudo confirmou o efeito protetor da medicagdo contra a injuria do mecanismo de

isquemia-reperfusao.

A analise do nivel endogeno do Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(FCEV) em um modelo de retalho cutaneo ao acaso em ratos, delineando as
relagdes entre a produgdo do FCEV enddgeno com a lipoperoxidacao, e o efeito do
FCEV endégeno com a area viavel do retalho foi realizada por Zhang et al °. Os

autores concluiram que a produgdo do FCEV endogeno foi significativamente
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aumentada nos retalhos com isquemia moderada, porém diminuiu nos retalhos com
isquemia grave. A administracdo de FCEV exdégeno aumentou significativamente a

area viavel de retalhos isquémicos.

A acdo de um potente vasodilatador, o sildenafil, foi avaliada quanto a sua
capacidade de aumentar a area viavel de retalhos cutaneos ao acaso em um modelo
em ratos por Sarifakioglu et al’®. O Sildenafil age como inibidor seletivo da
fosfodiesterase V. Os autores concluiram que a medicagédo teve um efeito dose-

dependente para aumentar a viabilidade deste tipo de retalho.

Baseado na capacidade do fator de crescimento endotelial vascular (FCEV) e
do oxido nitrico em produzir vasodilatacdo, induzir a angiogénese e aumentar a area

viavel de retalhos, Komorowska-Timek et al’’

estudaram o efeito da aplicagao de
uma unica dose intra-arterial do FCEV ou L-arginina, um substrato para producéo do
oxido nitrico, em retalho cutédneo arterial de ratos. Os autores concluiram que a
administracdo do FCEV ou L-arginina diminuiram a necrose dos retalhos, porém,
também aumentou a contragdo do retalho nas areas de maior grau de necrose. Os

dados de perfusdao sugerem que os efeitos benéficos do FCEV e L-arginina, na

viabilidade de retalhos, poderiam ser baseados em mecanismos diversos.

Enfatizando a importancia da adesédo dos neutréfilos ao endotélio vascular
como fator importante na injuria tecidual que ocorre no mecanismo de isquemia-
reperfusdo, Gabriel et al78, estudaram os efeitos da L-arginina na adesao endotelial
dos neutréfilos na microcirculagdo, em um modelo de injuria da isquemia-reperfusao,
em retalho muscular em ratos. Os autores observaram que a L-arginina parece
diminuir os efeitos deletérios da adesao endotelial dos neutrdéfilos associada a injuria
da isquemia-reperfusdo, e que os efeitos da L-arginina foram revertidos por um

inibidor da sintese de 6xido nitrico, “L-NAME”, indicando que a L-arginina agiria via o
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mecanismo de sintese do oxido nitrico. Estes resultados sugeriram um importante
papel do 6xido nitrico em diminuir a interacdo endotelial dos neutréfilos que ocorre

no mecanismo de isquemia-reperfusao.

Explorando o potencial angiogénico de certos fatores de crescimento
capazes de estimular a angiogénese localizada e melhorar a perfusao sanguinea,
Huemer et al’®, utilizaram a terapia génica para avaliar o efeito do fator de
crescimento transformante beta, sendo expresso através de adenovirus injetados no
espaco subdérmico, em um modelo de retalho cutdneo arterial em ratos. Os
autores concluiram que houve um aumento significativo na &rea viavel destes

retalhos.

Fundamentando-se nos recentes achados de que o precondicionamento induz
a expressao de proteinas de choque aquecidas (PCA), as quais podem ajudar na

18 observaram se um

sobrevida celular em episddios agudos de stress, Harder et a
aquecimento localizado precondicionante e a indugdo da PCA 70 aumentariam a
viabilidade de um grande retalho randomizado em um modelo em porcos. Os
autores concluiram que o aquecimento local precondicionante aumentou
significativamente a area viavel dos retalhos pela indugdo da PCA 70 e que desta

forma obtém-se um método mais simples, mais barato e menos invasivo de

precondicionamento.

A coadministracao topica de um facilitador de penetracéo, o acido oléico, e do
dimetil sulfoxido, para estudar a sobrevida de retalho cutdneo em um modelo em
ratos foi instituido por Hsu et al®’. O estudo determinou que um aumento
estatisticamente significativo na sobrevida do retalho foi observado no grupo tratado
unicamente com acido oléico, e que este mesmo resultado nao foi observado

quando as drogas foram ministradas simultaneamente.
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Fundamentando sua pesquisa na capacidade dos anestésicos locais como a
lidocaina de promover relaxamento na musculatura lisa vascular e vasodilatacéo
periférica, Karagal et al®? estudaram a efetividade do EMLA, uma mistura de
lidocaina e prilocaina, em prevenir a necrose de retalho cutdneo ao acaso em um
modelo em ratos. Como conclusdo, os autores observaram que o EMLA levou a um
aumento significativo na viabilidade dos retalhos. Devido a viabilidade clinica, facil
administragdo, alto indice terapéutico e baixo custo, os autores consideraram o
agente terapéutico como um candidato ideal para o propésito de uso clinico quando
se tem como objetivo aumentar a viabilidade de retalhos.

Leal et al

, verificaram a influéncia da pentoxifilina, droga que melhora a
viscosidade sanguinea uma vez que aumenta a capacidade de deformagao dos
eritrocitos e granuldcitos, e do cloridrato de buflomedil, droga que age através do
bloqueio da passagem do célcio para a musculatura lisa vascular promovendo
vasodilatacdo, na sobrevida de retalhos randomizados em ratos expostos a nicotina
em doses que produzem niveis comparaveis a de fumantes humanos. Como
conclusao, observaram que o buflomedil e a pentoxifilina, apesar da melhora

observada na vascularizacdo dos retalhos, nao apresentaram resultados

estatisticamente significantes.

S4 et al ® estudando a extensdo da area viavel em retalhos pré-fabricados por
implante vascular em ratos, concluiram que apesar dos retalhos submetidos a
autonomizacgao e, simultaneamente, implante do pediculo vascular apresentarem
area viavel significativamente maior, os mesmos ndo demonstraram um aumento
significativo da densidade vascular em torno do pediculo implantado. Os autores
explicaram seus resultados baseados na teoria de que ocorre um fechamento dos

“shunts” pré-capilares devido a hipersensibilidade a catecolaminas circulantes no
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final do periodo de autonomizacdo. Esse resultado ia de encontro ao que foi

observado por alguns autores®!3%343940

, 0Ss quais relataram que o aumento da
viabilidade dos retalhos autonomizados estd associado a dilatacido da arquitetura
vascular preexistente, principalmente nos vasos capilares que ligam territérios

adjacentes. Por outro lado, outros pesquisadores®~°3°

, apresentaram resultados
frontalmente contrarios, enaltecendo a importancia do aumento na vascularizacao
dos retalhos autonomizados como fator primordial para o ganho de area viavel

destes retalhos. Estes relatos deixam clara a necessidade de mais estudos nesta

area para melhor entendimento da fisiopatologia da faléncia de retalhos cutaneos.

Diferentemente dos resultados conflitantes observados com o uso de
medicac¢ao a fim de aumentar a viabilidade dos retalhos, a autonomizagao cirurgica
proporciona um aumento na area viavel de retalhos cutdneos de forma efetiva e
confiavel. No entanto, a autonomizagao cirurgica implica em uma sequéncia de
procedimentos, estendendo a permanéncia hospitalar dos pacientes. Situagdes
como nos retalhos traumaticos e naqueles em que a estratégia cirurgica necessita
ser modificada na sala de cirurgia, o0s mesmos ndo podem ser beneficiados com o
procedimento de autonomizacdo prévia. Além disso, mesmo os retalhos
autonomizados ocasionalmente apresentam perdas parciais ou totais. Portanto, um
agente farmacolégico capaz de aumentar a sobrevida de retalhos cutaneos

isquémicos € uma adi¢do necessaria ao arsenal cirurgico atual*’.
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1.4 Nitroglicerina topica

A nitroglicerina tépica (gliceril trinitrato) € um agente atrativo para aumentar a
area de sobrevida dos retalhos por varias razdes. A nitroglicerina € um vasodilatador
direto (arterial e, principalmente, venoso) com relato de uso em seres humanos
desde de 1879, quando William iniciou a administracdo sublingual para alivio da
angina aguda. O composto € prontamente hidrolizado no figado pela enzima
redutase de nitratos organicos dependente de glutationa a um dinitrato menos ativo.
O pico de concentracao plasmatica é alcangado, em humanos, cerca de 5 minutos
apos administragado sublingual, e o tempo estimado de meia-vida € de 7 %2 minutos.
Os efeitos da droga sdo dose-dependente *#5. Os efeitos colaterais da nitroglicerina,
em seres humanos, decorrem principalmente de sua acao cardiovascular: cefaléia,

tonturas, sincope, enrubescimento e palpitagées%.

Quando usado pela via transdérmica, a nitroglicerina mostra um rapido inicio
de agao e mais longa duracao de eficacia terapéutica, por ser facilmente absorvida e

evitar a primeira passagem ao nivel do figad085.

Apds a aplicagdo da nitroglicerina tépica as concentragdes plasmaticas de
nitroglicerina atingem um platé em 2 horas, o qual € mantido durante o periodo
recomendado de aplicacdo. A altura deste platd é diretamente proporcional ao
tamanho da area do sistema de Iiberagéo“. Apos a remocgao do NITRODERM TTS

5, o nivel plasmatico da nitroglicerina cai rapidamente85.

