ARTIGO ORIGINAL
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Effects of intraperitoneal application of sildenafil on the vi-
ability of mice’s skin flap
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RESUMO

Introducéo: o sildenafil pertence a uma classe relativamente nova de medicamentos,
cujo mecanismo de agao ocorre por inibicao da fosfodiesterase-5, que é responsé-

vel pela degradacdo intracelular da guanosina monofosfato ciclica (GMPc). A GMPc
promove vasodilatagao, alteracao no perfil de granulacao plaquetaria e angiogénese.
Nesse contexto, seus efeitos vasoativos podem aumentar o fluxo sanguineo de retalhos,
melhorando a sua viabilidade. Este estudo tem como objetivo avaliar a viabilidade

de retalhos cutaneos de ratos a McFarlane ap6s a administracao de sildenafil pela via
intraperitoneal. Métodos: 20 ratos Wistar foram distribuidos em dois grupos - controle
(confeccao do retalho cutéaneo dorsal, aplicagao intraperitoneal de solugao salina a
0,9%) e estudo (confecc¢ao do retalho cutaneo dorsal, aplicagao intraperitoneal de
sildenafil). Sete dias ap6s a operacao, os retalhos foram fotografados e representados
graficamente, para serem analisados com o programa AutoCad. Trés bidpsias (cranial,
média e caudal) foram coletadas de cada retalho, para anélise histologica. Resultados:
a andlise macroscopica, o uso do sildenafil pela via intraperitoneal esteve associado a
maior contracao tecidual (p=0,019). O estudo histolégico evidenciou menos granulagao
associada a polimorfonucleares no terco distal dos retalhos (p=0,001) e mais necrose
interpondo os locais de granulacao no terco médio dos retalhos (p=0,011). Conclusao:
o sildenafil intraperitoneal nao se mostrou eficaz para melhorar a viabilidade de reta-
lhos a McFarlane em ratos. Outros estudos talvez possam esclarecer o seu mecanismo
de acao para a contracgao tecidual.

l?alavras-chave: Cicatrizagao de Feridas; Retalhos Cirtirgicos; Acido 5-Guanilico:
Oxido Nitrico; Ratos.

ABSTRACT

Introduction: Sildenafil belong to a relatively new class of drugs. Its mechanism of ac-
tion consists of inhibiting phosphodiesterase-5, which is responsible for the intracellular
degradation of cyclic monophosphate guanosine (CMPG). CMPG leads to vasodilation,
platelet granulation change, and angiogenesis. CMPG vasoactive effects can increase
the blood flows of the flaps, improving their viability. This study aims to assess the vi-
ability of McFarland skin flaps after intraperitoneal sildenafil administration. Methods: In
total, 20 Wistar mice were distributed in two groups: control (production of dorsal skin
flap, intraperitoneal applicatdion of 0.9 % salt solution), and study (production of dorsal
skin flap with intraperitoneal application of sildenafil). Skin flaps were photographed
seven days after operation and represented graphically with a view to AutoCad-based
analysis. Three biopsies (cranial, middle, and caudal) were collected for histological
analysis of each flap. Results: The macroscopic analysis showed that intraperitoneal
application of sildenafil was associated with stronger tissue contraction (p=0.019). The
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histological study showed less granulation associated
with polymorphonuclears in the distal third of the flaps
(p=0.001) and more necrosis in granulation sites in the
middle third of the flaps (p=0.011). Conclusion: The
intraperitoneal application of sildenatfil was not effective
in improving the viability of McFarlane skin flaps in
mice. Other studies may shed light into its mechanism
of action for tissue contraction.

Key words: Cicatrization, Surgical flaps; 5-Guanylic
Acid; Nitric Oxide; Mice.

INTRODUCAO

A confeccao de retalhos para o tratamento de
perdas teciduais constitui um dos procedimentos ci-
rirgicos de maior relevancia na histéria da cirurgia
plastica, com referéncias nas descri¢coes de Sushruta,
nos estudos de Celsus durante o Classicismo greco-ro-
mano e no legado deixado por Gaspare Tagliacozzi'.
A partir dai, o estabelecimento de novas estratégias
para garantir mais viabilidade de retalhos impulsiona
pesquisas que objetivam nao somente a redugao dos
efeitos deletérios, mas a amplificacao dos mediadores
que atuam positivamente na cicatrizagao de feridas.

