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RESUMO

De Castro Pinto RCN. Avaliagao do efeito do cloridrato de papaverina na reparacao
de feridas cirurgicas abertas em dorso de ratos [Dissertacdo]. Sao Paulo:
Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2010.

Os objetivos deste estudo foram avaliar o efeito da aplicagdo subcutanea do
cloridrato de papaverina no processo de reparacao de feridas cirurgicas abertas no
dorso de ratos e avaliar pelos métodos histomorfoldgico, histomorfométrico e
imunoistoquimico eventos biolégicos do processo de reparagdo. Foram realizadas
feridas dérmicas padronizadas com punch, 5mm de didmetro e 2mm de
profundidade, no dorso de ratos. Os animais foram divididos em dois grupos
conforme o tratamento realizado: no grupo controle, 25 ratos foram tratados através
da injecdo de cloreto de sodio 0,9% e no grupo teste, 25 ratos foram tratados
através da injecdo da solucdo de cloridrato de papaverina a 50mg/mL de cloreto de
sédio a 0,9%. Em ambos os grupos foi aplicado subcutdneo (por quadrante da
ferida), 0,25mL da solugcédo correspondente aos frascos do grupo teste ou grupo
controle totalizando 1 mL da solugcdo. Os 50 espécimes foram processados para as
analises macro e microscopica. Para analise do calculo do edema, foram utilizados
10 ratos (5 animais do grupo teste e 5 animais do grupo controle). Fragmentos de
pele padronizados (3cm?) foram removidos da area da ferida e pesados no periodo
de 6 horas. Para analise morfométrica do fechamento da ferida/formagéo de cicatriz,
10 ratos foram utilizados (5 animais do grupo teste e 5 do grupo controle). As feridas
cirurgicas padronizadas foram fotografadas nos periodos de Oh, 3,7,14 e 21 dias
pos-cirurgico e as imagens foram analisadas por software de morfometria
(ImageLab2000®) quanto a &rea, perimetro e fator de forma. Pela técnica de
coloragdo da hematoxilina e eosina, a analise histomorfolégica (analise qualitativa
descritiva) e histomorfométrica (andlise quantitativa em relagdo a reepitelizagao,
formagao do tecido de granulagao, edema, celularidade e matriz colagénica) foram
realizadas nos periodos de 6h, 3,7,14 e 21 dias e analisadas sob microscopia de luz.
Reacdes de imunoistoquimica com o anticorpo anti-actina de musculo liso foi
realizada para identificagdo e contagem do numero de miofibroblastos nos periodos

de 3, 7, 14 e 21 dias. A partir do modelo experimental avaliado, comprovou-se a



acao vasodilatadora da papaverina. Os fragmentos padronizados do grupo teste
apresentaram maior peso em relagdo ao grupo controle (p= 0,047). As feridas do
grupo teste mostraram um fechamento maior e menor formagao de cicatriz quando
comparado ao grupo controle no periodo de 21 dias. No grupo teste, uma maior
quantidade de edema (p = 0,028) e uma menor quantidade de matriz colagénica
(colageno) (p = 0,028) foram encontradas no periodo de 6 horas. Houve maior
reepitelizagdo no grupo teste no periodo de 7 dias e menor formagao de tecido de
granulagao nos periodos de 14 e 21 dias para o mesmo grupo. No grupo controle,
um maior numero de miofibroblastos foi encontrado quando comparado ao grupo
teste nos periodos de 14 e 21 dias (p=0, 016). Dentro dos limites deste estudo, a
aplicagado subcutanea do cloridrato de papaverina parece acelerar o processo de
reparagao de feridas cirurgicas abertas no dorso de ratos. Sua aplicagdo promove
vasodilatagdo e um maior exsudato inflamatério no inicio do processo de reparagao.
Tal efeito parece estar relacionado com a maior velocidade de reparagao observada

macro e microscopicamente.

Palavras-chave: Miofibroblastos. Papaverina. Cicatrizacdo de feridas cuténeas.

Tecido conjuntivo. Tecido de granulagao. Epitélio.



ABSTRACT

De Castro Pinto RCN. Effect of papaverine hydrochloride in open surgical repair of
wounds in rats [Dissertation]. Sdo Paulo:Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2010.

The objectives of this study were to evaluate the effect of subcutaneous
administration of papaverine hydrochloride in the process of open surgical repair of
wounds in the back of rats and evaluate the methods histomorphological,
immunohistochemical and histomorphometric biological events of the repair process.
Standardized wounds were inflicted by dermal punch, 5mm in diameter and 2mm
deep, in the backs of rats. Animals were divided into two groups according to
treatment: control group, 25 rats were treated by injection of sodium chloride 0.9%)
and test group (25 rats treated by the injection of papaverine hydrochloride 50 mg /
mL sodium chloride 0.9%). In both groups was administered subcutaneously (by
quadrant of the wound), 0.25 mL of the solution corresponding to bottles of the test
group or control group, totaling 1 mL of the solution. The 50 specimens were
processed for macro and microscopic analysis. For analysis of the calculation of
edema, we used 10 rats (5 animals in the test group and 5 control animals).
Standardized skin fragments (3cm?) were removed from the wound area and heavy
during the 6 hours. For morphometric analysis of the closure of the wound / scar
formation, 10 rats were used (five animals in the test group and 5 in the control
group). Surgical wounds were photographed in standardized periods of Oh, 3,7,14
and 21 days after surgery and the images were analyzed by morphometry software
(ImageLab2000 ®) as area, perimeter and form factor. By staining with hematoxylin
and eosin, the histomorphologic analysis (descriptive qualitative analysis) and
histomorphometric (quantitative analysis in relation to reepithelialization, formation of
granulation tissue, edema, cellularity and collagen matrix) were recorded at 6h, 3.7 ,
14 and 21 days and analyzed under light microscopy. Immunohistochemical
reactions with anti-smooth muscle actin was performed to identify and count the
number of myofibroblasts at 3, 7, 14 and 21 days. From the experimental model

evaluated, proved the vasodilator papaverine. The fragments of the standardized test



group had a higher weight in the control group (p = 0.047). The wounds of the test
group showed a greater closing and less scarring compared to control group within
21 days. In the test group, a greater amount of edema (p = 0.028) and a smaller
amount of collagen matrix (collagen) (p = 0.028) were found within 6 h. A greater re-
epithelialization in the test group after 7 days and less formation of granulation tissue
during periods of 14 and 21 days for the same group. In the control group, a greater
number of myofibroblasts was found when compared to the test group during the
periods of 14 and 21 days (p = 0, 016). Within the limits of this study, subcutaneous
administration of papaverine hydrochloride appears to accelerate the repair of
surgical wounds opened in the back of rats. Its application promotes vasodilation and
a greater inflammatory exudate in the early repair process. This effect appears to be

related to a faster repair observed macroscopically and microscopically.

Keywords: Myofibroblasts. Papaverine. Cutaneous wound healing. Tissue.

Granulation tissue. Epithelium.
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1 INTRODUCAO

O processo de cicatrizacdo de feridas cirurgicas € altamente complexo e
dependente da capacidade de reparagao do tecido conjuntivo. Pode ser dividido em
reacao inflamatdria, processo de proliferacdo celular com formagao do tecido de
granulacédo e remodelacéo tecidual (Schilling, 1976; Eming et al., 2007; Li et al.,
2007; Toriseva; Kahari, 2009). A reagao inflamatoria envolve resposta vascular,
através do processo de hemostasia e eventos celulares, incluindo infiltrado
leucocitario com fungdes variadas de liberagcao de citocinas e antimicrobianos (Li et
al., 2007). Durante o processo de proliferagdo celular, ocorre formagédo do epitélio
para recobrir a superficie da ferida e, concomitantemente, formacdo do tecido de
granulagado (Kiritsy; Lynch, 1993). Essa formagdo envolve proliferacdo de
fibroblastos, deposi¢ao de colageno, de matriz extracelular e neoformagao vascular
(Eming et al., 2007). Uma vez que o novo tecido sob a ferida é formado, a fase de
remodelagdo tecidual inicia-se para restaurar a integridade da estrutura tecidual e
sua competéncia funcional (Broughton et al., 2006).

Quando a ferida é de extensdo limitada, com formagdo de um coagulo fino
entre suas margens, sem haver contaminacdo e perda de tecido epitelial, a
cicatrizacdo é relativamente rapida e, portanto, chamamos de cicatrizacdo por
primeira intencdo. Quando a massa tecidual removida pelo ferimento € de maior
extensdo, os processos inflamatoérios sdao mais intensos e a cicatrizagao do local da
lesdo faz-se por segunda intengdo (Mawaki et al., 2007). Nestes casos, o processo
de reparacéo ocorre mediante uma contragao tecidual (Tomasek et al., 2002).

A contragdo da ferida cirargica € um fenbmeno altamente sincronizado que
demanda interagbes harmodnicas de varios elementos celulares e extracelulares que
contribuem para o fechamento da ferida (Farahani; Kloth, 2008). Em resposta a
perda tecidual, a hipotese mais aceita € que elementos celulares do tecido de
granulacao (fibroblastos e miofibroblastos) possam gerar forgas contrateis no centro
da ferida acarretando, portanto, uma aproximacao das bordas através das conexdes
celulares e extracelulares (Baker et al., 1981; Farahani; Kloth, 2008). Os
miofibroblastos sao células diferenciadas com caracteristicas semelhantes aos

fibroblastos e células do musculo liso (Baker et al.,, 1981; Tomasek et al., 2002).
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Acredita-se que sua atividade contratil seja responsavel pelo processo conhecido
como contragao da ferida. (Luomanen et al., 1988).

Alguns estudos mostraram, em modelo animal, a participagdo dos
miofibroblastos no processo de reparagao e contragao da ferida (Tanaka et al., 2004;
Beare et al., 2005; Mawaki et al., 2007). No entanto, nos casos onde ocorrem
alteragbes dessas células, a contragao tecidual pode ser prematura ou excessiva,
aumentando o risco a formacao de cicatriz e/ou fibrose (Tomasek et al., 2002; Ping
et al., 2005; Farahani; Kloth, 2008), desfavorecendo a estética e limitando a fungéo
da regiao afetada.

E caracteristico dos tecidos contendo miofibroblastos que a contragéo e/ou o
relaxamento tecidual pode ser induzido através de agentes farmacoldgicos agonistas
e antagonistas da atividade do musculo-liso (Majno et al., 1971; Madden et al.,
1974). Existe evidéncia que alguns agentes vasodilatadores, como a papaverina,
podem inibir a contratibilidade dos miofibroblastos em tecido capsular humano
formado ao redor de implantes mamarios (Baker et al., 1981). A papaverina € um
inibidor ndo especifico da fosfodiesterase, tendo como agédo farmacoldgica o
relaxamento da musculatura lisa, principalmente de arteriolas e capilares (Thomas,
2002). Devido seu efeito vasodilatador, a papaverina pode ser utilizada para a
prevencdo e tratamento dos espasmos dos enxertos arteriais em cirurgias
cardiovasculares (Fuat Bilgen et al., 1996; Uydes Dogan et al.,1996; Walpoth et al.,
1996; Ahsan et al., 1997; Chavanon et al., 1999; Vilandt et al., 1999), tratamento de
disfungao erétil (Thomas, 2002), prevencao da contracdo dos enxertos de pele
(Wang et al., 2004) e aceleragao da expanséo tecidual (Tang et al., 2004).

Assim, uma melhor compreensdo do comportamento das principais células
relacionadas com o processo de contracdo da ferida cirurgica, os miofibroblastos,
pode contribuir para que se consiga minimizar as sequelas causadas pela atividade
destas células (Tomasek et al., 2002) e descobrir formas de acelerar o processo de
reparagao tecidual (Wong et al., 1996; Farahani; Kloth, 2008). Neste contexto,
pesquisar alguns efeitos biolégicos da papaverina em feridas dérmicas pode
acrescentar subsidios cientificos importantes para o alcance destes objetivos, e

assim, fundamentar seu possivel uso clinico.