Apés alcangar a camada média muscular da parede dos vasos, a nitroglicerina
€ convertida em oOxido nitrico, que por sua vez estimula a guanilato ciclase para

produzir guanosina monofosfato ciclico (GMP ciclico). Esta substancia produz
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vasodilatacdo pela queda do calcio celular, seja pela inibicdo da entrada do ion
calcio, ou por facilitacdo do seu fluxo do citoplasma para o meio extracelular,
induzindo o relaxamento da musculatura lisa. A sua principal agao sistémica decorre

de uma diminuicao do ténus venoso®.

Em detalhado estudo com agentes vasodilatadores e antiadrenérgicos,
Hendel et al. *® descreveram um aumento no fluxo sangulineo em retalho cutaneo
de pediculo axial, na parede abdominal de ratos, apds aplicacdo tépica de
nitroglicerina creme. Rohrich et al44, posteriormente, demonstraram um aumento
na viabilidade de retalhos cutaneos utilizando nitroglicerina em retalhos axiais de
pediculo axial em ratos e porcos. Até hoje, ndo ha relatos sobre o efeito desta

medicacao em retalhos pré-fabricados por indugéo vascular.

Um produto que contém nitroglicerina topica, de liberacdo continua e
controlada, renovado a cada 24 horas, denominado NITRODERM TTS® (Novartis
Pharma Ag, Suicga) foi utilizado no presente estudo em retalhos cutaneos pré-
fabricados por indugao vascular, com e sem autonomizagédo simultanea, em um

modelo em ratos.

O sistema utilizado tem a seguinte disposicao:

NITRODERM TTS 5
Quantidade de nitroglicerina liberada por hora 0,2 mg
Conteudo total de nitroglicerina 25 mg

Area de liberagdo do farmaco 10 cm?
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A nitroglicerina restante em cada sistema serve como reserva € nao é
liberada em uso normal. Por exemplo, apés 12 horas cada sistema libera 10% do
seu conteudo original de nitroglicerina. Uma vez que a nitroglicerina € liberada por
NITRODERM TTS 5 a uma velocidade constante por cm? a dose administrada
depende do tamanho da area do sistema de liberacdo e das condi¢des da pele,
principalmente do estado de hidratacdo, o que pode causar variagdes no nivel
plasmatico. @A dose nominal de liberagdo de nitroglicerina in vivo é de

aproximadamente 20 a 25 mcg/cm? x hora*’.

1.5 Objetivos

Os principais objetivos deste estudo foram:

¢ Estudar o efeito da nitroglicerina tépica sobre a area viavel de um modelo
de retalho pré-fabricado por implante vascular em ratos;
¢ Analisar o mecanismo da autonomizagao cirurgica aplicada a retalhos pré-

fabricados sob efeito da nitroglicerina topica.
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METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagéo
Animal (CEEA) da UFPE (anexo 1). Os procedimentos descritos para manejo e
cuidado dos animais em experimentacdo encontram-se de acordo com as normas
sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal e com as normas

internacionais.

Os animais eram alojados individualmente apds cirurgia, fornecidas agua e
ragao para ratos (Labina®) ad libitum, e mantidos no Biotério do Nucleo de Cirurgia

Experimental.

O sistema terapéutico transdérmico, Nitroderm TTS®, é projetado para
assegurar liberacdo controlada de nitroglicerina, através de uma membrana
semipermeavel, de forma continua, por um minimo de 24 horas, apés aplicacao
sobre uma pele intacta. O sistema consiste em uma folha metélica na parte de tras,
e um reservatoério de droga, entre a folha metalica e a membrana semipermeavel de
difusdo limitada. O reservatério contém nitroglicerina com lactose em um fluido de
silicone para uso medico, adicionado ao dioxido de silicone coloidal para aumentar a
viscosidade. A membrana semipermeavel € um copolimero de acetato de etileno-
vinil com um lado adesivo em contato com a pele, projetado para prover liberagcao
uniforme de nitroglicerina.

Foi utilizada anestesia intraperitoneal com hidrato de cloral a 10%, na dose de

55
|

0,4mL/100g de peso corporal®™. Durante o procedimento, era colocada um cateter

para o fornecimento de oxigénio (0,2-0,5 I/min) direcionado para a narina do animal.
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A anestesia foi igual para todos os grupos e a dose era suplementada, quando havia

necessidade (figura 1).

Figura 1. Disposi¢ao do animal anestesiado durante a cirurgia.

2.1 Implante do pediculo — primeiro tempo cirdrgico

Sob efeito da anestesia, o animal era fixado a mesa cirurgica com presilhas,
em decubito dorsal. Realizava-se tricotomia na face anterior do abdome, regiao
inguinal e face interna da coxa direita até o joelho. Procedia-se a anti-sepsia com
solucédo de alcool iodado e assepsia com campo operatério. Uma incisdo no sentido
cranio-caudal era realizada da prega inguinal até préximo ao joelho. Por este
acesso, dissecavam-se e isolavam-se os vasos femorais comuns e superficiais, com
o auxilio de um microscopio cirurgico dfv®, e os seus principais ramos eram ligados
com fio de mononylon 9-0. O nervo femoral também era incluido no pediculo.
Preservava-se uma camada de musculo de 1,0 a 1,5mm e estendia-se a disseccao

até préximo ao joelho. Em seguida, era ligado distalmente o pediculo
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vasculonervoso com fio de nylon 9-0 e seccionado. Na pele da parede abdominal do
rato, distante cerca de 2,0cm da prega inguinal, no sentido cranial e em direcdo a
linha média do abdome, fazia-se um orificio de 0,5cm, por onde era colocado um
porta-agulhas microcirurgico, que passava através de um tunel no subcutaneo da
parede abdominal para tracionar o segmento proximal do pediculo. Desta forma, o
pediculo era rebatido cranialmente, em direcdo a linha média do abdome, e
exteriorizado na pele. A partir desse orificio, cerca de 0,5cm em direcao cranial e a
linha média, passava-se um ponto com fio de nylon 6-0 na pele, de fora para dentro,
transfixava-se a camada de musculo do pediculo e exteriorizando-se de volta na
pele onde o ponto era fixado. Fez-se um esforgo para que, sepultando-se o pediculo
no subcutaneo, ele ocupasse o local mais central possivel, em relacdo a parede
abdominal do rato. Todo o cuidado era dispensado no sentido de evitar-se a tor¢ao
do pediculo, durante a sua transferéncia, e também de fazer com que os vasos
ficassem em contato com a porg¢ao subdérmica na extensao maior possivel. Durante
a preparagao do tunel, irrigava-se o pediculo com uma solugéo de lidocaina a 2%,
sem vasoconstrictor, protegendo-o por uma compressa de gaze umida, embebida
em solugdo salina. Fechava-se a incisdo para disseccdo do pediculo, através de
sutura simples com fio de nylon 5-0, e o orificio por onde o pediculo havia sido
exteriorizado, com fio de nylon 6-0 (figura 2).

Nos retalhos submetidos a autonomizacao cirurgica, Procedia-se a dissec¢ao
do pediculo de forma idéntica a anterior. Contudo, era desenhado um grande retalho
cutaneo de base cranial, com a marcacdao comecando no ponto médio do pubis e
seguindo paralelo ao ligamento inguinal em dire¢céo a espinha iliaca antero-superior,
donde se tracava uma linha vertical até a reborda costal do mesmo lado e do lado

contralateral. A autonomizacao era obtida, descolando-se o retalho do seu leito até a
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margem cranial e realizando-se as incisdes sobre a marcacéo prévia, de modo que
mantinha contato com o leito apenas por sua porgdo cranial. O pediculo, ja
dissecado, era entdo implantado no retalho, por meio de um tunel no subcutaneo, e
fixado a pele do retalho, como descrito previamente. Apds a fixacdo do pediculo,

suturava-se o retalho ao leito com fio de nylon 5-0 (figura 3).



=

Figura 2. Implante do pediculo femoral na pele do abdome: (A) visualizagdo do pediculo; (B)
pediculo dissecado com uma camada de musculo; (C) colocagédo de um porta-agulhas através de
um tunel para rebater o pediculo; (D) pediculo rebatido para o abdome apds ligadura e secgéo
distal; (E) pediculo fixado com ponto 0,5cm acima da incisdo para formagao do tunel (seta); (F)
final do implante do pediculo com fechamento das incisdes.

47
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Figura 3. Implante do pediculo no retalho autonomizado: (A) pediculo femoral dissecado; (B)
pediculo seccionado distalmente e rebatido; (C) retalho autonomizado de pediculo cranial:
incisdes laterais e inferior e retalho liberado do leito; (D) retalho suturado ao leito, mostrando a
abertura do tunel por onde passava o pediculo; (E) pediculo fixado a pele do retalho; (F) final do
implante do pediculo no retalho autonomizado.
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2.2 Elevacao do retalho — segundo tempo cirdrgico

Apods trés semanas, elevava-se um retalho desenhado em ilha, seguindo os
mesmos pontos de referéncia dos retalhos autonomizados, no primeiro tempo
cirargico. Nesse tempo, o retalho demarcado era fotografado e a area obtida
denominada area inicial (Ai). Complementando aquelas incisdes, a partir da reborda
costal de cada lado, eram feitas incisbes obliquas em direcao ao apéndice xiféide. O
retalho assim elevado tinha como unica fonte de nutricdo o pediculo implantado
(figura 4). Realizava-se a dissecc¢ao no local dos vasos, com microscopio cirurgico,
como se fora um retalho livre. Apds a elevacao do retalho, suturava-se “in situ” com

fio de nylon 5-0.