Alguns recursos terapéuticos auxiliares foram
propostos na tentativa de melhorar a sobrevida dos
retalhos, tais como a autonomizacao®*, o uso intra-
muscular de quetoralato®, de corticoesteroides e de
carnitina®, da oxigenoterapia hiperbarica’, da pento-
xifilina®, do buflomedil® e até mesmo do sildenafil iso-
ladamente ou associado ao fator de crescimento vas-
cular do endotélio ou a cola de fibrina'®". Contudo, a
resposta a esses tratamentos pode estar associada a
efeitos colaterais, entre os quais se destacam hipoten-
sao, amnésia, angina, disturbios visuais, migrania, al-
teragcoes auditivas e até mesmo acidentes vasculares.

Inibidores da fosfodiesterase, como o sildenafil,
pertencem a classe relativamente nova de medica-
mentos, cujas aplicagoes clinicas ainda nao foram
completamente exploradas pela literatura. Em linhas
gerais, o sildenafil € um composto aromatico soltvel
em agua. Seu mecanismo de agao ocorre pela inibi-
cao da fosfodiesterase tipo 5, estimulando a vasodila-
tacao mediada pela via 6xido nitrico (NO)/guanil-ci-
clase (GC)/ guanosina monofostato ciclico (GMPc). O
oxido nitrico induz vasodilatagao, inibe a agregacao
plaquetéria e promove angiogénese.”

De fato, os efeitos vasoativos do sildenafil po-
dem aumentar o fluxo sanguineo de retalhos, me-
lhorando a sua sobrevida. Ademais, uma vez que as
plaquetas apresentam receptores para a fosfodieste-
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rase tipo 5, esse medicamento poderia atuar sobre
o seu perfil de ativacao, acelerando a cicatrizacao.
Nesse contexto, € correto supor que o sildenafil
pode ser utilizado com o intuito de melhorar a so-
brevida de retalhos cutaneos.

Este estudo tem como objetivo avaliar a viabilida-
de de retalhos cutaneos de ratos a McFarlane apoés a
administracao de sildenafil pela via intraperitoneal.'®

METODO

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacao Animal (CETEA) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), consoante a Decla-
racao de Helsinki revisada em 2000. Foram utilizadas
20 ratas Wistar adultas, pesando entre 215 e 255 g,
fornecidas pelo Biotério do Instituto de Ciéncia Biol6-
gicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMGQG). Todos os animais passaram por periodo de
observacao de 15 dias, sob temperatura, umidade e
ciclo de luz ambiente controlados.

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em
dois grupos: controle (confeccao do retalho cutaneo
dorsal, aplicacao intraperitoneal de solugao salina a
0,9%) e estudo (confeccao do retalho cutaneo dorsal,
aplicacao intraperitoneal de sildenafil).

Apos terem sido submetidos a anestesia com a
associacao de quetamina e de xilazina, pela via in-
traperitoneal, confeccionaram-se retalhos cutaneos
dorsais retangulares de 3 por 7 cm (21 cm?), com
base tangencial aos angulos inferiores das escapulas
e cujo ponto médio coincidia com uma linha inte-
rescapular equidistante do rebordo 6sseo, tomando
como referéncia um molde confeccionado com filme
de acetato (Figura 1). O retalho foi dissecado do pa-
niculo carnoso e reposicionado no leito com sutura
continua com nailon monofilamentar 4.0 (Figura 2).
O procedimento foi realizado utilizando-se técnica
asséptica, com imersao do instrumental em glutaral-
deido durante 30 minutos.

Os animais do grupo-estudo receberam sildenafil
em solu¢ao aquosa administrado por via intraperito-
neal (dose de 0,5 mg/kg) uma vez ao dia. A primeira
dose foi administrada imediatamente ao término da
operacao e a segunda, 48 horas depois. A solucao
salina a 0,9% foi administrada nos animais do grupo-
-controle por via intraperitoneal, no volume de 5 mL/
kg, uma vez ao dia, seguindo o mesmo intervalo en-
tre doses que o grupo-estudo.
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Figura 1 - Fotografia do animal em decibito ventral,
com as patas em extensao.