18

2 REVISAO DA LITERATURA

Quando utilizamos uma estratégia de busca com combinagéo de vocabulario
controlado e termos livres em texto, baseada na estratégia de pesquisa MEDLINE
(via PubMed) para o descritor papaverine, encontramos cerca de 7221 referéncias
relacionadas até julho de 2010. Nestes achados, a papaverina péde ser utilizada
para a prevengao e tratamento dos espasmos de enxertos arteriais em cirurgias
cardiovasculares (Fuat Bilgen et al., 1996; Uydes Dogan et al.,1996; Walpoth et al.,
1996; Ahsan et al., 1997; Chavanon et al., 1999; Vilandt et al., 1999), tratamento de
disfungcao erétil (Thomas, 2002) , prevencdo da contragdo dos enxertos de pele
(Wang et al., 2004) e aceleragao da expanséo tecidual (Tang et al., 2004). Quando
combinamos os descritores papaverine and wound healing, as referéncias séo

escassas e se limitam ao numero de 13 achados.

2.1 Miofibroblastos

A reparagao de tecidos moles passa por uma complexa série de eventos inter-
relacionados que envolvem propriedades fisicas e mecanicas da ferida e dos tecidos
periféricos durante sua transformacéo biolégica, mas ainda sdo necessarios muitos
estudos e pesquisas para se esclarecer esses eventos, assim como a participacao
dos componentes celulares (Wong et al., 1996; Farahani; Kloth, 2008). Pode ser
dividido em reacgao inflamatéria, processo de proliferagdo celular com formagao do
tecido de granulac&o e remodelagéo tecidual (Schilling, 1976; Eming et al., 2007; Li
et al., 2007; Toriseva; Kahari, 2009). Ap6s a agressao, a vasoconstricgao reduz a
hemorragia e favorece a agregagao plaquetaria. A reacado inflamatéria envolve
resposta vascular, que € caracterizada através da hemostasia e eventos celulares,
incluindo infiltrado leucocitario com funcdes variadas de liberacdo de citocinas e
antimicrobianos (Li et al., 2007). Os neutroéfilos e macréfagos migram para a area da

ferida para prevenir a invasao e proliferacdo de microorganismos (Broughton et al.,
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2006). Durante o processo de proliferagao celular, existe formacao do epitélio para
recobrir a superficie da ferida e, concomitantemente, formacdo do tecido de
granulacao para preencher o espago perdido (Kiritsy; Lynch, 1993). Essa formagéao
envolve proliferagcdo de fibroblastos (que produzem componentes do tecido de
granulagdo), deposicdo de colageno, fibronectina (FN), matriz extracelular e
desenvolvimento de novos vasos sanguineos. Uma vez que o novo tecido sob a
ferida é formado, a fase de remodelacdo tecidual se inicia para restaurar a
integridade da estrutura tecidual e sua competéncia funcional (Broughton et al.,
2006; Li et al., 2007).

Quando a ferida é de extenséao limitada, sem contaminag¢ao, com formacéao de
um coagulo fino entre suas margens e ndo havendo grande perda de tecido epitelial,
a reparacao € relativamente rapida e chamamos de cicatrizacdo por primeira
intengdo. Quando a massa tecidual removida pelo ferimento é de maior extensao, os
processos inflamatdérios sdo mais intensos e a cicatrizagao do local da les&o inicial
faz-se por segunda intencdo (Mawaki et al., 2007), aparecendo uma contragéo
tecidual (Tomasek et al., 2002).

A contracido da ferida € um fendbmeno altamente sincronizado que demanda
interacdes harmodnicas de varios elementos celulares e extracelulares contribuindo
para o fechamento da ferida que cicatriza por segunda intengdo. No entanto, uma
contragao prematura ou excessiva resulta em formacéo de cicatriz (Ping et al., 2005;
Farahani; Kloth, 2008).

A reepitelializacdo da ferida comeca horas apds a agressao e se inicia sobre a
margem da derme residual e, subsequentemente, sobre o tecido de granulagao.
Estimuladas pelo fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de crescimento dos
queratinécitos (KGF), as células epiteliais entram em processo de mitose,
proliferacdo e migracao celular para reconstituir a continuidade tecidual (Tomasek et
al., 2002). Em resposta a perda tecidual, a hipotese mais aceita é que elementos
celulares do tecido de granulagdo (fibroblastos e miofibroblastos) geram forcas
contrateis no centro da ferida, o que acarreta a um movimento das bordas em
diregao interna através das conexdes celulares e extracelulares (Baker et al., 1981;
Farahani; Kloth, 2008).

Apds a reepitelizagdo, ocorre uma diminuigdo importante no numero de
elementos celulares no tecido de granulagdo. Os miofibroblastos desaparecem

através de apoptose e a contracdo da ferida diminui (Van Beurden et al., 2005).
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Devido alguns fenébmenos ainda ndo compreendidos, mesmo apds a reepitelizacao,
os miofibroblastos permanecem no local da lesdo, a contragao tecidual continua e a
reparagao ndo ocorre, levando a uma evolugdo do tecido de granulagéo para uma
cicatriz hipertrofica. Esta se caracteriza pela presenca de muitos miofibroblastos e
uma inadequada producdo da matriz extracelular, um processo chamado de fibrose,
o que resulta na deformagao do tecido conjuntivo (Tomasek et al., 2002).

A presenca de cicatriz e/ou fibrose e da contracdo de feridas no tecido
conjuntivo sdo desfavoraveis esteticamente e podem limitar a fungdo da regiédo
afetada. Estes fendmenos parecem ser causados pela organizagao do tecido de
granulagao e pela alteracao dos miofibroblastos (Tomasek et al., 2002).

Os miofibroblastos sao células diferenciadas que possuem caracteristicas de
fibroblastos e células do musculo liso (Van Beurden et al., 2005). Morfologicamente,
estas células possuem um aparelho contrati composto por uma rede de
microfilamentos arranjados paralelamente ao longo de seu eixo axial de 60 a 80 A
de didmetro (Baker et al., 1981). Os microfilamentos por sua vez sdo compostos por
actina, isoforma actina normalmente encontrada nas células musculares lisas, e
outras proteinas associadas, como a miosina, semelhantes as fibras de estresse,
sendo importantes na geragao de forca motriz e locomocgao celular. Estes feixes de
actina terminam na superficie dos miofibroblastos em fibronexus, um complexo de
adesao especializado, que usam integrinas transmembranas para a ligagdo da
actina intracelular com as fibrilas de fibronectina extracelulares (Tomasek et al.,
2002). Este aparelho contratil se caracteriza por gerar maior forga, sendo que, sua
atividade contratil parece ser responsavel pelo fechamento das feridas apés as
agressdes (Luomanen et al., 1988). Esta geracdo de forca mediada pelos
miofibroblastos também foi encontrada em cultura de fibroblastos (Hinz; Gabbiani,
2003). Funcionalmente, esta atividade contratil gera um sistema de transmissao
mecénica de sinais, de modo que as forgas que sdo geradas pelo estresse das
fibras, podem ser transmitidas ao redor matriz extracelular. Por outro lado, sinais
mecanicos extracelulares podem gerar uma resposta intracelular (Tomasek et al.,
2002).

Outra caracteristica dos miofibroblastos € que, semelhantes as células do
musculo liso, estdo ligados diretamente uns aos outros através de jungdes tipo GAP.
As jungdes funcionais tipo GAP foram identificadas morfologicamente entre

miofibroblastos em feridas dérmicas (Gabbiani et al., 1978), bem como entre
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miofibroblastos, que sédo derivados de fibroblastos da cornea (Spanakis et al., 1998).
Isso indica que miofibroblastos podem formar unidades contrateis multicelulares
durante a contragdo do tecido de granulagédo (Tomasek et al., 2002).

E aceito que a modulacdo de fibroblastos para o fenétipo de miofibroblastos,
com a aquisicao de caracteristicas contracteis especializadas, € essencial para a
sintese da matriz extracelular e formagdo do tecido conjuntivo de remodelagao
durante a reparagéo de feridas normais ou patologicas (Hinz et al., 2007).

Alguns estudos avaliaram o comportamento dos miofibroblastos no processo
de reparagao e sua participagdo na contragao da ferida cirurgica utilizando modelo
animal, através de incisao linear (Beare et al., 2005), circular (Tanaka et al., 2004) e
quadrada (Mawaki et al., 2007). Estimulados por estresse mecanico e pelo fator de
crescimento [ transformador (TGF-B1) produzido pelas células inflamatdrias
(Gabbiani, 2003), os fibroblastos se diferenciam num primeiro momento em proto-
miofibroblastos e posteriormente em miofibroblastos. Os miofibroblastos aparecem
precocemente no 4° dia ao longo das margens da ferida cirurgica e no centro da
ferida no 6° dia (Tanaka et al., 2004). De 7-11 dias observou-se uma distribuicdo de
miofibroblastos em forma de “ponte” ligando as bordas da ferida. A contragdo dos
miofibroblastos na estrutura em forma de “ponte” traciona as bordas da ferida para o
centro. O aparecimento dos miofibroblastos no 4° ao 11° dia € muito importante para
0 processo de contracao da ferida, sendo ele responsavel pela redu¢ao de 20% do
seu tamanho original (Mawaki et al., 2007).

Atualmente, os miofibroblastos podem ser classificados em dois tipos (Hinz;
Gabbiani, 2003). O primeiro, os proto-miofibroblastos, s&o parcialmente
diferenciados e contém actina nas fibras de estresse ndo expressando a-actina de
musculo liso. Este tipo de célula também expressa fibronectina intracelular. O
segundo tipo, os miofibroblastos diferenciados, expressa a-actina de musculo liso e
€ caracterizado por possuir extensa rede de fibras contrateis, considerado assim, um
miofibroblasto maduro (Tomasek et al., 2002; Hinz; Gabbiani, 2003).

A geragao de tensdo mecanica, devido a migracdo dos fibroblastos para o
centro da ferida, promove a diferenciacdo das fibras de estresse que séao
caracteristicas dos proto-miofibroblastos (Tomasek et al., 2002). Os fibroblastos
exercem pequena forca de tracdo na matriz recém formada, reforca o contato
célula/matriz e desenvolve fibras de estresse contrateis e, consequientemente, se

diferenciam em proto-miofibroblastos (Hinz; Gabbiani, 2003). O fator de crescimento
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derivado de plaquetas (PDGF) é restrito na diferenciacdo de fibroblastos em proto-
miofibroblastos, ndo sinalizando na expressao de a-actina de musculo liso (Van
Beurden et al., 2005). No entanto, o PDGF parece ser importante na diferenciagao
dos queratindcitos em miofibroblastos (Jester et al., 2002). Portanto, o estresse
mecanico € o fator mais importante na diferenciagdo dos fibroblastos em proto-
miofibroblastos, ao passo que o PDGF, parece estar envolvido neste processo
(Tomasek et al., 2002).

A tensdo mecanica, o fator de crescimento transformador B1 (TGF-1) e uma
variagao da fibronectina (ED-A FN) sao sinalizadores importantes na diferenciagéo
dos proto-miofibroblastos em miofibroblastos maduros (Gabbiani, 2003). O TGF-31
estimula a expressao de ED-A FN e a-actina de musculo liso, consequentemente,
aumentando a diferenciagao de fibras de estresse (Vaughan et al., 2000; Tomasek
et al., 2002). A ED-A FN é uma variacao especifica da fibronectina, que inclui uma
emenda de ED-A, que parece ser expressa na reparagao de feridas (Tomasek et al.,
2002). Mesmo na presenga de TGF-B1 e ED-A FN, os fenotipos de miofibroblastos
desaparecem quando é removida a tensdo mecanica (Hinz et al., 2001). Assim, a
diferenciacdo de proto-miofibroblastos em miofibroblastos diferenciados é
estimulada pela interacdo entre TGF-B1 e ED-A FN na presenca de tenséao
mecanica (Hinz et al., 2007).

A ferida cirurgica é submetida a varias forgas mecanicas que podem ser
classificadas de acordo com sua origem. As forgas extrinsecas ou exdégenas séo
geradas nos tecidos profundos e superficiais localizados adjacentes a ferida e séo
transmitidos através de elementos de conexdo, como as fibras extracelulares que
estdo entre o tecido normal e o ferido. As forgas intrinsecas ou enddégenas tém sua
origem no centro da ferida (sinalizadas pelos tecidos adjacentes) e sdo mediadas
por elementos passivos como a pressdo do liquido intersticial e do exsudato
inflamatdrio, e elementos ativos como o estresse contratil intrinseco causado por
interagbes célula-matriz (Silver et al., 2003). Apos a deposigéo das fibras colagenas,
tanto as forgas mecanicas endégenas quanto as exdgenas afetam o microambiente
da ferida. Com a substituicdo gradual do tecido de granulagdo ocorre a diminuicao
da intensidade de forca endogena da ferida e assim, ocorre uma tendéncia de
distribuicdo paralela dos feixes de fibras colagenas em relagédo a superficie da pele.
A medida que o processo de reparacdo da ferida avanca, ocorre uma maior

substituicdo do tecido de granulagdo e devido ao dominio resultante das forgcas
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exdgenas, a orientacado das fibras de colageno adquire um padrao mais uniforme e
paralelo a superficie da pele (Farahani; Kloth, 2008).