Para o grupo submetido a autonomizacao, o retalho previamente mantido com
base superior, neste tempo (apds trés semanas) era totalmente liberado do leito,
exceto pelo pediculo implantado (figura 4). A dissecgao no local dos vasos também
era realizada com o microscopio cirdrgico e a area obtida pela demarcagdo do
retalho era denominada area inicial (Ai). Apds a elevagéo, o retalho era suturado “in

situ”, por sutura simples, com fio de nylon 5-0.
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Figura 4. Retalho elevado apods trés semanas. Intra-operatorio: (A) identificagdo do pediculo femoral
implantado na parede abdominal do rato. (B) Observa-se como unica fonte de nutricdo o pediculo
implantado

Os ratos que receberam nitroglicerina tinham um sistema terapéutico
transdérmico (STT) aplicado no meio do retalho por 7 dias apds a cirurgia. Este
sistema continha 25 mg de nitroglicerina sobre uma membrana de 10 cm? com uma

taxa de liberacao in vivo de 5 mg por 24 horas®® (figura 5).

Figura 5. STT de nitroglicerina colocado sobre o retalho
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O STT de nitroglicerina era colocado logo apds o segundo tempo cirurgico, era
trocado diariamente, e a medicacdo mantida por sete dias. Durante este periodo o

retalho era nutrido exclusivamente pelo pediculo implantado.

O STT era mantido no local por uma fita adesiva (esparadrapo), de 5 cm de
largura, aplicada sem tensdo, conhecida como aparato de Montgomery. Este ultimo
era construido colocando-se uma fita adesiva ao redor da regido dorsal, com
extremidades antero-laterais livres, dobradas sobre si, para permitir que a armagao
pudesse ser apertada. Em cada fita adesiva, uma fenda era feita nas duas
extremidades, permitindo a passagem, de dentro para fora, de uma compressa de
gaze dobrada. Ao amarrar sem tensédo a gaze, as extremidades eram aproximadas

por sobre o STT, fixando-a ao mesmo e mantendo-o no local (Fig 6).

Figura 6. Curativo sem tensao para Fixagdo do STT
sobre o retalho na parede abdominal do rato.
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2.3 Distribuicao dos animais em grupos

Foram utilizados 40 ratos machos, da raga Wistar, pesando entre 300 e 350g,
provenientes do Biotério do Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da

Saude - UFPE. Os animais foram divididos em quatro grupos:

Grupo 1 (Controle do grupo 3). Este grupo era formado pelos animais que néo
receberam o STT de nitroglicerina apds a elaboragdo do retalho pré-fabricado por

implante vascular ndo autonomizado.

Grupo 2 (Controle do grupo 4). Este grupo era formado pelos animais que néo
receberam o STT de nitroglicerina apds a elaboracédo do retalho pré-fabricado por

implante vascular autonomizado.

Grupo 3. Este grupo recebeu um STT de nitroglicerina imediatamente apds a
elaboragdo do retalho pré-fabricado por implante vascular ndo autonomizado. O

dispositivo era trocado diariamente durante sete dias consecutivos.

Grupo 4. Este grupo recebeu um STT de nitroglicerina imediatamente apos a
elaboragdo do retalho pré-fabricado por implante vascular autonomizado. O

dispositivo era trocado diariamente durante sete dias consecutivos.
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2.4 Avaliacao de area

Sete dias apos terem sido deixados os retalhos pediculados unicamente pelos
vasos implantados, os grupos eram novamente fotografados para avaliagdo das
areas viaveis.

As areas obtidas, nesse tempo, eram chamadas areas finais (Af). As
fotografias foram obtidas por um unico pesquisador com a camara Canon®, modelo
EOS ELAN, com lentes Macro EF 50 mm 1: 2,5 fixa e mantida a uma distancia de

10cm do objeto.

Transferiam-se as fotografias para um microcomputador, através de um
Scaner Agfa®, modelo SnapScan 1236. As areas Ai e Af eram mensuradas pelo
programa “AutoCAD R14”"°. Para tanto, colocava-se um molde de 1cm? em todas as
fotos e, antes da medi¢cdo, empregava-se um fator de escala para que os resultados

fossem obtidos de maneira uniforme em centimetros quadrados (figura 7).

O valor representativo da area viavel para cada animal era obtido pela
divisdo do valor da Af pelo da Ai. Os dados para analise eram valores relativos,
expressos como percentual de area viavel em relagdo a area original do retalho. Em
cada animal, as areas Af e Ai eram medidas trés vezes, pelo mesmo pesquisador.

Portanto, o resultado final para areas era obtido por média aritmética.
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A B i Al = 52,00 cm’

Figura 7. Delineamento das areas calculadas pelo AutoCAD em rato do grupo 2: (A) area
inicial; (B) area final

2.5 Estudo histolégico

Apés a fotografia das areas finais, os retalhos eram retirados e submetidos a

estudo histoldgico.

Os seguimentos cutaneos eram fixados em solugao aqlosa de formaldeido a
10%, por 24h, desidratados em escala ascendente de alcool etilico, diafanizados em
xilol e incluidos em parafina. Cortes com espessura de 5um foram corados com
hematoxilina-eosina. Os cortes histolégicos assim obtidos eram constituidos de pele,

tecido celular subcutaneo (TCS) e musculo estriado.

Todo o retalho, incluindo areas com viabilidade e com necrose, era estudado
microscopicamente. Os fragmentos foram retirados de uma area macroscopiamente

viavel, de transicao e necrética.
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As imagens foram fotografadas no microscopio trinocular Olympus® CX 31
com camara digital Samsung® SDC-415 adaptada e um programa de captura de

imagens ATI multimidia center.

2.6 Analise da nitroglicerina e seus metabdlitos no plasma

Com o intuito de se certificar que a nitroglicerina estava sendo absorvida
através da pele e alcangando a corrente sangliinea dos animais tratados com o STT,
decidiu-se retirar uma amostra de sangue de animais em uso do STT no primeiro,
terceiro, quinto e sétimo dias de tratamento com a medicacdo. Desta forma, um
animal do grupo 3 e um do grupo 4, ao final do sétimo dia de utilizagédo do STT,
tinham uma amostra de sangue retirada para detec¢ao da nitroglicerina sérica. Para
deteccdo da medicagdo no primeiro, terceiro e quinto dias foi realizado um estudo
em separado. Neste estudo em separado havia dois grupos cada um com 3
animais. Foram repetidos os mesmos procedimentos realizados nos grupos 3 e 4. As
amostras de sangue dos animais foram colhidas no primeiro, terceiro e quinto dias
de uso do STT. Cada animal fornecia uma unica amostra de sangue. Portanto, o
estudo correspondia a detecgdo da nitroglicerina sérica, liberada pelo STT no

primeiro, terceiro, quinto e sétimo dias de pds-operatério (organograma).
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Estudo em separado para pesquisa da NTG e Metabolitos
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O preparo da amostra era realizado como se segue: para 0,5 ml de plasma do

animal, era adicionado 0,1 ml de 1 Molar de nitrato de prata, e extraia-se trés vezes

com 2 ml de metanol. A camada organica era coletada e condensada até cerca de 1

ml. Apés centrifugacao (1000 g, 10 min), 100 — 300 pl da solugao era submetida a

analise®’.

Os niveis séricos de nitroglicerina e seus metabodlitos eram analisados

utilizando High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), no departamento de

quimica industrial da UFPE. O sistema era composto de:

¢

¢

HPLC com bomba, modelo CG 480 — E

Detector ultravioleta, modelo CG — 437 B, a 220 nm.
Sistema isocratico

Fase moével: Agua/metanol (6:4), a 1 ml/min.
Volume injetado: 20 ul

Integrador — Processador modelo CG — 300

Coluna 250 mm x 4,6 mm

O padrao analitico para a nitroglicerina foi obtido no laboratério de Quimica

Industrial da UFPE a partir da nitroglicerina contida no STT. Os metabdlitos 2-

mononitroglicerina (referéncia M078) e 1,2- dinitroglicerina (referéncia D010) foram

comprados do laboratério Radiam (Austin, Texas, Estados Unidos) e usados como

recebidos®”
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2.7 Analise estatistica

Na analise estatistica dos dados, a variavel resposta foi a relacdo entre a area
final e a inicial. Os valores obtidos foram transformados em percentagem. O cotejo
das distribuicbes dessa relagao entre os grupos foi realizado através do teste nao-
parameétrico de Kruskal-Wallis, tendo em vista que os pressupostos para a utilizagcéo
do teste paramétrico ANOVA (Analise de Varidncia) ndo foram considerados
satisfatérios. As comparacgdes das distribuicdes da relagdo entre area final e area
inicial entre pares de grupos, apds realizagao do teste de Kruskal-Wallis, foram
realizadas através do teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. Em todos os

testes adotou-se o nivel de significancia de 5%.
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Resultados

3.1 Avaliacao qualitativa dos retalhos

Nao se observou qualquer area de necrose dos retalhos submetidos ao
primeiro tempo da autonomizagdo cirurgica, grupos 2 e 4. Estes retalhos tinham
como fontes de nutricido sua base cranial e o pediculo recém-implantado. Um
aumento no calibre dos vasos dispostos longitudinalmente no retalho, sentido cranio-
caudal, vistos por transparéncia através da pele, foi observado sistematicamente,
por ocasido do segundo tempo cirurgico, nos grupos submetidos a autonomizacéao

(figura 8) .