Observar a marcacao do retalho dorsal, baseado
cefalicamente, tomando-se como referéncia o ponto
médio entre os angulos inferiores das escapulas.

= T S —

Figura 2 - Fotografia do retalho dorsal dissecado do
seu leito, no plano do paniculo carnoso.

Animal em decubito ventral com as patas dianteiras
estendidas.

No sétimo dia de observacgao, os animais foram
mortos com sobredose anestésica de pentobarbital
sédico na dose de 150 mg/kg, administrado pela
via intraperitoneal.

Os retalhos foram representados graficamente, uti-
lizando-se laminas de acetato transparentes e caneta
marcadora permanente. Os desenhos foram feitos por
avaliador que desconhecia a que grupo pertencia cada
animal. Os critérios para a classificacao foram basea-
dos na inspecao e na palpacgao. Os retalhos foram deli-
mitados de acordo com as suas caracteristicas em:

1. regiao de necrose: identificada com o sinal “+".
Caracterizada por coloragao que variou entre tons
de marrom e preto e por consisténcia cadavérica
a palpagao.

2. regiao de isquemia: identificada com o sinal “7,
que apresentava cor violacea e com maleabilida-
de palpatoria.

3. regiao de viabilidade tecidual: identificada com
o sinal “@”, com coloracao e textura habituais de
pele murina.

As figuras foram colocadas sobre papel milime-
trado e digitalizadas com a resolugao de 600 ppi. O
documento digital foi trabalhado no programa Auto-
CAD Release (versao 13.1, 1995) de maneira a se plo-
tar os perimetros de cada regiao do retalho (necrose,
isquemia e viabilidade tecidual) com cores diferentes
e, a partir dai, calcular-se as respectivas areas, com até
quatro casas decimais de aproximacao. Foram calcu-
lados os valores das areas de necrose, de isquemia e
de pele viavel. Os valores absolutos das areas referem-
-se aqueles calculados em centimetros quadrados com
o programa AutoCAD. Os valores percentuais signifi-
cam a porcentagem que cada um das areas de necro-
se, de isquemia e de viabilidade tecidual representam
em relacao ao tamanho final do retalho (Figura 3).

Essa etapa do estudo foi conduzida por pesqui-
sador que desconhecia a que grupo pertenciam as
representacoes graficas dos retalhos cutaneos.

Figura 3 - (I): Imagem digitalizada das laminas de ace-
tato transparentes, representando com o sinal “+” as
regioes de necrose, com sinal “-“ a regiao de isquemia
e com o sinal “@” as regides de viabilidade tecidual.
(II): Imagem reproduzida do programa AutoCAD Re-
lease, na qual as areas de cada retalho foram preen-
chidas por cores diferentes para representar as regi-
oes de necrose (em azul), isquemia (em vermelho) e
viabilidade tecidual (em verde).
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A coleta das amostras de pele foi realizada no sé-
timo dia pés-operatorio. Foram tragadas linhas imagi-

narias dividindo-se o retalho simetricame

nte em trés

partes no sentido cranio-caudal e em metade direita
e esquerda. Na extremidade caudal de cada uma das
regioes delimitadas foi coletada uma amostra de 0,5

cm X 0,5 cm, margeando a borda medial
direita do retalho (Figura 4).

da metade

R = W
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Figura 4 - Esquema gréfico representado o retalho

dorsal do animal dividido em trés regides
cranio-caudal e os trés fragmentos de 0,

no sentido
5X 0,5 cm

localizados na extremidade de cada uma das regides,

margeando a borda direita do retalho.

As amostras de tecido foram embebidas em formol
tamponado neutro a 10%, submetidas a: desidratacao
com alcool, diafanizacao em xilol e inclusao em para-
fina. Os blocos de parafina foram cortados em micro-
tomos com espessura variando de 4 a 6 micrometros e
as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina.