E caracteristico dos tecidos contendo miofibroblastos que a contragdo e/ou o
relaxamento tecidual pode ser induzido através de agentes farmacoldgicos agonistas
e antagonistas do musculo-liso (Majno et al., 1971; Madden et al., 1974). Existe
evidéncia que alguns agentes vasodilatadores como a papaverina podem inibir a
contratibilidade dos miofibroblastos em tecido capsular humano que se forma ao
redor de implantes mamarios (Baker et al., 1981). Dentre os relaxantes do musculo
liso testados para minimizar a contracao do tecido capsular, a papaverina foi o0 mais
efetivo, sendo que o tecido capsular de 75% dos pacientes respondeu ao
relaxamento (Baker et al., 1981). A razdo pela qual ocorreu essa resposta a
papaverina é provavelmente devido a presenca dos miofibroblastos que possuem
caracteristicas de células musculares lisas (Rudolph et al., 1978).

A reparacao de tecidos moles passa por uma série de eventos biologicos inter-
relacionados que resultam na contragcdo da ferida que cicatriza por segunda
intencdo. Ainda sao necessarios muitos estudos e pesquisas para se esclarecer o
comportamento das principais células relacionadas a esse processo, O0S
miofibroblastos e sua participacdo na formacao do tecido contratil (Tomasek et al.,
2002), bem como descobrir formas de acelerar o processo de reparagao tecidual
(Wong et al., 1996; Farahani; Kloth, 2008).

2.2 Cloridrato de papaverina (PAP)

A papaverina é um alcaldide obtido a partir do suco leitoso proveniente da
dessecacgdo da papaver somniferum (papoula). Além da papaverina, quando este
suco leitoso é pulverizado para se obter o p6é de 6pio, outros alcaldides sdo também
obtidos, dos quais apenas a morfina, a codeina e a papaverina, tém aplicabilidade
clinica. Esses alcaléides podem ser divididos em duas classes quimicas distintas, os
fenantrenos e as benzil-isoquinoleinas. Os principais fenantrenos s&o a morfina (que
constitui 10% do 6pio), a codeina (0,5%) e a tebaina (0,2%) e as principais benzil-
isoquinoleinas séo a papaverina (1%) e a noscopina (6%) (Rang et al., 2008).

A papaverina € um alcaléide encontrado no 6pio, mas nao intimamente
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relacionado aos outros alcaléides na sua estrutura quimica e efeitos farmacolégicos.
E um relaxante de acao direta na musculatura lisa, usada no tratamento de
impoténcia sexual e como vasodilatador, especialmente para o territério cerebral
(Morawski et al., 2003). Os mecanismos e efeitos farmacolégicos ndo estédo
esclarecidos, mas, aparentemente, ela pode inibir a fosfodiesterase (Thomas, 2002)
e ter efeitos diretos nos canais de calcio (Gagnon et al., 1980). A papaverina como
um agente vasodilatador pode ser utilizada para a prevengédo e tratamento dos
espasmos dos enxertos arteriais em cirurgias cardiovasculares (Fuat Bilgen et al.,
1996; Uydes Dogan et al.,1996; Walpoth et al., 1996; Ahsan et al., 1997; Chavanon
et al., 1999; Vilandt et al.,1999), tratamento de disfungao erétil (Thomas, 2002),
prevencdo da contragdo dos enxertos de pele (Wang et al., 2004) e aceleracéo da
expanséo tecidual (Tang et al., 2004).

Seu mecanismo de agao €& pouco conhecido, mas parece envolver a
combinagao de inibicdo da fosfodiesterase (PDE) (Thomas, 2002) e o bloqueio dos
canais de calcio (Gagnon et al., 1980).

As fosfodiesterases sdo uma familia de 14 isoenzimas geneticamente
diferentes que hidrolizam nucleotideos ciclicos e por isso tem um papel chave na
regulacdo dos niveis intracelulares dos segundos mensageiros AMPc e GMPc, e
portanto na fungéo celular (Boswell Smith et al., 2006).

O AMPc é um nucleotideo sintetizado no interior da célula a partir do ATP,
pela acdo de uma enzima ligada a membrana, a adenilil-ciclase (AC). Ele é
produzido continuamente e inativado por hidrélise a 5-AMP através da acao das
fosfodiesterases. O AMPc regula muitos aspectos da fung&o celular, incluindo, por
exemplo, enzimas envolvidas no metabolismo celular, transporte de ions e as
proteinas contrateis do musculo liso. Estes efeitos variados sdo, no entanto, todos
efetuados por um mecanismo comum, ou seja, a ativagdo de proteinas quinases
(PKA) pelo AMPc. As proteinas quinases (PKAs) regulam a fungdo de muitas
proteinas celulares diferentes pelo controle da fosforilagdo protéica. No musculo liso,
a PKA dependente de AMPc fosforila e assim inativa outra enzima, a quinase da
miosina de cadeia leve (MLCK), que é necessaria para a contragcao (Takeharu et al.,
2005).

Assim, as drogas inibidoras de PDE (que s&o as enzimas que inativam o
AMPc), como a papaverina, proporcionam um aumento dos niveis de AMPc

intracelular, que por sua vez é capaz de ativar a proteina quinase (PKA) dependente
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do AMPc, que fosforilando a quinase da miosina de cadeia leve (MLCK) inibe,

portanto, a contragdo muscular (Figura 2.1).
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Figura 2.1 - Mecanismo de ag&o da papaverina na inibi¢do da contragdo das células do musculo liso
GPCR - Receptor acoplado a proteina G. AC — Adenilato ciclase. ATP - Adenosina
trifosfato. AMPc — Adenosina monofosfato ciclico. PDE — Fosfodiesterase. PKA — Proteina
quinase A. MLCK — Quinase de cadeia leve da miosina.

O relaxamento do musculo liso vascular, induzido através do uso de
vasodilatadores como a papaverina, pode ser também resultado da diminuigcdo da
concentragdo de ativadores livres de calcio intracelular. O mecanismo final desse
relaxamento poderia ser ocasionado pela interferéncia da entrada de calcio dentro
das células e/ou aumento do sequestro de calcio em sitios intracelulares e/ou
diminuicdo da mobilizagdo de calcio de organelas ou sitios intracelulares, e/ou efluxo
de calcio das células (Gagnon et al., 1980).

Preocupados com a contragdo dos enxertos arteriais, Uydes Dogan et al.

(1996) ressaltaram que 40% das cirurgias de revascularizagdo do miocardio sao
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comprometidas pelo espasmo do enxerto, no trans e no pods-operatorio, o que
poderia aumentar o risco a morbidade e mortalidade do paciente. Ressaltou que o
mecanismo exato de contracédo € desconhecido, mas tem-se atribuido a hipoxemia e
injuria tecidual durante a coleta, isolamento e a preparagdo do enxerto. Desta
maneira, a acao direta de vasodilatadores, como a papaverina, foi proposta para
prevencao e tratamento do espasmo.

Chavanon et al. (1999), avaliaram o efeito topico de varios vasodilatadores
nos enxertos arteriais. Mediu-se o fluxo sanguineo livre antes e 10 minutos apos a
aplicacao tépica das solugdes vasodilatadoras. O maior aumento do fluxo sanguineo
apo6s aplicagdo ocorreu com papaverina. Concluiram que a aplicagao toépica da
papaverina no trans-operatério € mais eficiente para a reducdo do espasmo e no
aumento do fluxo sanguineo livre nos enxertos arteriais.

Com o intuito de verificar o metabolismo da papaverina em humanos, Kanto
et al. (1979) avaliaram 10 pacientes saudaveis, de 22 a 43 anos de idade. Foi
administrado em jejum, por via oral, 300 mg de papaverina. Os autores observaram
que a concentracdo plasmatica da papaverina ndo se manteve apds 12 horas,
demonstrando que a vida média plasmatica da droga € curta.

Wilen e Ylitalo (1982) avaliaram o metabolismo do cloridrato de papaverina
em humanos. Neste estudo foram selecionados 9 pacientes de 60 anos de idade
que apresentavam fungdes do rim, figado e gastrointestinais normais. Em jejum, foi
administrado, por via oral, 200 mg de papaverina. Apds a avaliagao observaram que
0 pico de concentracdo plasmatica da papaverina ocorreu 2 horas apds a
administracdo. De acordo com os autores, a excrecdo da papaverina e seus
metabdlitos ocorre em duas fases distintas: uma rapida eliminacdo nas primeiras 6-8
horas, seguida de uma eliminagdo mais lenta durante as 24 horas seguintes. Apds
48 horas, a papaverina é quase totalmente absorvida pelo trato gastrointestinal e,
portanto, rapidamente metabolizada.

Quando aplicada topicamente, a papaverina melhorou o padrdo de
contracao tecidual dos enxertos de pele em animais (Wang et al.,, 2004). Neste
estudo, os autores avaliaram a aplicagdo topica do creme de papaverina em
enxertos de pele em cinco mini porcos. Vinte feridas de espessura total foram
criadas no dorso de cada animal. Enxertos padronizados (2cm? e 0.6mm de
espessura) foram removidos longitudinalmente da linha média do abdémen dos

animais e suturados sob cada ferida. As suturas foram removidas duas semanas
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apos a intervengao e os sitios enxertados foram divididos em dois grupos: grupo A
(lado esquerdo do animal), recebeu aplicagdo do creme de papaverina a 2% duas
vezes ao dia. Grupo B (lado direito do animal) recebeu a aplicagdo do creme
placebo utilizando a mesma metodologia. Os enxertos foram medidos e monitorados
mensalmente durante seis meses quando os animais foram sacrificados. Os
fragmentos de pele foram observados em HE e analisados estatisticamente. Apds a
remocé&o da sutura, ndo houve diferenga estatistica significante entre os grupos. Os
dados provenientes da analise em HE demonstraram que os enxertos do grupo A
apresentavam menos fibroblastos, mais neoformacgao vascular e as fibras colagenas
estavam sequencialmente arranjadas com disposi¢cao paralela em relagcéo a pele do
animal. Os autores concluiram que a aplicacéo topica do creme de papaverina pode
inibir a contragdo dos enxertos de pele, sendo um método seguro, barato, com
menor injuria, infeccdo e nenhum efeito adverso no leito enxertado.

A expansdo tecidual € uma das mais importantes técnicas em cirurgia
plastica reconstrutiva. Tang et al. (2004) avaliaram o uso topico e sistémico da
papaverina no processo de expansao tecidual. Vinte e quatro mini porcos foram
divididos em 3 grupos contendo 8 animais em cada. Quatro expansores de silicone
foram implantados subcutaneos em cada animal do grupo A e C. Quatro expansores
de silicone modificados, contendo uma capsula externa com 100 furos, foram
implantados subcutaneos no grupo B. Apds 10 dias, os expansores foram inflados
semanalmente com solugdo salina até chegar ao nivel maximo de 150mL. Durante a
inflacdo, o grupo A recebeu a aplicagao tépica do creme de papaverina junto a
superficie da pele expandida 2 vezes ao dia. No grupo B foi injetada semanalmente
2 mL de solugéo de papaverina(30mg/mL) dentro de cada capsula exterior de cada
expansor modificado. O grupo C foi considerado controle. Amostras de sangue
foram colhidas e os fragmentos de pele dos tecidos expandidos foram medidos no
término da inflagdo e analisados em HE. Diante da metodologia, a aplicagao topica e
sistémica de papaverina acelera o padrdao de expansao tecidual, sendo o primeiro
método mais efetivo. Os autores concluiram que a aplicacdo de papaverina € um
método simples e efetivo e quando aplicada topicamente, o seu efeito pode persistir
por até 12 horas.