Figura 8. Disposigéo e calibre dos vasos da pele da parede abdominal
do rato trés semanas apés a autonomizacao.
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Sete dias apds o segundo tempo, a necrose ja estava bem definida e o tecido
viavel foi delimitado para quantificagdo da area. A evolugao das areas viaveis e nao-
viaveis revelou-se uniforme nos quatro grupos. Durante a elevagao dos retalhos, as
areas viaveis apresentavam, rotineiramente, sangramento das bordas. Com dois
dias, apresentavam-se congestas e edemaciadas. Por volta do quinto dia, o edema
havia desaparecido, a coloracdo dessas areas era rosa e elas apresentavam
enchimento capilar conservado. As areas necrosadas eram palidas, imediatamente
apos a elevacao, tornavam-se escuras posteriormente e, por volta do sétimo dia,

estavam secas, retraidas e com coloracgao preta.

3.2 Avaliacéo quantitativa das areas

No grupo 1, houve, em média, uma viabilidade de 8,9% do retalho, trés
semanas apos o implante do pediculo. No grupo 2, observou-se, em média, uma
viabilidade de 49,4% do retalho. No grupo 3, a viabilidade média alcangou 8,4%,
apos trés semanas do implante do pediculo.No grupo 4, a viabilidade média

alcangou 1,1%, apds trés semanas do implante do pediculo (anexo 2).

A tabela 1 apresenta as principais estatisticas descritivas da area inicial (Ai),
area final (Af) e da relacao entre area final e area inicial (Af/Ai), de acordo com os

grupos experimentais.
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Tabela 1. Principais estatisticas descritivas da area inicial, area final e da relagcéo entre area inicial e

area final, de acordo com os grupos experimentais.

Estatisticas descritivas

Grupo Variavel n Média DP Minimo Mediana Méaximo
1 Ai 10 471 5,2 38,6 47,8 55,8
Af 10 4,1 51 0,4 2,2 16,5
Af/AI (%) 10 89 10,9 0,8 4,6 35,3
2 Ai 10 46,0 4.4 38,0 47,8 50,6
Af 10 22,5 10,8 4.4 23,4 36,0
AfIAI (%) 10 49,4 232 88 51,4 79,6
3 Al 10 37,6 7.6 27,1 37,3 47,0
Af 10 3,0 25 0,0 3,6 7,0
AfTAi (%) 10 84 8,0 0,0 7.9 25,7
4 Ai 10 357 9,6 28,3 32,7 58,5
Af 10 04 0,8 0,0 0,0 2,4
AflAT (%) 10 1,1 25 00 0,0 8,1

O grafico 1 mostra geometricamente as distribuicbes dos valores da relagcao

Ai/Af, expressos em percentagem, segundo 0s grupos experimentais.
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Gréfico 1. Representacdo geométrica das distribuicdes dos valores da relagéo Af/Ai (%), segundo os

grupos experimentais.
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O quadro 1 mostra o ordenamento dos grupos experimentais de acordo com a
ordem crescente de seus postos médios. Quanto maior for o posto médio de um
grupo, maiores foram os valores da relacao Af/Ai daquele grupo em comparagao

com os grupos anteriores na ordenagao.

Quadro 1. Ordenamento dos grupos experimentais, segundo a ordem crescente de seus postos

médios.

Grupo 4 3 1 2

Posto médio 8,3 19,2 20,0 34,5

O resultado do teste Kruskal-Wallis indica que houve diferengas signficantes
entre os quatro grupos experimentais no que diz respeito a distribuicdo dos valores
da relagao Af/Ai (p < 0,001; grafico 1). O teste de comparagao multiplas de
Bonferroni revela que os seguintes pares de grupos apresentaram diferenca

significante quanto a distribuicdo da relagcao Af/Ai:
Grupo 1 e Grupo 2 (p = 0,005)
Grupo 1 e Grupo 4 (p = 0,024)
Grupo 2 e Grupo 3 (p = 0,003)

Grupo 2 e Grupo 4 (p < 0,001)

As demais comparagdes realizadas, grupo 1 com grupo 3 e grupo 3 com grupo
4, nao apresentou diferenca estatisticamente significante quanto a distribuicao da

relacao Af/Ai.



A figura 9 mostra a Af de uma amostra de cada um dos quatro grupos.

Figura 9. Areas finais de retalhos cutaneos abdominais suturados “in situ”, 7 dias apds
terem sido elevados: (A) retalho com implante vascular sem autonomizagéo, grupo 1;
(B) retalho com implante vascular e autonomizag&o, no mesmo tempo cirurgico, grupo
2; (C) retalho com implante vascular sem autonomizagédo no qual foi colocado um STT
de nitroglicerina, grupo 3; (D) retalho com implante vascular e autonomizagdo no
mesmo tempo cirdrgico, no qual foi colocado um STT de nitroglicerina, grupo 4.

64
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3.3 Histologia

Os cortes histologicos foram realizados na area viavel, na area de necrose e na
area de transicdo entre tecido necrético e tecido viavel do retalho. No estudo
histologico a pele esta representada por epiderme e derme com numerosos foliculos
pilosos e glandulas sebaceas de permeio. No tecido celular subcutédneo, além de
tecido conjuntivo e adiposo, observam-se vasos arteriais e venosos, filetes nervosos
e feixe de musculo estriado esquelético em corte transversal.

Na area de transicdo entre pele preservada e isquémica a epiderme encontra-
se com necrose coagulativa e por vezes revela erosdo. Ha presenca de infiltrado
neutrofilico subepidérmico que se estende a derme em alguns pontos, com vasos
arteriais obstruidos. A derme revela ainda proliferagdo fibroblastica com areas de
colageno espesso. Ha auséncia de anexos cutaneos e musculo estriado esquelético
na area correspondente a necrose epidérmica. Na base do segmento

frequentemente observa-se tecido de granulagao.

Tais achados foram identificados em todos os grupos. Figura 10.



Figura 10. A: Pele preservada com anexos integros (40x); B: Epiderme necrética
(40x); C: Infiltrado neutrofilico subepidérmico (40x); D: Derme com infiltrado
inflamatorio (40x); E: Vaso arterial trombosado (100x)
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3.4 Analise da nitroglicerina e seus metabdlitos no plasma

Os resultados dos estudos sobre a eficiéncia do sistema de liberagdo da
medicacao (STT 5) e o efeito sistémico da dose liberada indicaram que a
nitroglicerina foi transportada através da pele dos retalhos para dentro dos mesmos.
Através do HPLC os metabdlitos da nitroglicerina foram identificados no plasma de

todos os animais submetidos ao método. Figura 11.

2 - mononitroglicerina

I. 1,2 - dinitroglicerina

Figura 11. Cromatograma liquido de alta performance ultra-violeta de uma
amostra do plasma de rato, 7 dias apods utilizagdo continua do STT5 de
nitroglicerina. Fase movel = 40% metanol, pico 1 = 2 — mononitroglicerina;
pico 2 = 1,2 - dinitroglicerina.
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Discussao

4.1 Escolha do modelo experimental

Para a autonomizagao cirurgica de um retalho faz-se necessario diminuir o
aporte sanglineo para o mesmo, antes de sua transferéncia definitiva. Esta
diminuigdo do aporte sanglineo podera ser realizada em tempo unico ou gradativo,
através de incisGes realizadas na periferia do retalho. Por isso, € importante o
estudo prévio dos pediculos vasculares responsaveis por uma determinada regiao,
de forma que, ao realizar as incisbes de autonomizacgéo, o aporte sanglineo nao
seja comprometido, a ponto de provocar o surgimento de areas de necrose durante
0 processo de autonomizacdo. No presente estudo, buscou-se criar um modelo de
retalho cutdneo pré-fabricado, no qual a area viavel era passivel de mensuracao,
permitisse a realizagdo da autonomizacéo cirurgica e utilizagao tépica da medicagao,
e ainda, pudesse ser empregado clinicamente. O pediculo femoral e a pele da
parede abdominal de ratos apresentam alguns atributos, que os predispéem a servir
de modelo adequado a um grande retalho autonomizado e pré-fabricado. Dentre os
principais atributos podem citar-se: (1) a anatomia vascular constante da regiao
femoral; (2) a quantidade de pele disponivel, na parede abdominal, a ser incluida no
retalho; (3) a localizagao periférica, permitindo facil acesso e monitorizagéo; (4) a

baixa morbidade observada em decorréncia da manipulagdo dessas regioes.

Em nenhum caso se observou necrose ou paralisia do membro inferior direito

dos ratos em decorréncia da utilizacdo do pediculo femoral vasculonervoso. Incluiu-
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se no retalho, uma quantidade grande de pele, porquanto, se uma area pequena
fosse utilizada e houvesse uma viabilidade de 100%, nos quatro grupos, ndo se
poderia avaliar que extensdo de pele viavel cada procedimento seria capaz de
proporcionar. Dessa forma, a ocorréncia de necrose era fundamental, pois refletia a
quantidade maxima de area viavel, obtida em decorréncia do procedimento cirurgico

empregado em cada grupo.