As laminas foram estudadas por um
que desconhecia a que grupo pertencia

patologista
a amostra.

Os critérios histol6gicos foram transformados em va-
ridveis categoricas e analisados em relacao a ocor-
réncia de granulagao isoladamente, granulagao as-
sociada a existéncia de células polimorfonucleares
ou granulacgao associada a necrose, respectivamen-

te, para o ter¢co proximal, médio e distal
(n=10 para cada grupo).

do retalho

Para a comparac¢ao dos dados da avaliacao ma-
croscopica, o teste de Mann-Whitney e a soma dos
postos de Wilcoxon foram utilizados. Os dados obti-
dos a partir da avaliacao histolégica foram analisados
pelo teste exato de Fisher ou pelo teste qui- quadrado
de Pearson, conforme o ntimero de células com valor
esperado abaixo de cinco. Considerou-se significati-
vo o valor correspondente a p<0,05.

RESULTADOS

Em valores absolutos, as areas de necrose, de is-
quemia e de viabilidade tecidual nao foram diferen-
tes entre os grupos estudo e controle. As médias e as
medianas das areas de necrose, de viabilidade e de
isquemia podem ser analisadas na Tabela 1.

Os animais do grupo-estudo apresentaram areas
finais dos retalhos significativamente menores do
que aqueles do grupo-controle (p=0,019) (Figura 5).

Os percentuais das areas de necrose, de viabilida-
de e de isquemia nao apresentaram diferenga com-
parando-se o grupo-estudo com o grupo-controle.

A avaliacao do terco proximal dos retalhos cutane-
0s, nao se observou granulagao associada a necrose
ou granulacao associada a células polimorfonuclea-
res. A ocorréncia de granulacao isoladamente foi ob-
servada em todas as amostras avaliadas do terco pro-
ximal dos retalhos, independentemente do grupo aos
quais pertenciam os animais. Quando avaliado o ter-
¢o médio, verificou-se que o grupo-estudo apresentou
mais granulagcao associada a necrose do que o grupo-
-controle (p=0,011) (Figura 6, Tabela 2). A andlise do
terco distal dos retalhos evidenciou menos granula-
¢ao associada a polimorfonucleares no grupo-estudo
do que no controle (p=0,001) (Figura 7, Tabela 2).

Tabela 1 - Medidas das areas de viabilidade, de isquemia e de necrose, no sétimo dia
apo6s a confeccao de retalhos dorsais a McFarlane em ratas Wistar, que receberam sil-

denafil (grupo-estudo) ou solucio salina (grupo-controle) pela via intraperitoneal

8,02 + 7,85
Necrose

3,09 (2,94-13,56)

0,79+ 0,00
Isquemia

1,04 (0,00-2,51)

5,52+ 3,74
Viabilidade

4,46 (1,59 -15,08)

8,99+ 8,94

0,529
3,44 (2,73-13,78)
1,80+ 0,00

0,981
2,98 (0,00-7,66)
6,86+ 5,90

0,089
2,63 (3,91-13,35)
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Figura 5 - Comparacao das areas finais dos retalhos dor-
sais entre os grupos estudo IP e controle IP, (p=0,019).

Tabela 2 - Namero absoluto de casos de granula-
cdo, granulacdo (Gr) associada a necrose (Nc) ou
granulacao associada a células polimorfonucleares
(PMNs) em bidpsias coletadas no sétimo dia pos-
-operatorio, dos tercos proximal, médio e distal de
retalhos a McFarlane ap6s injecao de sildenafil (gru-
po-estudo - E) ou de solucao salina (grupo-controle
- () pela via intraperitoneal

Parametro Tergo Terco Terco
avaliado proximal médio distal P
Grupo E © E © E ©
Granulagao 10 10 4 6 0 0
Gr/Nc 0 0 6* 0* 3 0 *0,0m
Gr/PMNs 0 0 0 1 0t 8t 10,001
60% - -
50% [~
40% -
30% -
20% [~
10% -
*
0, L
Granulacao Granulagdo/ Granulagdo/
Necrose Polimorfonucleares
B Estudo
Controle

Figura 6 - Casos de granulacao, granulacdo associada a
necrose e granulacao associada a células polimorfonu-
cleares, no terco médio de retalhos a McFarlane, em ra-
tas que receberam (estudo) ou nao (controle) sildenafil
por via intraperitoneal, p=0,011.