Vasodilatadores topicos sado amplamente utilizados em microcirurgias
reconstrutivas, a fim de minimizar o espasmo vascular trans-operatério

(vasoespasmo) e facilitar a anastomose microvascular. Um levantamento das
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praticas atuais do departamento de cirurgia plastica do Reino Unido foi realizado por
meio de questionarios enviados, via e-mail, para 281 cirurgides plasticos inscritos no
pais. Dos 84 cirurgides que responderam ao questionario, 94% utilizam
vasodilatadores durante as microcirurgias. Dentre os farmacos utilizados, a
papaverina foi eleita pela maioria (52%), seguida dos bloqueadores dos canais de
célcio (47%) e anestésicos locais (27%). O motivo mais frequente para o uso do
vasodilatador foi empirico (42%), por habito (21%) e porque funciona (16%). Os
autores concluiram que varios vasodilatadores sio rotineiramente utilizados em
microcirurgias vasculares no Reino Unido, mas, ha pouco embasamento cientifico
para o seu uso (Yu et al., 2010).

Apesar do uso frequente da papaverina em procedimentos cirurgicos e
reparativos, poucos sao os trabalhos que avaliam os resultados da aplicagcao desta
droga. Portanto, estudos s&o necessarios para compreendermos os efeitos
biolégicos da papaverina, seus beneficios adicionais e, assim, fundamentar um

possivel uso clinico.
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3 PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram:

1- avaliar o efeito da aplicagdo subcutdnea do cloridrato de papaverina no
processo de reparagao de feridas cirurgicas abertas no dorso de ratos.

2- avaliar histo e imunoistoquimicamente alguns eventos biolégicos do
processo de reparagao que podem estar relacionados com a aplicagao subcutanea

do cloridrato de papaverina em feridas cirurgicas abertas no dorso de ratos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao da solucao de cloridrato de papaverina (PAP)

A manipulacido da solugéo de cloridrato de papaverina foi realizada por uma
farmacia de manipulagéo independente, com concentragdo de 50mg de cloridrato de
papaverina em 1mL de solucdo de cloreto de sdédio 0,9% (Thomas, 2002). A
manipulacao da solucao placebo foi realizada pela mesma farmacia de manipulagao,
possuindo as mesmas caracteristicas de consisténcia e coloracdo comparada a
solucdo PAP, ndo contendo o principio ativo. Ambas as solugdes foram distribuidas
aleatoriamente em frascos A e B. A informacado sobre o conteudo dos frascos foi
armazenada pela farmacéutica responsavel e foi revelada via e-mail apdés a
conclusao do experimento e coleta dos resultados. No frasco A continha a solugéo
de cloridrato de papaverina (teste) e no frasco B continha a solugdo placebo

(controle).

4.2 Amostra experimental

Este trabalho teve aprovacdo da comissdo de ética em experimentacio
animal (CEEA) em 17/05/2007 sob o protocolo registrado n® 052 nas fls. 45 do livro 2
para o uso de animais em experimentacdo. Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo (Anexo A).

Foram utilizados 50 Rattus norvegicus albinus da linhagem Wistar, adultos
jovens, machos, com peso variavel entre 300 e 3509, procedentes do biotério central
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, os quais foram
alimentados com ragao comercial granulada para roedores (Labina, Purina) e agua
ad libitum. Os animais foram aleatoriamente divididos em dois grupos (teste e

controle) e em 5 tempos experimentais (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1- Sele¢do dos grupos e tempo experimental.

Tempo 6 horas apods 3 dias 7 dias 14 dias 21 dias

a intervencao

Grupo

Teste 5 5 5 5 5

Controle 5 5 5 5 5

4.3 Procedimento cirurgico

Todos os ratos foram submetidos a mesma intervengdo cirurgica, sob
anestesia geral, por um unico operador experiente. Apos pesados, os ratos
receberam injecdo intra-peritoneal de cloridrato de xilidino diihidrotiazina (Rompum®
- Bayer SA), na dose de 8,0 mg/kg de peso corporal. Apds os sinais de sedacgéao, os
animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (Dopalen® - Vetbrands) na
dose de 100mg/kg de peso corporal aplicado via intra-peritoneal. Com uma lamina
de barbear foi realizada tricotomia de forma retangular no dorso dos animais
envolvendo uma area de aproximadamente de 8cm de comprimento e 5cm de
largura, na regido lombar. Quando houve sinal de sangramento na pele do animal
durante a tricotomia, o mesmo foi excluido do estudo. A anti-sepsia destas areas foi
realizada com solugao de gluconato de clorexidina a 2%.

Para a realizagdo do procedimento cirurgico foi utilizado um motor com
controle de torque e velocidade padronizada TD MAX (TechDriII®) durante a
realizacado da ferida cirurgica. Foi obtido de cada rato um fragmento de tecido mole
com um “punch” estéril e previamente preparado. Este possuia 5mm de didmetro e
um sulco demarcador a 2mm de sua borda cortante, com o objetivo de
padronizarmos o didmetro e a profundidade das feridas durante o procedimento
cirargico (Figura 4.1). Com um torque de 40N e uma velocidade constante de 500

rom, o “punch” foi introduzido perpendicularmente em relagcéo a pele do animal, até
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atingir a face do musculo lastissimus dorsi, na 62 vértebra lombar, na altura da crista
iliaca, com uma profundidade de aproximadamente 2 mm, produzindo a ferida
cirurgica (Figura 4.2). Cada fragmento foi removido com auxilio de uma pinga dente
de rato e uma lamina de bisturi 15 C. As medidas de cada incisdo foram monitoradas
com auxilio de uma régua milimetrada para medir a extensdo (MAILLEFER, 186) e
de uma sonda periodontal milimetrada (PCTUNC 15, Hu-Friedy, Chicago, IL,USA)
para o controle da profundidade. Apds a realizagao do leito cirurgico, a solugao dos
frascos do grupo teste ou controle foi aleatoriamente aplicada subcutaneo em cada
rato com auxilio de uma seringa para insulina a uma profundidade de 2 mm medida
através de um “stop” endodéntico (Figura 4.3). Em ambos os grupos foi aplicado
subcutaneo (por quadrante da ferida), 0,25mL da solugdo correspondente aos
frascos do grupo teste ou grupo controle totalizando 1 mL da solugdo. Em todos os

grupos, a ferida cirurgica foi protegida com uma gaze e micropore (3M®) que foi

removida apés 24 horas (Figura 4.4).

Figura 4.1 - Posicionamento do “Punch” (5mm de didmetro e sulco demarcador 2 mm em relagéo a
borda cortante do “punch”

Figura 4.2 - Diametro da ferida cirdrgica (5 mm)
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Figura 4.3 - Aplicagdo subcutanea das solugbes (teste ou controle) a uma profundidade de 2 mm
(“stop” endodbntico)

Figura 4.4 - Protecdo da ferida com gaze e micropore (3M®)

4.4 Cuidados pés-operatérios

Apds as intervengdes, os animais foram mantidos em gaiolas

individuais e alimentados com ragao para roedores fragmentada e agua ad libitum.

4.5 Avaliacéo pos-cirargica

Para a realizagdo da remogao do fragmento de estudo, os animais foram

sacrificados em grupo de 10 animais por dose letal de anestésico geral, de acordo

com os seguintes intervalos de tempo: 6 horas apés a cirurgia e 3, 7, 14 e 21 dias
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apos a intervencgao. Apds o sacrificio, seguindo os tempos indicados, as areas em
processo de reparagao foram cirurgicamente removidas e fixadas em formalina a
10%.

4.6 Avaliacdo macroscopica

4.6.1 Avaliagao do calculo do edema

Foram utilizados 10 ratos (Rattus novergicus albinus Wistar), sendo 5
ratos correspondentes ao grupo teste e 5 ratos correspondentes ao grupo controle
com o intuito de avaliar macroscopicamente o edema local (exudagdo plasmatica)
através do peso do fragmento no periodo de 6 horas apds a intervengao cirurgica.
Para isso foram confeccionados guias cirdrgicos em silicone padronizados (3 cm?)
(Figura 4.5). Os guias cirurgicos foram perfurados no centro através do punch de
5mm de diametro para centraliza-lo ao maximo em relagéo a ferida cirurgica (Figura
4.6). Em seguida, foi delimitada a area do fragmento a ser removida através de uma
incisdo linear (Idmina cirurgica 15C) seguindo a forma do guia cirurgico (Figura 4.7).
Cada fragmento foi removido até face do musculo lastissimus dorsi com auxilio de
uma pinga dente de rato e uma tesoura de ponta romba, de modo que houvesse
uma maior remo¢ao de toda camada de tecido conjuntivo, ndo se estendendo além
da face muscular. Os fragmentos do grupo teste e do Grupo controle foram pesados
com auxilio de uma balanga analitica digital de precisao, com protetor de capela de

vidro (Celtac®).



35

Figura 4.5 — Guia cirtrgico de silicone Figura 4.6 — Guia cirurgico posicionado ao
padronizado (3cm?) centro da ferida

Fiaura 4.7 — Delimitacao do fraamento utilizando 1amina de bisturi 15C

4.6.2 Analise morfométrica (fechamento da ferida/formacgéao de cicatriz)

Foram utilizados 10 ratos (Rattus novergicus albinus Wistar), sendo 5
ratos correspondentes ao grupo teste e 5 ratos correspondentes ao grupo controle,
com o intuito de avaliar macroscopicamente o processo de reparacao e a formacéao
das cicatrizes das feridas cirurgicas. As amostras foram fotografadas nos seguintes
intervalos de tempo: imediatamente apds a intervengao (0h), 3, 7, 14 e 21 dias apds
o procedimento por meio de camera digital (Rebel XTI Canon®) e objetiva de 100mm
(EF macro Canon®) fixada em uma estativa, de forma a manter a padronizagéo da
distancia focal. Cada animal foi anestesiado (mesmo protocolo descrito acima) em
todos os intervalos de tempo para a realizagédo das fotografias. Portanto, foi possivel
avaliar, no mesmo animal, o processo de reparagao da ferida nos intervalos de

tempo.
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As imagens das feridas foram submetidas ao software Adobe®

Photoshop® Elements 6.0, e transferidas para o software de morfometria digital
(ImagelLab 2000®) utilizando um computador Pentium® IV, 512 MHZ, monitor HP
Pavillion®, 800X600 dpi. A avaliagdo foi realizada por um tnico observador cegado e
treinado.

As feridas foram analisadas pelo software quanto ao valor do perimetro
(Figura 4.8) e area (Figura 4.9), bem como a relagdo entre essas duas dimensodes
(fator de forma=3 x area/perimetro?). A mesma analise foi realizada nas 10 feridas

nos intervalos de tempo indicados, sendo que a média das feridas em Oh foi utilizada

como referéncia inicial.

Figura 4.8 - Delimitacdo do perimetro da Figura 4.9 - Calculo da area da ferida cirurgica
ferida cirurgica no periodo de no periodo de Oh
Oh

Com essas medidas obtivemos dados quanto a homogeneidade do processo
de fechamento da ferida/formacéo das cicatrizes nos diferentes intervalos de tempo.
O fechamento da ferida e formacao de cicatrizes foram consideradas mais regulares
guanto mais proximos o valor do fator de forma estivesse do valor de referéncia 1, e
irregular, quanto mais inferior ao mesmo, conforme padronizagdo do sofware

utilizado.
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4.7 Processamento histolégico

O processo laboratorial das amostras teciduais colhidas foi criteriosamente
realizado por um unico profissional treinado.

As amostras teciduais colhidas foram imediatamente submetidas ao processo
de fixacdo em solugdo de formol a 10% por um periodo minimo de 24 horas a
temperatura ambiente. Este processo foi sucedido pela confeccdo do material em
bloco de parafina, seguindo o protocolo composto por lavagem em agua corrente por
meia hora; desidratacdo em uma sequéncia de alcool etilico em cadeia ascendente
(70 % até alcool absoluto) por 5 minutos em cada alcool, diafanizagdo em 2 banhos
de xilol por 5 minutos em cada, banho em parafina fundida na estufa 58°C, onde
permaneceram por pelo menos 24 horas a temperatura ambiente. Apos a confeccao
dos blocos de parafina, foram realizados cortes semi-seriados perpendicularmente
ao plano horizontal da pega, na regiao central da ferida cirurgica, permitindo a
obtengdo de amostras do interior da ferida e dos tecidos circunvizinhos, usando-se
um micrétomo de rotagdo (RM2045, Jung-Leica) calibrado para a espessura de S5um.
Posteriormente os cortes foram submetidos a coloragcado de hematoxilina-eosina (HE)

para a analise histomorfométrica.