No presente estudo, o modelo experimental utilizado permitiu estudar a
autonomizacdo sem que ocorresse necrose na porcao distal do retalho no primeiro
tempo cirurgico. Isto ocorreu gragas a vascularizagao prépria da parede abdominal
dos ratos, o que permitiu deixar o retalho pediculado com base cranial, sem que
houvesse necrose, durante a autonomizacgao. Isso pode ter influenciado na extensao

I, em 1991, circundando com um

final da area viavel. Com efeito, Khouri et a
pediculo fasciovascular a articulagao interfalangiana proximal do segundo artelho
direito, parcialmente desvascularizada pela dissecc¢do, relataram que o grau de
isquemia do bloco de tecido dissecado, no momento do implante de um pediculo
que o iria prover com uma fonte alternativa de perfusao, era um importante fator na
pré-fabricacdo. Enquanto a isquemia moderada se tem mostrado um fator benéfico,
a isquemia total leva a morte tissular. Nos grupos 2 e 4, acreditou-se que, ao
diminuir a vascularizacdo dos retalhos com as incisées de autonomizacio, a

isquemia parcial poderia criar condigdes para que o pediculo ofertasse nutricido mais

eficaz.

A inclusdao de uma pequena camada muscular de 1,0 a 1,5mm, como também
do nervo, ao redor do pediculo dissecado, tinha como unica fungdo diminuir os
traumas da manipulagcdo direta sobre o pediculo, durante a disseccdo, e néo

influenciar na sobrevida dos retalhos. Este relato estd em concordancia com o
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trabalho de Kostakoglu et aI22, 1995, onde concluiram que os retalhos musculares
pré-fabricados, denervados ou reinervados, nao apresentaram diferenca significativa
com relacéo a sobrevida dos retalhos. E concorda também com Falco et al16, 1992 e
Yap-Legaspi et al®, 1995, cujos estudos concluiram que a quantidade de tecido
perivascular ao redor do pediculo ndo afetou, estatisticamente, o grau de

neovascularizacao dos enxertos de pele em retalhos pré-fabricados.

4.2 Periodo entre o implante vascular e a elevacao do retalho

No presente estudo, o tempo entre o implante do pediculo e a elevagdo do
retalho foi de trés semanas. A questao era saber quanto tempo o pediculo deveria
permanecer implantado até que fosse capaz de garantir uma nutricdo adequada ao
retalho. Ha um consenso entre os autores de que existem dois padrdes principais de
vascularizagdo de um seguimento de pele a partir de um pediculo implantado, sao
eles: conexdo entre os vasos doadores (vasos do pediculo implantado) e receptores
(vasos existentes no seguimento de pele), e brotamento e arborizagdo de novos
vasos provenientes do pediculo implantado”®'*'®. No entanto, o tempo em que o
pediculo deve permanecer, até que o retalho possa ser elevado com seguranga,
ainda nao esta definido em humanos. Embora experimentalmente existam varios
estudos com esse propdsito, na pratica, eles tém servido tanto para esclarecer,

quanto para confundir essa questgo %1418

Morrison et al™ foram os primeiros a investigar a pré-fabricacdo de retalhos
finos de pele, de padrdao axial, e a discutir as provaveis aplicacbes clinicas.

Concluiram que deve haver um intervalo de pelo menos oito semanas, entre o
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implante do pediculo e a elevagdo, com sucesso, de um retalho fino de pele,

baseado no pediculo implantado.

Duffy et al'® relataram que pequena quantidade de tecido colado diretamente
sobre um pediculo implantado tornava-se neovascularizado com relativa rapidez.
Entretanto, retalhos maiores e potencialmente mais uteis, necessitavam de um
periodo de seis semanas.

Maitz et al®’

demonstraram sobrevida de quase 100% em retalhos com
tamanho de 1 x 6¢cm (4rea de 6¢cm?), elevados apds seis semanas do implante do

pediculo em coelhos.

No grupo 2 do presente trabalho, ao contrario do que foi relatado pelos
trabalhos mencionados acima, trés grandes retalhos (4rea média de 47,7cm?)
autonomizados e pré-fabricados por implante vascular, no mesmo tempo cirurgico,
evoluiram com area viavel de aproximadamente 100%, trés semanas apds o
implante do pediculo. Na pratica clinica, € uma vantagem consideravel conseguir-se
nao s6 diminuir o tempo entre o implante do pediculo e a elevagao do retalho, como
também se maximizar a quantidade de tecido a ser transferida. Esses resultados
estavam de acordo com os relatados por Yao®, Hirasé et al'?>, Takato et al'’ e

|19

Stepan et al’”, os quais demonstraram nao haver mais proliferagdo dos vasos

neoformados, em ratos, apds 21 dias.

Ainda ndo se sabe, com total seguranga, qual o verdadeiro tamanho do
retalho que pode ser utilizado, livre ou pediculado, apds o implante vascular. A
injecao de contraste no pediculo € uma forma de delimitagdo de area. Entretanto,

além de pouco pratica, ndo é totalmente confiavel.
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Ao autonomizar um retalho pré-fabricado, busca-se um efeito somatério, no
sentido de otimizar sua viabilidade e, com isso, aumentar o aporte sanguineo
através do leito capilar. Isso permite que uma parte maior do retalho receba nutricdo
suficiente para sua sobrevivéncia, no momento em que se deixa o pediculo
implantado como a unica fonte de alimentacao do retalho. Esse é o periodo critico

de isquemia®®2"34,

4.3 Escolha do agente farmacoldgico

No presente estudo utilizou-se o sistema adesivo terapéutico transdérmico de
NITRODERM STT 5 disponivel no comércio, formado por varias camadas, com a
capacidade de liberar nitroglicerina de forma continua apés aplicagao na pele. Nos
casos onde a permeabilidade da pele é excessiva, a liberagao do farmaco é limitada
pela propria membrana de controle. A substancia ativa penetra na pele e torna-se
biodisponivel diretamente na circulacdo sistémica em concentracdo relativamente

constante durante o periodo de aplicacdo recomendado.

Algumas vantagens observadas no uso tépico da nitroglicerina podem ser

destacadas:

» A droga é facilmente encontrada no comércio, ja na forma de ser utilizada
clinicamente (NITRODERM TTS), dispensando qualquer preparo;

» O uso tépico da nitroglicerina, ao contrario do parenteral, permite um nivel
terapéutico efetivo tecidual, sem que haja uma distribuicdo significativa

sistémica da droga, e com alto indice terapéutico em seres humanos;
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» A medicagao pode ser facilmente administrada no pés-operatério, mesmo

nos casos de acompanhamento clinico em carater ambulatorial.

Todavia, um agente farmacoldgico ideal capaz de prevenir ou reverter a
isquemia em retalhos cutdneos permanece elusivo. Segundo Rohrich et al*, tal

agente deveria apresentar as seguintes caracteristicas:

—

Viabilidade clinica;

2. Facil administracao;

3. Alto indice terapéutico (seguranca);
4. Resultados reproduziveis;

5. Uso exclusivo no pds-operatorio;

6. Custo efetivo;

7. Mecanismo de a¢éo conhecido;

8. Bioviabilidade estabelecida;

9. Capacidade de prevenir totalmente a necrose de retalho.

No presente estudo houve uma preocupacido de detectar a nitroglicerina
plasmatica, uma vez que a base do experimento estava condicionada a agdo da
medicacdo. Era importante saber se a medicagdo havia passado para corrente
sanguinea do animal durante o tempo em que o mesmo permaneceu com o STT
aderido a sua pele. Para tanto, um estudo em separado foi realizado, repetindo os
mesmos tempos cirurgicos dos grupos 3 e 4. Ao final, eram analisadas amostras no
primeiro, terceiro, quinto e sétimo dias, escolhidos aleatoriamente, apds utilizagdo do
STT 5 transdérmico. Desta forma, caso a medicacido fosse detectada na corrente

sanguinea destes animais, havia seguranga de afirmar que os resultados
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observados estavam condicionados a agdo da medicacdo. A deteccgao era realizada
por HPLC no departamento de quimica industrial da Universidade Federal de
Pernambuco. Como resultado desta analise, em todos os casos foi confirmada a
presenca dos principais metabdlitos (2-mononitroglicerina e o 1,2- dinitroglicerina) da
nitroglicerina no plasma destes animais em comparagcdo a um padrdo. A
confirmagao da nitroglicerina no sangue dos animais, onde a amostra de sangue foi
colhida aleatoriamente, deu seguranga para afirmar que os resultados obtidos nos

grupos 3 e 4 eram realmente decorrentes da agéo da nitroglicerina.

A dosagem dos metabdlitos se faz necessaria e esta de acordo com o que é
relatado nos trabalhos que tem por objetivo a dosagem plasmatica da nitroglicerina e
seus metabdlitos. Ha uma unanimidade em afirmar que as concentragdes dos
metabdlitos sdo notoriamente maiores que a da nitroglicerina, uma vez que 0s
tempos de meia-vida destes metabdlitos sdo consideravelmente mais longos do
que o da nitroglicerina (30-60 minutos para dinitroglicerinas, 5-6 horas para

. . . 87
mononitroglicerinas)™’.