80%
70% [~
60% [~
50% [~
40% [~
30% [~
20% [~
10% -
0% : :

Granulagdo Granulagdo/
Necrose

*

Granulagdo/
Polimorfonucleares

B Gstudo

Controle

Figura 7 - Casos de granulacao, granulacdo associada a
necrose e granulacado associada a células polimorfonu-
cleares, no terco distal de retalhos a McFarlane, em ra-
tas que receberam (estudo) ou nao (controle) sildenafil
por via intraperitoneal, p=0,001.

DISCUSSAO

A viabilidade de retalhos cutaneos apresenta im-
portancia fundamental tanto para operagoes com fi-
nalidade reconstrutora como para os procedimentos
estéticos. Embora o sucesso dessas cirurgias esteja
intrinsecamente ligado a sua programacao adequada
e a sua execugao técnica®3, varios estudos estao sen-
do realizados com o objetivo de avaliar os fatores que
interferem na vascularizacao desses retalhos, além
de propor substancias que possam intervir positiva-
mente na sua viabilidade.>!* 1718

Em funcao dos seus efeitos vasoativos e de sua acao
sobre o perfil de ativagao plaquetéria, € correto supor
que o sildenafil pode ser indicado clinicamente para o
tratamento de retalhos cutaneos com debilidade per-
fusional.® Ademais, estudos em retalhos cutaneos de
ratos com base caudal corroboraram essa suposicao, a
partir da utilizagao dessa substancia de maneira isola-
da ou associadamente a fatores de crescimento, eviden-
ciando melhora na sua viabilidade.”" Nesse contexto,
o presente estudo baseou-se na escolha de um modelo
experimental de retalho randomico cujas caracteris-
ticas ja foram estabelecidas e nos efeitos vasoativos e
plaquetarios do sildenafil, para avaliar a viabilidade de
retalhos que evoluem distalmente com isquemia.

No entanto, o sildenafil administrado pela via intra-
peritoneal nao promoveu aumento das areas de viabi-

Rev Med Minas Gerais 2012; 22(2): 139-145
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lidade tecidual, nem diminuicao das areas de necrose,
como era esperado, em func¢ao da sua capacidade de
induzir vasodilatacao, inibir a agregacao plaquetaria
e promover a angiogenese, contradizendo o que fora
observado anteriormente para seu uso sistémico.?

Por outro lado, Hart et al” avaliaram retalhos
cutaneos dorsais de ratos tratados com sildenafil pela
via intraperitoneal, comparando-os com o grupo que
recebeu somente o veiculo de diluicao, pela mesma
via, e com o grupo no qual nao foi administrada al-
guma substancia.! Os achados obtidos por meio da
andlise de imagem espectral de polarizacao ortogo-
nal revelaram menores areas de necrose nos animais
que receberam o sildenafil, no intervalo do 1° ao 3°
dias pos-operatorios. No entanto, as areas de necrose
foram semelhantes entre todos os grupos, no periodo
entre 0 5° e 0 7° dias de observacao, corroborando os
resultados do nosso estudo.

A contragao cicatricial € um processo fisiologico
que resulta no fechamento da ferida pela reducao de
sua superficie de exposicao. Esse processo de reparo
acelera o tempo de cicatrizagao, quando comparado
com a sutura ou com a epitelizacao isoladamente.
Além disso, a cicatriz resultante € menor. Em ratos, o
paniculo carnoso facilita a mobilidade da pele e, con-
sequentemente, a contracao da ferida.” A analise das
areas totais dos retalhos mostrou que a contragao
tecidual foi mais eficaz nos animais que receberam
o sildenafil pela via intraperitoneal do que naqueles
do grupo-controle. Como os estudos acerca da via-
bilidade de retalhos cutaneos de ratos tratados com
sildenafil encontrados na literatura nao avaliavam
essa variavel, investigacoes futuras serao necessarias
para estabelecer se o uso sistemico dessa substancia
poderia alterar a expressao de a-actina e de microfi-
lamentos pelos fibroblastos em seu citoplasma, favo-
recendo a contragao cicatricial.l**