4.8 Avaliacdo Microscépica

4.8.1 Analise histomorfologica

Os cortes corados em HE foram analisados em microscépio de luz
convencional (Olimpus® CH2 — Olimpus optical Co. Ltd — Japan), com o aumento
original final até 400x. Esta analise foi realizada por um unico observador que n&o

conhecia os grupos experimentais.
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4 .8.2 Analise histomorfométrica

A aplicagdo do método morfométrico neste trabalho foi utilizada com a
finalidade de demonstrar, em base numeérica, a evolugao do processo de reparagao
nas feridas cirurgicas tratadas com a solugdo teste (papaverina), quando
comparadas as feridas cirurgicas tratadas com a solugéo controle (placebo). Foi
realizado a analise de histomorfometria digital baseado no protocolo descrito por
Matos et al. (1994) e ratificado por outros autores (Fernandes et al., 2000; Rossum
et al., 2007; Traina, 2008). A analise de histomorfometria foi realizada por um Gnico
observador treinado e cegado em relagao as amostras.

Para o estudo de histomorfometria digital, as imagens das laminas
histoldgicas coradas em HE foram capturadas por camera tipo CCD (Sony®),
acoplada a microscopio Joel® e placa de digitalizacdo de imagens (Captivator®) e
transferidas para software de morfometria digital (ImageLab 2000®), utilizando
computador Pentium® IV, 512 MHZ, monitor Pavillion, 800X600 dpi.

As imagens do campo histolégico (aumento original de 4X), na regido da
ferida cirurgica, foram digitalizadas e analisadas quanto a area correspondente ao
tecido de granulagéo (Figura 4.10) e reepitelizagdo (distancia margem a margem do
epitélio remanescente da ferida cirurgica) (Figura 4.11). Com essas medidas
obtivemos dados quanto ao processo de formacgao/remodelamento do tecido
granulacao e reepitelizagcao da ferida nos periodos de 3,7,14 e 21 dias apds o
procedimento.

Da mesma forma, as imagens do campo histolégico (aumento original de
400X), na regido da ferida cirurgica, foram digitalizadas e analisadas (em
porcentagem de pixels) quanto a celularidade (C), quantidade de elementos
celulares presentes, tais como células inflamatodrias e fibroblastos, medida pela
presenga da coloracdo da hematoxilina (roxa) indicativa de nucleos celulares, ao
espaco branco sem coloragédo (EB), podendo ser interpretado como edema, luz dos
vasos sanguineos ou espaco entre fibras colagenas dentro da matriz organizada, e
quanto as fibras colagenas e matriz colagénica (MC), medida pela porcentagem de
tons roseos, representando a coloracdo pela eosina. Esses elementos teciduais
forneceram uma estimativa da evolucido do processo inflamatdrio/reparativo, em

cada intervalo de tempo.
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Para cada animal foram quantificados 8 campos consecutivos (elipse preta)
que foram distribuidos proximos as margens da ferida, nos intervalos de 6 horas (4
campos em cada borda da ferida, sem envolver sua base)(Figura 5.2A), 3 dias (3
campos em cada borda da ferida e 2 campos em sua base) (Figura 5.3A) e nos

periodos de 7 a 21 dias em toda a extensao da ferida, ou seja, de uma borda a outra

(4 campos mais proximos a superficie e 4 campos mais profundamente (Figura
5.4C).

Figura 4.10 — Delimitagdo da area correspondente ao tecido de granulagdo nos cortes histologicos
corados em HE no periodo de 3 dias

Figura 4.11 — Distancia margem a margem correspondente a reepitelizacdo cortes histologicos
corados em HE no periodo de 3 dias
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4.9 Reagdo imunoistoquimica

Para a realizagdo das reagdes imunoistoquimicas, foi utilizado a técnica da
estreptavidina-biotina e os cortes submetidos ao anticorpo anti-actina de musculo
liso (Actin, alpha Smooth Muscle, 1A4, MxH da Dacocyto®).

4.9.1 Técnica de imunoistoquimica

Foram obtidos cortes de 3um a partir dos espécimes emblocados em parafina
e estendidos em l|amina de vidro previamente tratadas com solucdo de 3-
aminopropiltrietoxisilano (Sigma, St. Louis, MO, USA) 10% em etanol absoluto.

Estes cortes foram desparafinados em 2 banhos de xilol, sendo que o
primeiro banho foi por 15 minutos em estufa a temperatura de 60° C e o outro por 15
minutos a temperatura ambiente. Em seguida foi realizado a reidratagdo dos cortes
em série de etanol com concentragdes descendentes (3 vezes em etanol absoluto,
95%, 85%) em banhos de 5 minutos cada.

Para remocgéo do pigmento formdlico foi realizado um banho de 10 minutos
em hidroxido de aménio 10% em etanol 95%, seguido de lavagem em agua corrente
por 10 minutos e 2 banhos de agua destilada.

Foi realizado o pré-tratamento para recuperagdo antigénica com solugao de
acido citrico 10nM, pH 6,0 consistindo de 3 banhos de 5 minutos em microondas,
seguido de lavagem em agua corrente por 10 minutos e 2 banhos de agua destilada.

Os cortes foram submetidos ao bloqueio da peroxidase enddgena tecidual
com solucao de peréxido de hidrogénio 6% e metanol na propor¢ao 1:1 em 2 banhos
de 15 minutos cada. Posteriormente, foi realizado a lavagem em agua corrente por
10 minutos, 2 banhos de agua destilada e 2 banhos de 5 minutos cada em solug&o
tampéao de TRIS-HCL (hidroximetil-amino-metano) 0,5 M, pH7,4.

O anticorpo anti-AML foi diluido em solugdao tampado de TRIS, pH 7,6
acrescido de albumina a 1% em uma diluicdo de 1:200 e foram incubados sobre os

cortes durante 30 minutos. Para incubagdo do anticorpo de ligagdo e do complexo
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terciario foi utilizado o sistema kit LSAB+ (Dako Corp. Carpenteria®, CA, USA) em
incubacdes de 20 minutos cada.

As reagdes foram reveladas pela diaminobenzidina (Dako Liquid DAB+
K3468, Dako Corp., Carpenteria®, CA, USA) ap6s incubacdo por 10 minutos e contra
coloracdo com hematoxilina de Mayer. Todos os passos desde a utilizagdo do
anticorpo primario até a contracoloragdo foram realizados automaticamente com o
equipamento Autostainer Dako Universal Staining System (Dako Corp, Carpenteria®,
CA, USA)

Como ultimo passo antes da montagem das laminas, os cortes foram

desidratados em banhos de alcool em cadeia ascendente das concentragdes.

4.9.2 Contagem de miofibroblastos nas fases da reparagéao tecidual

Os resultados para a marcagao do anticorpo anti-AML foram analisados
quantitativamente sendo a positividade considerada naquelas células que
apresentaram coloragao acastanhada na membrana celular, ndo sendo considerada
a diferencga de intensidade da cor.

Para analise quantitativa de miofibroblastos, foram realizados cortes
histolégicos de 3 um das amostras de tecido das areas incisadas e marcagdes de
imunoistoquimica. As areas adjacentes as incisbes foram captadas e digitalizadas
através de um sistema de digitalizagdo composto por microscopio de luz
convencional Laboval 4 (Carl Zeiss, Alemanha) com camera tipo CCD (Sony, Japao)
conectada a placa digitalizadora Captivator® e acoplada ao computador HP Pentium
Il com software digital ImageLab 2000 (Sdo Paulo) no aumento original de 400x
(Bernacchio, 2007). As imagens captadas foram correspondentes ao tecido contiguo
a area cirurgica. Foram utilizados 10 campos de superficie (area de cada campo = 0,
024 mm?, totalizando 0,24 mm?). A contagem de miofibroblastos foi realizada pelo
software ImageLab 2000, utilizando barra de ferramenta para contagem.

Os miofibroblastos foram contados por um uUnico observador cegado e
treinado. Foram considerados miofibroblastos as células com marcacgao positiva para

a reagdo com anticorpo anti-AML (células coradas em marrom) e que né&o
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apresentaram uma regiao central clara, que possivelmente representaria a luz de um
vaso sanguineo. Os vasos sanguineos serviram de controle interno da reagao, pois,
também apresentam AML na estrutura do endotélio. Ndo € possivel através da
metodologia utilizada, diferenciar os vasos cortados longitudinalmente dos

miofibroblastos, portanto, estes foram considerados células positivas.



5 RESULTADOS

5.1 Método estatistico

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente,
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avaliando a

homogeneidade dos dados. Foi estipulado o nivel de significancia de 5% (P<0,05)

para a rejeicao da hipétese de nulidade (HQ).

Os resultados foram analisados através do teste ndao paramétrico para

amostras independentes (Teste de Mann-Whitney), com o intuito de verificarmos

possiveis diferengas entre os grupos estudados (teste e controle), em cada

momento de observacao.

5.2 Avaliagcdo macroscopica

5.2.1 Avaliacéo do calculo do edema

Os resultados da analise do calculo do edema estao representados na tabela

5.1. Foi verificada uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos em

relacdo ao peso do fragmento no periodo de 6 horas. O grupo teste apresentou

maior peso dos fragmentos comparado com o grupo controle (p= 0,047).

Tabela 5.1 — Comparagdao dos dados da analise do calculo do edema em relagdo ao peso do
fragmento no periodo de 6 horas para o grupo teste (papaverina) e controle (placebo)

- . .. Desvio- . . (o Percentil Median Percentil .
Variavel Grupo n  Média padrio Minimo Maximo o5 a 75 Sig. (p)
PESO DO Teste 5 28693 06024 22268 3,4383 22409 29884  3,4382

*
ERAGMENTO Controle 5 2,2014 01750 2,0410 2,4891 2,0756 2,1333 2,3613 0,047
Total 10 12,5353 0,5467 2,0410 34383 21275 12,2442  3,1008

*Diferenga estatisticamente significante
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5.2.2 Analise morfométrica (fechamento da ferida/formacéao de cicatriz)

Foi verificado que nao existiu diferenga estatisticamente significante para o
variavel fator de forma em todos os intervalos de tempo estudados. Para as
variaveis area e perimetro, ndo existiu diferenca estatisticamente significante nos
intervalos de tempo de Oh, 3 e 14 dias. Entretanto, houve uma diferenga
estatisticamente significante entre os grupos teste e controle com relagdo a essas
variaveis nos intervalos de tempo de 7 e 21 dias (Tabela 5.2).

Devemos salientar que no periodo de 21 dias, toda amostra do grupo teste
apresentava completa reepitelizagdo da ferida cirurgica observada clinicamente, n&o
havendo a presenca de crosta e restando apenas o formato de uma pequena
cicatriz. No entanto, no grupo controle, no mesmo intervalo de tempo, apenas 2
animais apresentaram completa reepitelizagdo observada clinicamente e 3 animais
apresentavam crostas remanescentes e formagéo de cicatrizes maiores (Figuras 5.1
A, B,C,D,EF G HI.



45

Tabela 5.2 — Comparacédo dos dados da analise morfométrica (fechamento da ferida/formacéo de
cicatriz) com relagéo ao valor da area, perimetro e fator de forma nos periodos de Oh,
3,7, 14 e 21 dias para o grupo teste (papaverina) e controle (placebo)
continua...