Em estudo prévio, Sa et al. 8

observaram que nos retalhos submetidos a
autonomizagdo cirurgica com implante de um pediculo vascular simultdneo, o
percentual de area viavel era significativamente maior que aqueles submetidos ao
mesmo tipo de implante vascular, porém sem autonomizagdo . Além disso, os
autores demonstraram que a densidade vascular em torno do pediculo implantado
nao mostrou diferenga do ponto de vista estatistico ao comparar estes dois grupos.
Ou seja, a autonomizagéao cirurgica apesar de aumentar a area viavel dos retalhos,
nao contribuiu para aumentar a vascularizacdo dos mesmos, a partir do pediculo

implantado. Portanto, o objetivo da utilizagdo da nitroglicerina, no presente estudo,

atendia a dois propésitos: 1- observar se a droga era capaz de proporcionar um
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aumento da area viavel dos retalhos, semelhante ao obtido com a execucdo da
autonomizagao cirurgica no modelo em estudo; 2- procurar entender como a
autonomizagdo cirurgica era capaz de aumentar a area viavel dos retalhos
cutaneos, a partir do mecanismo de acao de vasodilatacao principalmente venosa
da nitroglicerina® . Para atender ao segundo propésito, a nitroglicerina foi utilizada

no grupo onde os retalhos eram submetidos a autonomizagéo cirurgica.

4.4 Analise dos grupos

As comparacgdes entre as areas foram possiveis gracas a transformacgéo dos
valores absolutos do tamanho de cada area para valores relativos, Af/Ai. Esta
conduta impediu a analise tendenciosa de que a area viavel de um determinado
grupo foi diferente dos demais. Desta forma, o tamanho da area final (area viavel)
por si s6 nao tinha grande valor para comparagao, mas sim, o valor proporcional

desta area em relacao ao tamanho original do retalho, ou seja Af/Ai.

Chama a atengao o fato de que foi considerada area viavel a porgao viavel do
retalho original no sétimo dia de pds-operatorio, excluidos aqueles segmentos
cicatrizados por segunda intengdo. Areas com epidermdlise parcial, que no sétimo
dia de pds-operatério encontravam-se totalmente reparadas por meio de epitelizagao
eram incluidas como &rea viavel. Contudo, &reas de viabilidade duvidosa
(borderline) ou aquelas cicatrizadas por granulagdo ou contratura de ferida nao

foram consideradas como areas viaveis.

A comparacgao entre o grupo 3, que utilizou a nitroglicerina tépica, e o grupo 1

onde foi realizado o mesmo procedimento com excegdo do uso da nitroglicerina,
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mostrou que nao houve diferenga estatisticamente significante com relagcdo ao
percentual de area viavel. A expectativa de se obter aumento na area de viabilidade

dos retalhos do grupo 3 se justificaria pela agao vasodilatadora da nitroglicerina.

Ao se comparar o grupo 2, submetido a autonomizacao cirurgica e o grupo 1,
que nao foi submetido a autonomizacao cirurgica, ambos sem a acdo da
nitroglicerina, observou-se que a autonomizacdo foi capaz de aumentar
significativamente a area de viabilidade dos retalhos do grupo 2 em relagao ao 1(p =

0,005).

Ao se utilizar a nitroglicerina nos retalhos submetidos a autonomizacao
cirargica, grupo 4, quando entdo comparado ao grupo 1 (sem autonomizacéo e sem
nitroglicerina), observou-se que o percentual de area viavel do grupo 1 foi
estatisticamente maior (p=0,04), ainda que o grupo 4 tenha sido submetido a

autonomizacao cirurgica.

Observou-se que a diferenga estatisticamente significante que havia entre o
grupo 2 quando comparado ao grupo 1(p= 0,005) também existiu quando o grupo 2
foi comparado ao grupo 3 (p= 0,003). Poderia se esperar que a utilizagdo da
nitroglicerina pudesse aumentar a area de viabilidade dos retalhos do grupo 3,

fazendo com que desaparecesse esta diferenca.

Ao analisar os grupos 3 e 4, onde a nitroglicerina topica foi utilizada em
ambos, observou-se que nao houve diferenga estatisticamente significativa, apesar
da autonomizagdo cirurgica realizada no grupo 4. Diferentemente do que foi
observada na comparagao entre os grupos 1 e 2 que néo utilizaram a nitroglicerina.
Mais uma vez foi ratificada a observagao de que a utilizagdo da nitroglicerina topica
diminuiu a extensdo de area viavel conseguida sé com o procedimento da

autonomizacao cirurgica.
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Apesar da queda do valor percentual meédio da area viavel dos grupos
submetidos a implante do pediculo sem autonomizagdo (de 8,9% do grupo 1 para
8,4% do grupo 3) em virtude da utilizagdo da nitroglicerina topica, foi sensivel a
queda observada nos grupos onde os retalhos foram submetidos a autonomizagao

cirargica (de 49,4% do grupo 2 para 1,1% do grupo 4).

O relato de que a area de sobrevida dos retalhos nao foi aumentada uma vez
tratada com nitroglicerina tépica no pds-operatério, esta em concordancia com o que

|41

foi relatado por Nichter et al®’, porém diverge frontalmente com os achados de

|43 |44 |41

Hendel et al™, e Rohrich et al™. Enquanto que Nichter et al”’ , em 1985, trabalharam
com retalhos cutdneos com padrdo de vascularizagdo randomizado (ao acaso),
Hendel et al*® e Rohrich et al* trabalharam com retalhos cutaneos com padréo de
vascularizagao axial. No presente estudo foi utilizado um retalho com padrdo de
vascularizagao axial pré-fabricado por implante vascular. O fato dos retalhos axiais
pré-fabricados por implante vascular e os randomizados responderem de forma
diferente a utilizagdo da nitroglicerina topica em relacdo aos retalhos axiais
simplesmente (ndo pré-fabricados), reforga a nogao de que retalhos axiais e retalhos

randomizados sdo fundamentalmente diferentes e nao respondem a agentes

farmacoldgicos de forma analoga.

4.5 Autonomizacao de retalhos

Os resultados apresentados no presente trabalho demonstraram que o
vasodilatador venoso tépico utilizado (a nitroglicerina) anulou completamente o efeito

proporcionado pela autonomizagéo cirurgica ao modelo de retalho pré-fabricado em
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estudo. A fisiopatologia relacionada ao fracasso de retalhos cutidneos permanece

controversa.

Alguns autores atribuem a diminui¢ao do fluxo sanglineo que ocorre na porgao
distal do retalho como responsavel pela isquemia e necrose destes
retalnos>4243:506385.77.798283 'Nesse grupo, ainda existem aqueles que consideram que

|41 44,70

a oclusdo venosa é mais deletéria a sobrevida dos retalhos que a arteria e

aqueles que confiam que a diminuicdo do aporte sanglineo ao retalho seja mediada

pela agdo do 6xido nitrico “*°*°57,

Outros autores defendem que a necrose € mediada pelos radicais livres de
oxigénio decorrente do mecanismo de isquemia-reperfusgo*®46-5160-6266-68.71.73-75 4
nesse grupo, os que afirmam que a injuria tecidual decorrente da isquemia-reperfusao

pode ser regulada pela acéo do 6xido nitrico ou pelo sulfatideo®-%7%86468.69.78

Ainda ha outra corrente de pesquisadores que acreditam que a lentidao do fluxo
sangulineo que ocorre ao nivel da microcirculagdo, e a consequente hemoconcentragao,
contribui de forma decisiva para faléncia dos retalhos cutdneos segundo outros

autores*’499983

Em decorréncia de tais controversas, as teorias que tentam explicar as
modificagdes intrinsecas que passam a vigorar nos retalhos submetido a
autonomizacgao cirurgica, tornando-os capazes de suportar um surto isquémico de
forma menos traumatica, permanece da mesma forma desconhecida.

Utilizando o mesmo modelo experimental empregado no corrente estudo, Sa et
al®* demonstraram que em torno do pediculo implantado, a densidade vascular néo

diferia, quer no grupo submetido a autonomizagdo cirdrgica, quer no grupo nao

autonomizado. De acordo com este resultado estdo os trabalhos que demonstram que
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a autonomizacgdo cirurgica provoca uma dilatacdo da arquitetura vascular existente e
nao uma neovascularizagdo, particularmente nos vasos capilares que ligam territorios

adjacentes?®32383°  Daj

entdo, o que acontece nos retalhos submetidos a
autonomizacgao cirurgica, a ponto de aumentar a area viavel dos mesmos, € a questao
em aberto que se procura até hoje a resposta. De certo, parece ser o fato de que nao

ocorre uma neovascularizagao, ou pelo menos, sua influéncia parece nao ser decisiva

neste processo.

Para interpretagcdo dos resultados apresentados neste trabalho, se faz
necessaria a descricdo de mecanismos aceitos como principais responsaveis pela
necrose dos retalhos cutédneos. Dentre estes mecanismos, a injuria tecidual que ocorre
no mecanismo de isquemia-reperfusao ocupa papel de destaque. De acordo, com tal
mecanismo, um estado hiperadrenérgico ocorreria durante a realizagdo dos retalhos
cutaneos em virtude da transecgédo dos nervos simpaticos que correm junto aos vasos,
com liberagao abrupta de norepinefrina. Como resultado, ocorreria uma vasoconstriccao
capaz de induzir uma temporaria, porém completa oclusdo capilar. Neste periodo
isquémico, a lise da adenosina trifosfato (ATP) levaria ao acumulo da hipoxantina.
Simultaneamente, a atividade da xantina oxidase aumenta em tecidos isquémicos.
Entdo, a enzima e um substrato para reagdo de producido de radicais livres estao
presentes em excesso, porém esta reacao (hipoxantina — xantina — acido urico) nao
pode ser processada sem o outro substrato, o oxigénio. Com a depuragdo pelo
organismo da norepinefrina, inicia-se a vasodilatacao, ocorre reperfusao, e o oxigénio &
ofertado em excesso onde antes havia isquemia, e a reagdo acima ocorre rapidamente
para a direita. A grande quantidade de radicais superoxido produzida como um
subproduto ultrapassa os niveis normalmente baixos da enzima superéxido dismutase

(SOD) enddgena, o excedente de radicais livres leva a injuria tecidual através da
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peroxidacao lipidica, que destroem as camadas lipidicas das paredes celulares e das
organelas intracelulares, culminando com a necrose tecidual®®. O mecanismo de

producao de radicais livres de oxigénio € mostrado na figura (figura 12).