Por meio da analise microscopica dos tercos dis-
tais dos retalhos, detectou-se que o uso intraperitone-
al do sildenafil esteve associado a menor formagao
de tecido de granulacao permeado por células poli-
morfonucleares, quando comparado ao controle. Su-
poOe-se que polimorfonucleares interpostos a granu-
lagcao estejam relacionados a alguma contaminacao,
cujo significado clinico seja, de fato, a diminuigao
da viabilidade dos retalhos tratados com o sildenafil
pela via intraperitoneal.

Acredita-se que a analise histologica do ter¢o distal
dos retalhos apresente mais importancia clinica do que
o estudo dos tercos médio e proximal, uma vez que as
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amostras das porcoes distais representam os fendome-
nos fisiologicos esperados para um retalho com debi-
lidade perfusional.'®* Entretanto, dependendo do grau
de diminuicao do aporte sanguineo, alteragoes tecidu-
ais podem ser observadas nao somente nas porcoes
distais dos retalhos, atingindo, inclusive, o seu terco
médio. Mesmo sem correlacao com a avaliacao ma-
croscopica, a necrose interpondo a formagao de tecido
de granulacao, significativamente mais frequente no
terco médio dos retalhos dos animais que receberam o
sildenafil pela via intraperitoneal, pode ter sido causa-
da pela diminuic¢ao da pressao de perfusao, decorrente
da associagao do agente anestésico utilizado com o sil-
denafil. Talvez essas alteracdes nao tenham sido detec-
tadas a macroscopia, em fun¢ao de terem ocorrido no
nivel da microcirculagao, comprometendo as fistulas
artério-venosas que acometeram a derme.? Da mesma
forma, era de se esperar que nao fossem observadas
diferencas entre os grupos, a analise do terco proximal
dos retalhos, independentemente da via de adminis-
tracao e/ou das substancias utilizadas, a nao ser que a
resposta sistémica do animal fosse intensa o bastante
para comprometer o aporte sanguineo na base dos re-
talhos ou que fosse utilizado um modelo experimental
para debilidade cicatricial, como o uso de nicotina, de
radiagao ou do diabetes induzido.

As alteracoes histologicas relacionadas ao uso
intraperitoneal do sildenafil sugerem que o farmaco
tenha sido associado a pior resposta tecidual, interfe-
rindo negativamente na viabilidade dos retalhos. Por
outro lado, outros estudos deverao ser conduzidos
para avaliar se elas nao foram resultantes da asso-
ciacao do sildenafil com um agente anestésico cujas
propriedades vasodilatadoras sistémicas possam ter
contribuido para piora do aporte sanguineo através
das artérias perfurantes cutaneas. Além disso, € possi-
vel que os resultados de uma avaliagcao mais precoce
dos retalhos pudessem evidenciar resposta positiva
relacionada ao uso do sildenafil de modo semelhante
ao que fora observado por Hart et al.'". Esses autores
constataram que, por volta do terceiro de dia de ob-
servacao, os retalhos cutaneos apresentavam-se mais
viaveis do que no periodo entre o quinto e o sétimo
dia poés-operatorios, sugerindo que o sildenafil intra-
peritoneal possa atuar inicialmente na indugao de
vasodilatagao arterial e permitir consequente afluxo
de células e de mediadores. E provével, contudo, que
esse mecanismo nao se perpetue nas fases finais da
cicatrizacao, o que poderia ser contornado com a as-
sociacao do farmaco a fatores de crescimento.



Efeitos do sildenafil pela via intraperitoneal na viabilidade de retalhos cutaneos de ratos

CONCLUSAO

O sildenatfil pela via intraperitoneal nao se mos-
trou eficaz para melhorar a viabilidade de retalhos
a McFarlane em ratos. Outros estudos talvez pos-
sam esclarecer o seu mecanismo de agcao para a
contracao tecidual.
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