. .- Desvio- . . o Percentil Median Percentil .
Variavel Grupo n  Média padrio Minimo Maximo 25 a 75 Sig. (p)

Teste 5 30,1682 10,9882 29,3919 31,8775 29,5151 29,8680 30,9714

Area OH Controle 5 28,6998 3,1180 24,3990 33,0111 26,2105 28,2847 31,3966 0,251
Total 10 29,4340 2,3138 24,3990 33,0111 28,2190 29,7102 30,5184
Teste 5 20,7999 04321 20,4623 21,5542 20,5303 20,6854 21,1268

PerimetroOH Controle 5 20,4475 11,2381 18,6877 22,1696 19,4678 20,5391 21,3814 0,251
Total 10 20,6237 10,8938 18,6877 22,1696 20,4087 20,5958 20,9130
Teste 5 0,8762 0,0082 0,8622 0,8821 0,8697 08778 0,8820

Fator forma OH Controle 5 0,8516 0,0354 0,7945 0,8825 0,8193 0,8589 0,8803 0,347
Total 10 10,8639 0,0275 0,7945 10,8825 0,8552 10,8775 0,8819
Teste 5 44,0250 10,4332 33,3634 55,8480 33,9494 42,8407 54,6929

Area 3D Controle 5 40,7357 5,2330 36,7050 49,3700 36,9715 38,4659 45,6349 0,754
Total 10 42,3804 7,9721 33,3634 55,8480 36,1626 40,1828 50,4120
Teste 5 253309 29184 225338 28,3754 22,5477 24,8418 28,3588

Perimetro 3D Controle 5 24,3705 2,5987 20,6354 27,5292 21,8993 25,1269 26,4636 0,754
Total 10 24,8507 2,6539 20,6354 28,3754 22,5546 24,9844 27,7324
Teste 5 0,8520 10,0215 0,8257 10,8737 08307 0,8526 0,8731

Fator forma 3D Controle 5 0,8196 0,0349 0,7656 0,8597 0,7910 0,818 08487 0,117
Total 10 10,8358 0,0322 0,7656 0,8737 0,8180 0,8367 0,8629
Teste 5 26,0737 8,6770 18,7896 40,5851 19,7976 23,1135 33,8301

Area 7D Controle 5 61,1387 19,4050 30,8737 80,9930 42,8213 66,8197 76,6156 0,016*
Total 10 43,6062 23,2886 18,7896 80,9930 22,5365 35,7294 68,1743
Teste 5 19,4888 3,1759 17,1765 24,8986 17,2562 18,4458 22,2430

Perimetro 7D Controle 5 29,5953 5,1031 21,2382 34,3956 25,0113 31,0413 33,4562 0,016*
Total 10 24,5420 6,6655 17,1765 34,3956 18,1683 23,0684 31,4102
Teste 5 0,8467 0,0351 0,8003 0,8868 0,8115 0,8536 0,8784

Fator forma 7D Controle 5 08562 0,0152 08307 0,8714 08446 0,8601 08659 0,602
Total 10 10,8514 0,0260 0,8003 0,8868 0,8287 0,8593 0,8704
Teste 5 26,8779 82746 19,4184 38,9918 19,9285 24,0001 35,2662

Area14D  Controle 5 28,0392 14,1802 11,5601 48,6241 16,4716 23,7713 41,7408 0,917
Total 10 27,4585 10,9623 11,5601 48,6241 20,1836 23,8857 35,8911
Teste 5 21,3275 12,6987 18,0727 25,5094 19,3148 20,7783 23,6150

Perimetro 14D Controle 5 20,7011 5,7243 13,2801 28,2646 15,3879 20,8497 25,9401 0,917
Total 10 21,0143 42319 13,2801 28,2646 17,9285 20,8140 24,0891
Teste 5 0,7316 0,0840 0,6078 0,8401 0,6590 0,7471 0,7966

Controle 5 0,7878 0,0708 0,6872 0,8778 0,7261 0,7854 0,8508 0,251
Total 10 10,7597 0,0790 0,6078 08778 0,7045 0,7590 0,8278

Fator forma
14D
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(conclusao)

Variavel Grupo n  Média Desvi~o- Minimo Maximo Percentil Mediana Percentil Sig. (p)
padrdo 25 75
Teste 5 130645 68402 35947 214310 74509 11,3095 19,5558

Area2iD  Controle 5 32,3466 151122 181942 567112 210118 26,7238 46,4929 0,016*
Total 10 22,7056 150191 35947 56,7112 11,3089 19,8126 29,1115
Teste 5 162286 48117 84700 20,9384 12,0798 16,6989 20,1424

Perimetro 21D Controle 5 22,7402 4,928 17,8072 28,9295 18,9852 231144 26,3082 0,047*
Total 10 194844 54664 84700 289295 164466 19,7548 23,2575
Teste 5 05849 00466 05095 06297 05434 05936  0,6220

Fatozrlfgrma Controle 5 07571 01361 05337 08532 06274 08260 08524 0,076
Total 10 06710 01320 05095 08532 05664 06220 08324

*Diferencga estatisticamente significante
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GRUPO CONTROLE GRUPO TESTE _
continua...

e
o

3 DIAS

7 DIAS



14 DIAS

21 DIAS
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GRUPO CONTROLE GRUPO TESTE <
(conclusao)

Figura 5.1 - Analise morfométrica (fechamento da ferida/formagao de cicatriz). A Fotografia digital
padronizada dos grupos controle e teste nos periodos de 0 h e 3, 7, 14 e 21 dias apods
o procedimento ciraraico
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5.3 Avaliagdo microscopica

5.3.1 Andlise histomorfoldgica

Os dados da analise histomorfologica dos cortes corados em HE foram
comparados entre os grupos com intuito de verificar possiveis diferengas entre os
grupos estudados (teste e controle), em cada momento de observacéao, ou seja, nos
periodos de 6 horas, 3, 7, 14 e 21 dias.

Os principais aspectos dos cortes histolégicos analisados de forma qualitativa
em microscépio de luz convencional estao ilustrados nas figuras 5.2, 5.3, 5.4, 55 e

5.6 e descritos a seguir:

Periodo de 6 horas

e Grupo controle: observou-se fragmento de pele exibindo descontinuidade
epidérmica e dérmica com bordas necréticas superficiais, infiltrado inflamatdrio
neutrofilico leve e edema inflamatério moderado. O defeito se estende até a

hipoderme apresentando fundo hemorragico.

e Grupo teste: foram observadas as mesmas caracteristicas encontradas nos
cortes histolégicos do grupo controle, porém, na hipoderme notou-se um intenso
edema junto as fibras musculares e leve exsudagao neutrofilica. Na derme e no
tecido adiposo da hipoderme foi observado intensa hiperemia (indicativo de
vasodilatagdo). Em 1 espécime foi identificado uma area focal de trombose

acometendo pequeno numero de vasos.



50

Periodo de 3 dias

Grupo controle: observou-se fragmento de pele exibindo area de defeito, sem
bordas necréticas e formagao de “lingua” epitelial (proliferagdo epitelial). Foi
notado intenso infiltrado inflamatério mono e polimorfonuclear difuso, grande
quantidade de fibrina, intensa hiperemia, exudacgao celular e intensa substituicao
do coagulo sanguineo por tecido de granulagdo. Em 1 espécime foi identificado
na base da ferida uma area focal de abscesso. Observou-se presenca de “crosta”

na superficie da ferida.

Grupo teste: foram observadas as mesmas caracteristicas encontradas nos
cortes histolégicos do grupo controle, porém, foram notadas areas focais de

hemorragia na base do defeito.

Periodo de 7 dias

Grupo controle: observou-se fragmento de pele com intensa reepitelizagdo, com
camadas de queratinécitos, camada basal exibindo hipercromatismo (indicativo
de intensa proliferacdo de queratinécitos) e remanescentes da “crosta” na
superficie da ferida. Na derme foi observado tecido de granulagdo exuberante,
intensa neovascularizagao, infiltrado inflamatério moderado e grande quantidade
de fibroblastos jovens. Na hipoderme, formacéao inicial das fibras musculares e

discreto edema.

Grupo teste: foram observadas as mesmas caracteristicas encontradas nos
cortes histologicos do grupo controle, porém, na derme foi notado tecido de
granulagdo exuberante e uma grande quantidade de fibras colagenas,
fibroblastos jovens e vasos sanguineos neoformados. Foi observado na

hipoderme, regeneragdo muscular avangada e discreto edema.
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Periodo de 14 dias

Grupo controle: observou-se fragmento de pele exibindo reepitelizagao
praticamente completa, constatado por “ponte” epitelial com poucas camadas de
queratinécitos e presenca de discreta camada de queratina. Na derme foi notado
tecido de granulagdo moderado, com substituicdo parcial dos feixes de fibras
colagenas. Intensa hiperemia e vascularizagdo foram observadas na derme e
hipoderme. Foi obsevada reepitelizagdo completa em 3 dos 5 espécimes

avaliados.

Grupo teste: observou-se fragmento de pele exibindo reepitelizagdo completa em
4 dos 5 espécimes avaliados. Notou-se “ponte” epitelial composta por varias
camadas de queratinécitos e camada de queratina discreta. Na derme foi
identificado tecido de granulagdo parcialmente substituido por feixes de fibras
colagenas as quais exibem uma tendéncia de distribuicdo paralela. Na
hipoderme notou-se regeneragdo muscular completa e discreta angiogénese nas
margens da ferida. Em alguns espécimes foi possivel observar quase total

substituicdo do tecido de granulagao por feixes de fibras colagenas.

Periodo de 21 dias

Grupo controle: observou-se fragmento de pele com reepitelizagcdo completa,
com areas hiperplasicas, epitélio delgado e moderada camada de queratina. Em
2 espécimes foram obsevados remanescente da “crosta” superficial. Na derme
foi notado tecido de granulagdo moderado com grande quantidade de feixes de
fibras colagenas distribuidas paralelamente entre si, poucos vasos sanguineos e
moderada quantidade de fibroblastos jovens. Na hipoderme foi observado fibras
musculares em regeneracéo.

Grupo teste: observou-se fragmento de pele exibindo reepitelizagdo completa
composto por epitélio queratinizado com espessura similar ao epitélio pré-

existente. Na derme, notou-se na area do defeito grande quantidade de fibras
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colagenas e fibroblastos com distribuicao paralela, substituindo totalmente o
tecido de granulagdo. Na hipoderme, observou-se a regeneragao muscular
avangada na base da ferida e completa nas margens. Nas margens da ferida foi
observada formacédo inicial de anexos cutaneos (foliculo piloso e glandulas

sebaceas).
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GRUPO CONTROLE

GRUPO TESTE

Figura 5.2 - A - Corte histologico da ferida do grupo controle no periodo de 6 horas corados com
hematoxilina-eosina (aumento original de 2,5X). Observa-se fragmento de pele exibindo
descontinuidade epidérmica e dérmica, infiltrado inflamatério neutrofilico leve e edema
moderado. O defeito se estende até a hipoderme apresentando fundo hemorragico.
Selecdo dos campos para andlise histomorfométrica (elipses pretas). B - Area
delimitada em A (aumento original de 10X). Observa-se a presenga de borda necrética
(cabecga de seta). C - Corte histolégico da ferida do grupo teste no periodo de 6 horas
corados com hematoxilina-eosina (aumento original de 2,5X). Além das caracteristicas
encontradas nos cortes histolégicos do grupo controle, observa-se na derme e no
tecido adiposo da hipoderme intensa hiperemia (indicativo de vasodilatagéo). D - Area
delimitada em C (aumento original de 10X). Nota-se intenso edema junto as fibras
musculares (cabega de seta)
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GRUPO TESTE

Figura 5.3 - A - Corte histolégico da ferida do grupo controle no periodo de 3 dias corados com
hematoxilina-eosina (aumento original de 2.5X). Observa-se fragmento de pele exibindo
area de defeito e formagéo de “lingua” epitelial. Nota-se intenso infiltrado inflamatério
difuso, grande quantidade de fibrina e intensa hiperemia. Notar intensa substituicdo do
coagulo sanguineo por tecido de granulagdo. Sele¢do dos campos para analise
histomorfométrica (elipses pretas). B — Area delimitada em A (aumento original de 10X).
Observar-se o inicio da formagédo da “lingua” epitelial (cabeca de seta). C - Corte
histolégico da ferida do grupo teste no periodo de 3 dias corados com hematoxilina-
eosina (aumento original de 2,5X). C — Além das caracteristicas observadas no grupo
controle, observa-se areas focais de hemorragia na base do defeito. D — Area delimitada
em C (aumento original de 10X). Observa-se o inicio da formagao da “lingua” epitelial
(cabeca de seta)
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GRUPO CONTROLE