ATP
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Figura 12. Mecanismo de isquemia-reperfusao adaptado do trabalho de Im et al®®

Outra fonte de radicais livres advém da adesdao dos polimorfonucleares
neutréfilos ao endotélio poscapilar do retalho, através da molécula de adesao CD 18,
localizadas na superficie dos neutréfilos, atraidos por citocinas. Um complexo
enzimatico NADPH-oxidase, ligado a membrana do neutrdfilo, tem a capacidade de

liberar grande quantidade de radicais livres de oxigénio78.

Para explicar como a autonomizagao cirurgica ocorreria, uma vez aplicada aos
retalhos, levando-se em consideracdo o mecanismo de faléncia tecidual descrito
acima, admite-se que ocorreria uma diminui¢gao parcial do fluxo sanglineo, durante

a execucao da autonomizacao cirurgica. Tal diminuicdo proporcionaria um ambiente
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isquémico capaz de levar a formacao de radicais livres, estimulando a producgéao
endégena de um varredor de radicais livres, a enzima SOD. Por se tratar de
diminuicao parcial do fluxo, o mesmo ainda seria suficientemente capaz de manter o
retalho, impedindo a necrose tecidual. No segundo tempo cirurgico, quando os
retalhos seriam novamente incisados, desta vez a ponto de serem transferidos (com
diminui¢do mais intensa do fluxo), haveria no organismo uma quantidade de SOD ja
formada por ocasiao do primeiro procedimento e capaz de impedir a agao deletéria
de grande parte dos radicais livres. A autonomizacdo cirurgica agiria, portanto,
aumentando os niveis da enzima superéxido dismutase na porcéo distal dos retalhos

cutaneos®.

Outro mecanismo que procura explicar a fisiopatologia da faléncia dos retalhos
cutaneos é focado na nutricdo da pele, que ocorre em nivel de microcirculagao por
uma rede anastomaética denominada de plexo dermo-subdérmico. A microcirculacao
tem grande importancia funcional: (a) nas trocas metabdlicas e nutrigdo tecidual; (b)
na regulagdo do fluxo sanglineo por mecanismo de vasoconstricgdo; (c) na
termorregulacéo. Ocorre que na pele, tal plexo é rico em canais que se assemelham
a capilares que conectam a circulacdo arterial a venosa, canais arteriovenosos
(shunts). Contudo, os canais arteriovenosos sdo canais com didmetro grande e
paredes grossas que ndo permitem trocas metabdlicas. Na pele, estes canais séo
predominantemente inervados pelos nervos simpaticos. A estimulagcdo nervosa
causaria vasoconstriccdo, enquanto que uma denervacdo produziria imediata
dilatacado. Durante o ato cirurgico para confec¢ao de um retalho, haveria uma secg¢ao
dos nervos simpaticos que caminham junto aos vasos sanglineos e, as vezes, na
propria parede dos vasos, levando a denervacao simpatica e abertura dos canais

arteriovenosos. Nas areas de fluxo sanguineo enfraquecido (como na porgao distal
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dos retalhos cutaneos), o fluxo sanglineo seria desviado através de canais
arteriovenosos precapilares de baixa resisténcia, levando a isquemia e necrose dos
tecidos circunjacentes, uma vez que o0 sangue n&o atingiria os capilares

1

responsaveis pelas trocas metabdlicas, vasos nutrientes.®’ O trajeto do fluxo

sanguineo na microcirculacao é representado na figura 13.

Figura 13. Figura adaptada do livro Cirurgia Plastica Reparador e
Estética’ com a representacdo esquematica da microcirculagao: 1.
Arteriola; 2. Capilar; 3. Vénula; 4.Comunicagao arteriovenosa; 5.
Esfincter; 6. Inervagéo simpatica.

Levando em consideragao que este mecanismo de faléncia tecidual € o correto,
ha outra corrente de autores que procuram explicar o fenbmeno da autonomizacgao
cirurgica. Para estes autores a diminuicdo parcial do aporte sanglineo ao retalho,
durante a execugao do procedimento de autonomizagao, provocaria também uma

simpatectomia, por ocasido da lise das fibras nervosas do sistema nervoso
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simpatico, que correm junto e na parede dos vasos. Como consequéncia, haveria
um relaxamento do ténus dos canais arteriovenosos, aumentando o fluxo sanglineo
através dos mesmos. Por se tratar de uma diminui¢ao parcial do fluxo, ainda haveria
pressao capaz de assegurar que o sangue chegasse até os vasos nutridores para
atender a demanda metabdlica tecidual, ainda que parte do aporte sangiineo
destinado a pele era desviado através dos canais arteriovenosos por apresentarem
menor resisténcia. Isto explicaria o fato de ndo haver necrose nos retalhos dos
grupos 2 e 4 submetidos a diminuigao parcial do fluxo durante o primeiro tempo do
procedimento de autonomizacdo cirurgica. Apds alguns dias, em decorréncia da
denervacdo, 0 organismo passaria a um estagio de hipersensibilidade as aminas
vasoativas que circulam normalmente no organismo, o que levaria ao fechamento
desses canais arteriovenosos. No segundo tempo cirurgico, apds trés semanas, o
retalho seria novamente incisado a ponto de ser transferido. Em decorréncia deste
novo procedimento ocorreria novamente a secg¢ao das fibras nervosas, porém ja nao
levaria a abertura dos canais arteriovenosos, uma vez que 0s mesmos encontrar-se-
iam fechados em virtude da hipersensibilidade as aminas vasoativas circulantes. O
fato dos canais arteriovenosos encontrarem-se fechados, obrigaria um maior aporte
sanglineo a circular através dos vasos nutridores, promovendo as trocas
metabdlicas, aumentando, assim, a area de viabilidade dos retalhos. Segundo esta
teoria, portanto, a autonomizagéao cirurgica agiria promovendo um fechamento dos

canais arteriovenosos®'3234,

No presente estudo, com o objetivo de estudar como a autonomizagao foi
capaz de aumentar a area de viabilidade dos retalhos, foi utilizada uma medicagao
com mecanismo de agao conhecido, a nitroglicerina, nos retalhos submetidos a

autonomizagao cirurgica, grupo 4. A utilizacdo da nitroglicerina em retalhos
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autonomizados levaria a uma melhor compreensao de sua fisiopatologia, permitindo
saber que sequéncias de modificacbes ocorreram nos tecidos submetidos a
autonomizagao cirurgica de acordo com as duas hipoteses apresentadas: aumento
dos niveis de varredores de radicais livres de oxigénio versus fechamento dos
canais artériovenosos. Por se tratar de um agente vasodilatador potencialmente
venoso, segundo a hipotese de que a autonomizagdo cirurgica agiria através do
fechamento dos canais arteriovenosos, era de se esperar, com a utilizacdo da
nitroglicerina, que houvesse uma diminuigdo consideravel da &area viavel dos
retalhos submetidos a autonomizacao cirurgica. A expectativa justifica-se uma vez
que, ao submeter os retalhos autonomizados a acdo de um vasodilatador venoso,
deixaria de ocorrer o fechamento dos canais arteriovenosos, decorrente da
autonomizagao cirurgica, pela agao vasodilatadora da nitroglicerina, favorecendo o
desvio do fluxo sangliineo através dos vasos de menor resisténcia, diminuindo
consideravelmente o aporte sanglineo aos vasos nutridores, impedindo as trocas
metabdlicas em nivel da microcirculacéo e, conseqientemente, sobreviria a necrose

tecidual.

Por outro lado, se a autonomizagéo cirurgica agisse através do aumento dos
niveis da enzima SOD na porgao distal dos retalhos, era de se esperar, no grupo 4,
um aumento da area viavel ainda maior que o observado no grupo 2, onde os
retalhos foram submetidos a autonomizacdo sem a nitroglicerina. Tal expectativa se
justifica uma vez que, por se tratar de agente vasodilatador, a nitroglicerina seria
capaz de diminuir a vasoconstriccdo decorrente da descarga adrenérgica,
diminuindo a producdo de radicais livres de oxigénio e aumentando a area viavel

dos retalhos.
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De acordo com os resultados observados no presente estudo, a extensdo da
area viavel dos retalhos submetidos apenas a autonomizacgao cirurgica, grupo 2, cai
consideravelmente ao submeter este grupo a acdo da nitroglicerina, grupo 4.
Portanto, no modelo experimental utilizado no corrente estudo, retalhos cutaneos
pré-fabricados por implante vascular em ratos, fortalece ainda mais a hipotese de
que os canais arteriovenosos estdao implicados na fisiologia do fenédmeno de
autonomizagao cirurgica, uma vez que o fechamento dos mesmos, com o fluxo
sanglineo ocorrendo, obrigatoriamente, através dos vasos nutrientes, seria
responsavel pelo aumento da area viavel observado nos retalhos submetidos a

autonomizacao cirurgica.

4.5 Consideracoes Finais

Apesar da autonomizagdo cirurgica proporcionar resultados efetivos e
confiaveis, no que diz respeito ao aumento da area viavel de retalhos cutaneos, tal
procedimento implica em, pelo menos, mais de um tempo cirurgico e aumento da
permanéncia hospitalar. Ainda vale a pena ressaltar que nos retalhos traumaticos e
naqueles que devem ser modificados durante o ato cirurgico, os mesmos nao tém

como se beneficiarem de uma autonomizagao prévia e algumas vezes necrosam.

A descoberta de um agente farmacoldégico capaz de reverter ou prevenir a
necrose de retalhos cutaneos é fator limitante as pretensdes futuras da cirurgia
plastica. Os resultados apresentados neste trabalho de que o fechamento dos
canais arteriovenosos, existentes predominantemente no plexo subdérmico,

desempenha papel fundamental na sobrevida de retalhos cutaneos fornecem
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subsidio importante para a compreensdo de mecanismos envolvidos tanto com a
faléncia, quanto com sobrevida dos retalhos cutaneos. Pesquisas adicionais no
sentido de testar novas drogas que atuem seletivamente fechando os canais
arteriovenosos serao necessarias para comprovacao dos resultados encontrados

neste trabalho e iniciar o estudo clinico destas medicagdes.
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Conclusdes

Dos resultados obtidos, no presente estudo, de acordo com a metodologia
empregada, nas condigbes em que foram realizados os experimentos e com o grau

de confiabilidade superior a 95% (p < 0,05), pode-se concluir que:

1. A nitroglicerina tépica (NITRODERM TTS 5) ndo induziu ao aumento da

area viavel de retalhos pré-fabricados por implante vascular;

2. A nitroglicerina tépica (NITRODERM TTS 5) diminuiu a area viavel dos

retalhos submetidos a autonomizacéo cirurgica.
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ANEXOS

D

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
. CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Recife, 24 de outubro de 2003
Oficio n” 200/2003

Da Comissdo de Etica em Experimenta¢do Animal (CEEA) da UFPE
Ao Ilmo Jairo Zacche de Sa
Departamento de Cirurgia Experimental, CCS/UFPE

Apbs o recebimento de sua carta de encaminhamento solicitando a analise do procedimento
com animais do Projeto de pesquisa intitulado “Efeitos da nitroglicerina sobre a drea vidvel de
retalhos pré-fabricados por implante vascular em ratos”, processo N° 23076.006699/2003-94, os
membros da Comissio de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambaco (CEEA-UFPE) analisaram os aspectos  relativos  aos
protocolos experimentais adotados.

Concluimos que, na versio atual, os procedimentos descritos para manejo ¢ cuidado dos
animais em experimentagdo encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio
Brasileiro para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National
Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals, as quais sdo adotadas como
sritérios de avaliagdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

De acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 — art. 32 ¢ Decreto
3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questio do uso de animais para fins cientificos,
ressaltamos ainda que o sacrificio dos animais experimentais, realizado no presente trabalho,
Justifica-se pelo fato de ndo existirem recursos alternativos para a realizagio do procedimento
cientifico. Diante do exposto, emitimos parecer favorivel aos protocolos experimentais descritos

no projeto analisado.

Atenciosamente, . "
;w/ww/é é e re—

Profa. Miri amargo Guarnieri
Presidente da Comissdo de\Etica em Experimentagio Animal

&los 10 Doks.

Profa. Belmird Lara da$S. Andrade da Costa
Vice-Presidente da Comissfo de Etica em Experimentagio Animal
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Resultados da mensuracao das areas (Ai, Af, Af/Ai) dos retalhos nao
autonomizados e néo tratados com o STT (grupo 1)

Ratos Ai Af Af/AiI(%) Média + DP
(%)

41,94 1,78 4,24
42,54 1,75 4,11

01 41,87 1,80 4,30 4,2 £ 0,1
55,25 0,92 1,67
55,96 0,86 1,54

02 56,05 0,91 1,62 16 £ 0,1
52,99 2,66 5,02
53,72 2,55 4,75

03 53,11 2,76 5,20 50 £ 0,2
47,56 8,14 17,12
47,51 7,76 16,33

12 48,32 8,54 17,67 17 £+ 04
48,04 0,40 0,83
47,60 0,33 0,69

15 47,91 0,37 0,77 0,8+0,0
48,95 1,02 2,08
48,47 1,06 2,19

16 48,42 1,02 2,11 21 £ 0,0
47,51 0,70 1,47
47,90 0,73 1,52

07 47,72 0,68 1,43 1,5+0,0
41,93 6,36 15,17
41,75 6,50 15,57

17 42,58 6,24 14,65 151 £ 0,4
46,48 16,65 35,82
46,79 16,94 36,20

09 47,23 16,03 33,94 353 £+ 1,3
38,62 2,56 6,63
38,76 2,53 6,53

10 38,39 2,45 6,38 6,5 £ 0,2

(MédiaxzDP 47,152 41+51
8,9 + 10,9 8,9 + 10,9

DP = Desvio-Padrao
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Resultados da mensuragao das areas (Ai, Af, Af/Ai) dos retalhos autonomizados e

nao tratados com o STT (grupo 2)

Ratos Ai Af Média + DP
Af/Ai(%) (%)
48,83 7,60 15,56 15,9 + 0,3
48,12 7,82 16,25
01 48,55 7,76 15,98
49,58 35,91 72,43 725 £ 17
02 49,37 36,42 73,77
49,96 35,66 71,38
44,18 28,27 63.99 64,3 £ 0,2
11 44,52 28,83 64,76
44,39 28,53 64,27
39,88 17,88 44,83 44,9+ 0,0
13 39,97 17,96 44,93
39,94 17,93 44,89
49,62 4,14 8.34 88 + 54
05 49,65 4,61 9,29
49,81 4,40 8,83
47,00 30,60 65,11 65,5 £+ 0,6
14 47,28 30,87 65,29
47,24 31,17 65,98
47,97 26,69 55,64 55,5 £ 0,0
48,39 26,73 55,24
07 48,85 27,20 55,68
43,05 34,34 79.77 79,6 £ 0,7
18 42,91 34,40 80,17
43,36 34,16 78,78
50,42 20,13 39,92 39,5+0,2
19 50,84 19,79 38,93
50,63 20,08 39,66
38,04 17,51 46,03 47,4 = 0,7
10 38,13 18,69 49,02
37,93 17,85 47,06
46 £ 4,4 22,5 + 10,8 49,4 + 23,2
(MédiazDP
) 49,4 + 23,2

DP = Desvio -Padrao
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Resultados da mensuracgao das areas (Ai, Af, Af/Ai) dos retalhos néo

autonomizados e tratados com o STT (grupo 3)

Ratos Ai Af Média + DP
Af/Ai(%) (%)
45,50 4,77 10,48 10,6 + 0,1
46,47 4,98 10,72
06 46,76 4,94 10,56
42,47 4,97 11,70 12,4 £+ 0,8
07 42,16 5,43 12,88
42,48 5,43 12,78
46,64 3,85 8,25 85 + 0,3
08 46,86 4,04 8,62
47,42 4,12 8,69
45,53 3,22 7.07 72 + 0,1
09 45,65 3,35 7,34
45,33 3,26 7,19
33,83 0,10 0.30 0,3 £ 0,0
12 34,03 0,13 0,38
34,37 0,11 0,32
40,04 0 0,00 0,0 £ 0,0
13 40,25 0 0,00
40,46 0 0,00
34,02 0 0,00 0,0 £ 0,0
34,37 0 0,00
18 34,71 0 0,00
28,67 1,58 5,51 54 £ 0,0
19 29,19 1,53 524
28,93 1,59 5,50
26,89 6,86 25,51 25,7 £ 04
20 27,25 7,23 26,53
27,12 6,77 24,96
30,57 4,30 14.07 14,2 + 0,2
22 30,35 4,29 14,14
30,45 4,36 14,32
(MédiatDP | 37,6 + 7,6 30+ 25 84 * 8,0
) 8,4+8,0

DP = Desvio-Padrao
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Resultados da mensuragao das areas (Ai, Af, Af/Ai) dos retalhos autonomizados e

tratados com o STT (grupo 4).

Ratos Ai Af Média + DP
(aflaig4)% (%)

58,68 0 0,00 0,0 £ 0,0
01 58,40 0 0,00
58,55 0 0,00

35,00 0 0,00 0,0 £ 0,0
02 33,00 0 0,00
32,80 0 0,00

46,33 0,97 2.09 21 £ 0,0
04 47,20 0,96 2,03
45,99 0,99 2,15

29,23 0 0,00 0,0 £ 0,0
09 29,71 0 0,00
30,03 0 0,00

28,41 0 0,00 0,0 £ 0,0
11 28,38 0 0,00
28,22 0 0,00

32,17 0 0,00 0,0 £0,0
14 32,15 0 0,00
31,04 0 0,00

33,80 0,19 0,56 05+ 0,0
34,55 0,18 0,52
16 34,33 0,18 0,52

35,76 0 0,00 0,0 £ 0,0
17 35,68 0 0,00
35,52 0 0,00

28,87 0 0,00 0,0 £ 0,0
18 28,74 0 0,00
29,00 0 0,00

29,84 2,35 7.88 8,1 £ 0,2
19 29,58 2,41 8,15
29,74 2,44 8,20

35,7+9,6 04 £ 08 1,1 + 25

(MédiazDP
) 1,1+25

DP = Desvio-Padrao