GRUPO TESTE

Figura 5.4 - A - Corte histolégico da ferida do grupo controle no periodo de 7 dias corados com
hematoxilina-eosina (aumento original de 2,5X). Observa-se o fragmento de pele com
intensa reepitelizacdo e remanescentes da “crosta’” na superficie da ferida. B — Area
delimitada em A (aumento original de 10X). Nota-se reepitelizagdo com camadas de
queratinécitos e camada basal exibindo hipercromatismo (cabega de seta). Observa-se
tecido de granulagéo (seta). C - Corte histoldgico da ferida do grupo teste no periodo de 7
dias corados com hematoxilina-eosina (aumento original de 2,5X). Observar tecido de
granulagdo exuberante. Selegdo dos campos para analise histomorfométrica (elipses
pretas). D — Area delimitada em C (aumento original de 10X). Nota-se reepitelizagéo
avangada (seta) e exuberante tecido de granulagdo e uma grande quantidade de fibras
colagenas, fibroblastos jovens e vasos sanguineos neoformados (cabega de seta)
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14 DIAS

Figura 5.5 - A - Corte histolégico da ferida do grupo controle no periodo de 14 dias corados com

hematoxilina-eosina (aumento original de 2,5X). Nota-se reepitelizagdo praticamente
completa, presengca de “ponte” epitelial com poucas camadas de queratindcitos e
presenga de discreta camada de queratina. Observa-se na derme tecido de granulagao
moderado. B — Area delimitada em A (aumento original de 10X). Tecido de granulagéo
com substituigdo parcial dos feixes de fibras colagenas (cabega de seta). Nota-se
intensa hiperemia (seta) e vascularizagdo na derme C - Corte histologico da ferida do
grupo teste no periodo de14 dias corados com hematoxilina-eosina (aumento original de
2,5X). Observa-se fragmento de pele exibindo reepitelizagdo completa, com presenga de
“ponte” epitelial composta por varias camadas de queratinécitos e camada de queratina
discreta. Nota-se tecido de granulagido parcialmente substituido por feixes de fibras
colagenas. D — Area delimitada em C (aumento original de 10X). Observa-se os feixes
de fibras colagenas com tendéncia de distribuicdo paralela (seta). Nota-se reepitelizagédo
completa e presencga de “ponte” epitelial (cabega de seta)
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Figura 5.6 - A - Corte histolégico da ferida do grupo controle no periodo de 21 dias corados com

hematoxilina-eosina (aumento original de 2,5X). Nota-se o fragmento de pele exibindo
reepitelizagdo completa, epitélio delgado e moderada camada de queratina. Observa-
se tecido de granulagdo moderado e poucos vasos sanguineos. Na hipoderme
observar fibras musculares em regeneracdo. B — Area delimitada em A (aumento
original de 10X). Nota-se substituicdo parcial do tecido de granulagdo por grande
quantidade de feixes de fibras colagenas distribuidas paralelamente entre si (cabega de
seta). C - Corte histologico da ferida do grupo teste no periodo de 21 dias corados com
hematoxilina-eosina (aumento original de 2,5X). Nota-se fragmento de pele exibindo
reepitelizagdo completa composto por epitélio queratinizado com espessura similar ao
epitélio pré-existente. D — Area delimitada em C (aumento original de 10X). Observa-se
na derme area do defeito com grande quantidade de fibras colagenas e fibroblastos
com distribuicao paralela, substituindo totalmente o tecido de granulagdo (seta). Inicio
da formagéo dos anexos cutaneos (cabecgas de setas)
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5.3.2 Analise histomorfométrica

Os dados da analise histomorfométrica digital, com relagdo as porcentagens
de reepitelizagao e formacéao de tecido de granulagdo nos periodos estudados (3, 7,
14 e 21 dias) estao descritos nas tabelas 5.3 e 5.4.

N&do foram observadas diferencas estatisticamente significantes para a
variavel reepitelizagdo nos periodos de 3, 14 e 21 dias. No entanto, foram
observadas diferengas estatisticamente significantes para esta variavel no periodo
de 7 dias (Tabela 5.3). Para a variavel tecido de granulagao, nao foram observadas
diferencas estatisticamente significantes nos periodos de 3 e 7 dias. Enquanto que,
foram observadas diferengas estatisticamente significantes para esta variavel nos
periodos de 14 e 21 dias (Tabela 5.4).

Tabela 5.3 — Comparagdo dos dados da analise histomorfométrica digital para a variavel
reepitelizagdo nos periodos de 3, 7, 14 e 21 dias para o grupo teste (papaverina) e
controle (placebo)

Dias Grupo n  Média gzz\r/é%' Minimo  M&ximo Perggntll Mediana Per;:gntll Sig. (p)
Teste 5  24.35 7.35 16.4 3584 2035 2303  26.12

3D controle 5 32.16 111 3105 3355 3115 3204 3301 0.11
Total 10 28.25 6.44 16.4 35.84 23.8 311 32.77
Teste 5  10.56 7.35 55 1352 1063 1075 1241

® cControle 5 1545 2.25 1322 1895 1384 1524 16 0.01*
Total 10 13.01 3.62 55 1895 1117 1337  14.89
Teste 5 071 1.58 0 3.56 0 0 0

14D controle 5  5.624 7.74 0 15.12 0 0 13 0.46
Total 10  3.17 5.87 0 15.12 0 0 2.65
Teste 5 0 0 0 0 0 0 0

21D controle 5 0.25 0.57 0 1.27 0 0 0 0.6
Total 10 0.3 0.4 0 1.27 0 0 0

*Diferenga estatisticamente significante
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Tabela 5.4 — Comparagédo dos dados da andlise histomorfométrica digital para a variavel tecido de
granulagédo nos periodos de 3, 7, 14 e 21 dias para o grupo teste (papaverina) e
controle (placebo)

Dias Grupo n  Meédia  D&VI%  pinimo  Maximo el yegiana  Percentl - Sig
padrdo 25 75 (D)
Teste 5 154.17 18.23 137.74 180 139.36 148 161.3

3D Controle 5  161.596 23.78 122.33 180.55 157.99 168.03 179.08 0.6
Total 10  157.88 20.35 122.33 180.55 14152 161.87 176.32

Teste 5 110.93 17.07 97.94 136.62 99.81 99.83 1153

7D Controle 5 100.7 36.14 75.81 163.44 79.75 85.63 98.87 0.17
Total 10  105.82 27.19 75.81 163.44 88.71 99.34 115.3
Teste 5 29.68 14.57 5.54 43.05 27.85 34.43 36.8

14D Controle 5 95.34 32.57 73.86 151.49 75.91 79.48 95.99  0.009*
Total 10 62.51 42 5.54 151.49 35.21 58.46 78.59
Teste 5 3.97 1.76 2.17 6.17 2.98 3.02 4.9

21D Controle 5 33.74 22.3 9.4 61.82 21.84 23.09 52.54  0.009*
Total 10 18.85 21.65 2.17 61.82 3.64 7.79 22.78

*Diferenca estatisticamente significante

Os dados da analise histomorfométrica digital, com relagdo as porcentagens
de celularidade (C), espago branco (EB) e matriz colagénica (MC) em relagdo aos
periodos estudados (6 horas, 3, 7, 14 e 21 dias), estdo descritos na tabela 5.5.

Pelo estudo quantitativo, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significantes entre o grupo teste e controle em relagéo as 3 variaveis estudadas nos
periodos de 3, 7, 14 e 21 dias. Entretanto, encontramos uma diferenca
estatisticamente significante para as variaveis EB e MC no periodo de 6 horas. No
grupo teste, uma maior quantidade de EB (edema) e uma menor quantidade de MC

(colageno) foram encontradas no periodo de 6 horas.
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Tabela 5.5 — Comparagédo dos dados da analise histomorfométrica digital para as variaveis espaco
branco (EB), celularidade (C) e matriz colagénica (MC) nos periodos de 6 horas, 3, 7,
14 e 21 dias para o grupo teste (papaverina) e controle (placebo)

continua...

Variavel Grupo n  Média Desvi~o- Minimo Maximo Percentil Mediana Percentil Sig. (p)
padrdo 25 75
Teste 5 5193% 939% 44,29% 67,35% 44,55%  49,94%  60,31%

EB 6h Controle 5 37,17% 8,06% 2854% 47,71% 29,29% hk 44.86%  0,028*
Total 10 4455% 11,34% 2854% 67,35% 3568%  4455%  50,77%
Teste 300% 1,79% 120% 519% 123% 3,00% 4,76%

C6h Controle 2,62% 0,73% 2,00% 3,64% 2,01% 2,30% 338% 0,917
Total 10 281% 1,30% 120% 519%  1,82% 2,65% 3,81%
Teste 4507% 8,64% 31,39% 53,99% 3756%  4573%  52,26%

MC 6h Controle 60,21% 7,71% 50,26% 67,95% 52,98%  59,31%  67,89%  0,028*
Total 10 52,64% 11,10% 31,39% 67,95% 4523%  52,26%  61,44%
Teste 5 3683% 575% 2695% 41,64% 32,13%  38,46%  40,71%

EB 3D Controle 5 39,43% 10,41% 30,76% 55,06% 31,88%  33,14%  50,11% 0,917
Total 10 3813% 8,05% 26,95% 55,06% 32,44%  37,88%  42,52%
Teste 857% 1,06% 691% 954%  7,63% 8,61% 9,49%

C3D Controle 6,94% 3,10% 224% 9,70%  3,88% 7,94% 951% 0,465
Total 10 7,76% 2,35% 2,24% 9,70%  6,56% 8,48% 9,46%
Teste 5461% 517% 50,78% 6351% 51,11%  52,93%  58,94%

MC 3D Controle 53,63% 8,96% 42,70% 61,49% 43,92%  58,93%  60,70% 0,917
Total 10 54,12% 6,91% 42,70% 6351% 4937%  53,64%  60,31%
Teste 5 2845% 6,95% 21,20% 37,76% 21,78%  28,33%  35,18%

EB 7D Controle 5 34,87% 9,17% 2593% 49,19% 26,90%  3506%  42,75% 0,347
Total 10 31,66% 8,38% 21,20% 49,19% 2503%  30,46%  36,68%
Teste 9,04% 353% 3,88% 12,95% 5,79% 9,11% 12,24%

C7D Controle 756% 257% 3,60% 949%  4,96% 9,10% 9,39% 0,465
Total 10 830% 3,01% 360% 12,95% 5,70% 9,11% 10,00%
Teste 62,52% 4,95% 58,36% 68,53% 58,54%  59,70%  67,89%

MC 7D Controle 5757% 7,94% 4721% 67,76% 50,90%  5545%  65,29% 0,251
Total 10 60,04% 6,76% 47,21% 6853% 5523%  59,21%  67,39%
Teste 33,92% 13,08% 24,53% 56,76% 2554%  30,06%  44,23%

EB 14D Controle 29,03% 546% 20,04% 33,64% 2397%  31,28%  32,98% 0,917
Total 10 3148% 9,79% 20,04% 56,76% 26,04%  30,67%  32,64%
Teste 502% 1,10% 341% 6,46% 4,10% 5,06% 5,92%

C 14D Controle 6,01% 193% 299% 821% 434% 6,28% 7,56% 0,251
Total 10 552% 157% 299% 821%  4,44% 5,53% 6,57%
Teste 61,06% 13,77% 36,78% 70,10% 50,83%  64,89%  69,38%

MC 14D Controle 64,96% 578% 60,51% 73,06% 60,59%  61,41%  71,09% 0,917
Total 10 63,01% 10,17% 36,78% 73,06% 60,63%  64,88%  69,36%
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(conclusao)

Desvio-

Percentil

Percentil

Variavel Grupo n  Média padrio Minimo Maximo o5 Mediana 75 Sig. (p)
Teste 5 71,66% 519% 63,36% 7658% 66,73%  7404%  7541%

EB 21D Controle 5 56,40% 18,77% 3553% 7571% 36,36%  64,03%  72,63% 0,175
Total 10 64,03% 1527% 3553% 76,58% 56,82%  69,81%  74,61%
Teste 5 301% 202% 096% 6,33% 158% 2,35% 4,78%

C21D Controle 5 334% 300% 123% 841% 1,38% 1,79% 6,09% 0,917
Total 10 318% 242% 096% 841% 145% 2,27% 4,40%
Teste 5 2533% 320% 22,46% 30,31% 23,02%  2361%  2850%

MC21D  Controle 5 40,26% 16,52% 22,50% 60,71% 25,72%  34,75%  57,56% 0,117
Total 10 32,80% 13,70% 22,46% 60,71% 23,31%  27,81%  39,66%

*Diferenca estatisticamente significante

5.3.3 Analise imunoistoquimica

A analise quantitativa do numero de miofibroblastos nos periodos de

reparacao das feridas foi realizada nos intervalos de tempo de 3, 7, 14 e 21 dias e

estio ilustradas na tabela 5.6.

Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre o

grupo teste e o grupo controle quanto ao numero de miofibroblastos nos periodos de

3 e 7 dias. Entretanto, foi encontrada uma diferenga estatisticamente significante

entre os grupos estudados no periodo de 14 (Figura 5.7) e 21 dias (Figura 5.8). No

grupo controle, um maior numero de miofibroblastos foi encontrado quando

comparado ao grupo teste nesses periodos (p=0, 016).
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Tabela 5.6 — Comparacao dos dados da analise imunoistoquimica para o nimero de miofibroblastos

nos periodos de 3, 7, 14 e 21 dias para o grupo teste (papaverina) e controle (placebo)

Desvio-

Percentil

Percentil

Variavel Grupo n  Média padrio Minimo Maximo 25 Mediana 75 Sig. (p)
Teste 5 1,32 0,65 0,60 2,30 0,80 1,10 1,95

P3D Controle 5 1,80 1,42 0,30 3,70 0,40 2,00 3,10 0,754
Total 10 1,56 1,07 0,30 3,70 0,58 1,35 2,35
Teste 3766 1473 2440 59,70 26,80 29,30 52,70

P7D Controle 56,68 6,79 46,30 64,40 50,40 58,60 62,00 0,076
Total 10 47,17 1474 2440 6440 29,28 50,40 59,63
Teste 16,48 1547 7,00 43,90 7,60 11,30 27,95

P14D Controle 4990 16,67 23,60 6840 3505 54,20 62,60  0,016*
Total 10 3319 2324 700 6840 10,53 33,75 54,85
Teste 5,22 2,69 2,10 9,00 2,75 5,10 7,75

P21D Controle 12,78 343 730 1680 10,25 13,20 1510  0,016*
Total 10 9,00 4,93 2,10 16,80 4,68 8,15 13,25

*Diferenga estatisticamente significante
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GRUPO TESTE

Figura 5.7 — Reagdes imunohistoquimicas com o anticorpo anti-actina de musculo liso (AML). A -
Cortes histolégicos das feridas cirurgicas do grupo controle no periodo de 14 dias
(aumento original de 20X). B — Area delimitada em A (aumento original de 40X).
Observa-se grande quantidade de marcacao positiva para miofibroblastos (cabeca de
seta) assim como para parede vascular (cabeca de seta sem preenchimento). C -
Cortes histologicos das feridas cirurgicas do grupo teste no periodo de 14 dias
(aumento original de 20X). D — Area delimitada em C (aumento original de 40X).
Observa-se uma quantidade menor de marcagao positiva para miofibroblastos (cabeca
de seta) assim como para parede vascular (cabega de seta sem preenchimento)



GRUPO CONTROLE

GRUPO TESTE
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Figura 5.8 - Reagdes imunohistoquimicas com o anticorpo anti-actina de musculo liso (AML). A -
Cortes histolégicos das feridas cirurgicas do grupo controle no periodo de 21 dias
(aumento original de 20X). B — Area delimitada em A (aumento original de 40X).
Observa-se grande quantidade de marcacgéo positiva para miofibroblastos (cabeca de
seta ) assim como para parede vascular (cabega de seta sem preenchimento). C -
Cortes histolégicos das feridas cirurgicas do grupo teste no periodo de 21 dias (aumento
original de 20X). D — Area delimitada em C (aumento original de 40X). Observa-se uma
quantidade menor de marcagéo positiva para miofibroblastos (cabeca de seta) assim
como para parede vascular (cabeca de seta sem preenchimento)
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6 DISCUSSAO

A papaverina € um relaxante de agao direta na musculatura lisa, usada no
tratamento de impoténcia sexual e como vasodilatador, especialmente para o
territério cerebral (Morawski et al., 2003). Seu mecanismo parece envolver a
combinagao de inibicdo da fosfodiesterase (Thomas, 2002) e no bloqueio dos canais
de calcio (Gagnon et al., 1980). Conway e Weinss (1980) mostraram que a utilizagcéo
da papaverina diminui a resisténcia do fluxo sanguineo pela promogdo do
relaxamento do musculo liso da parede vascular, provocando assim, uma
vasodilatagdo. Segundo Thomas (2002), além de diminuir a resisténcia do fluxo
arterial, a papaverina parece aumentar a resisténcia do fluxo venoso. A partir do
modelo experimental utilizado neste estudo, comprovou-se a acao vasodilatadora da
papaverina. Estes achados foram similares aos resultados encontrados na literatura
(Fuat Bilgen et al., 1996; Uydes Dogan et al., 1996; Walpoth et al., 1996; Ahsan et
al., 1997; Chavanon et al., 1999; Vilandt et al., 1999).

A papaverina pode ser administrada topicamente para a prevencdo e
tratamento dos espasmos dos enxertos arteriais em cirurgias cardiovasculares (Fuat
Bilgen et al., 1996; Uydes Dogan et al.,1996; Walpoth et al., 1996; Ahsan et al.,
1997; Chavanon et al., 1999; Vilandt et al.,1999), por via oral ou intracavernosa para
o tratamento de disfuncao erétil (Thomas, 2002) e na apresentagao de creme para
prevencao da contragdao dos enxertos de pele (Wang et al., 2004) e aceleracao da
expansao tecidual (Tang et al., 2004). Diante da literatura existente, nos propusemos
a desenvolver um estudo, em modelo animal, com a finalidade de avaliar alguns dos
efeitos biolégicos da aplicagao subcutanea da papaverina na reparacgao tecidual de
feridas cirurgicas dérmicas no dorso de ratos.

A cicatrizagdo dos tecidos moles pode ser dividida em inflamacao, formagao
do tecido de granulagdo e remodelacdo tecidual (Kiritsy; Lynch, 1993).
Precocemente, a contracado das células endoteliais resulta no aumento dos espagos
entre as células endoteliais e, consequentemente, aumento da permeabilidade
vascular (saida de proteinas plasmaticas), principalmente nas vénulas e capilares,
acompanhada de vasodilatagdo (Li et al., 2007). O exsudato inflamatério é
fundamental para iniciar e manter os fendmenos vasculares da inflamagcao. Contém

componentes que atuam direta ou indiretamente sobre o agente agressor, como 0s
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anticorpos e o sistema complemento (Broughton et al., 2006). Ao mesmo tempo,
liberam mediadores para a manutencdo do exsudato inflamatério e quimiotaxia
celular como aminas vasoativas (histaminas e serotoninas), bradicinina, produtos do
acido araquidbnico (prostaglandinas e leucotrienes), citocinas e fatores de
crescimento (Li et al., 2007). Neste estudo, a presenca de um exsudato inflamatério
pos-cirurgico proveniente do calculo do peso dos fragmentos e da analise
histomorfométrica mostraram que o edema foi mais intenso no periodo inicial para
grupo teste (PAP). Ocorreram diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos para as variaveis espago branco (EB) (p= 0,028) e matriz colagénica (MC)
(p= 0,028) no periodo de 6 horas. Foi observada maior porcentagem de edema,
maior espago entre as fibras colagenas e consequentemente, menor porcentagem
de matriz colagénica no grupo teste. A maior exsudagéo plasmatica inicial pode ser
justificada pela agao vasodilatadora da papaverina (Chavanon et al., 1999; Thomas,
2002). Essa fase inflamatéria € um mecanismo importante de defesa tecidual dos
tecidos conjuntivos, pois depende dos vasos para levar, até a area agredida, as
células e substancias necessarias ao controle do agente agressor, e em seguida,
reparar a area afetada (Eming et al., 2007). Acredita-se que a microcirculagao
sanguinea abundante e o maior grau de permeabilidade vascular podem
proporcionar ao tecido maior capacidade de desencadeamento de um processo
inflamatdrio mais intenso e rapido frente ao agente agressor.

De acordo com a analise morfométrica, os resultados provenientes do
processo de fechamento da ferida/formacao de cicatrizes revelaram que nao houve
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos para as variaveis area,
perimetro e fator de forma nos periodos de 6 horas, 3 e 14 dias. Entretanto, houve
uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos em relagdo a area e
perimetro nos periodos de 7 e 21 dias. No grupo teste, o aumento da area e
perimetro ocorreu mais intensamente até o 3° dia (sem diferengca estatistica
significante entre os grupos). No entanto, essas variaveis foram diminuindo de forma
progressiva em relagdo aos periodos de 7,14 e 21 dias. Nas feridas do grupo
controle, o aumento da area e perimetro ocorreu mais intensamente até o 7° dia,
concordando com relatos da literatura (Mawaki et al., 2007), mostrando diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (p=0,016) e diminuindo de forma
progressiva apds esse periodo de observagdao. O aumento significativo dessas

variaveis observado no grupo controle, nos periodos iniciais de reparagido, pode
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estar relacionado ao processo inflamatério agudo, concordando com os relatos da
literatura (Kiritsy; Lynch, 1993; Mawaki et al., 2007). Uma fase inflamatéria aguda
mais prolongada do grupo controle parece ter influenciado para o menor fechamento
da ferida e maior formagéao de cicatriz no periodo de 21 dias.

Um aspecto importante diz respeito a fase de formagdo do tecido de
granulagdo. Este processo ocorre com a migracdo das células inflamatérias,
macrofagos, fibroblastos, fibroblastos jovens e vasos sanguineos para a area da
ferida (Broughton et al., 2006), portanto, fundamental para recuperar a integridade
do tecido agredido (Kiritsy; Lynch, 1993). No presente estudo, a analise
histomorfolégica mostrou uma maior formacgéo do tecido de granulagdo no periodo
de 7 dias para o grupo teste, onde ja era observada intensa neovascularizagéo,
infiltrado inflamatério moderado e grande quantidade de fibroblastos jovens em
concordancia com dados da literatura (Kiritsy; Lynch, 1993). Igualmente, um intenso
processo de reepitelizagao das feridas e a formacao inicial das fibras musculares na
hipoderme era um achado evidente para este grupo neste periodo. A analise
histomorfométrica demonstrou uma diferenga estatisticamente significante entre os
grupos para a mesma variavel onde, uma maior porcentagem de tecido de
granulagao nos periodos de 14 e 21 dias foi observada no grupo controle (p=0,009).
Apés a deposicdo das fibras colagenas, tanto as forgcas mecanicas enddgenas
(tecido de granulacdo) quanto as exdgenas afetam o microambiente da ferida.
Acredita-se que, com a substituicdo gradual do tecido de granulagcéo ocorre a
diminuicdo da intensidade de for¢ca enddégena da ferida e assim, foi observada uma
tendéncia de distribuicdo paralela dos feixes de fibras colagenas em relacdo a
superficie da pele (Farahani; Kloth, 2008). Em nosso experimento, nos periodos de
14 e 21 dias, observamos no grupo teste, um tecido de granulagcdo parcial e
completamente substituido por feixes de fibras colagenas cuja distribuicdo se deu
conforme os relatos da literatura (Wang et al., 2004; Farahani; Kloth, 2008).
Provavelmente isto tenha ocorrido, pois as fibras colagenas tendem a seguir a
orientagao das forgas mecanicas exodgenas exercidas sobre elas. Acredita-se que, a
medida que o processo de reparagcao da ferida avanga, ocorre uma maior
substituicdo do tecido de granulagdo e a orientagdo das fibras de colageno adquire
um padrao mais uniforme e paralelo a superficie da pele (Farahani; Kloth, 2008).

Em nosso modelo experimental, optamos em realizar uma incisao circular

padronizada no dorso de ratos gerando uma ferida cirurgica aberta para induzir o
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processo de cicatrizacdo por segunda intengdao e, consequentemente, contracéo
tecidual. Em resposta a perda tecidual, a hipotese mais aceita € a de que
fibroblastos e miofibroblastos possam gerar forgas contrateis no centro da ferida
acarretando, portanto, uma aproximacao das bordas através das conexdes celulares
e extracelulares (Baker et al., 1981; Farahani; Kloth, 2008). Além disso, o tecido de
granulagdo € importante para a orientacdo do processo de reparagdo. A sua
presenca na area da ferida foi necessaria para avaliar alguns eventos biolégicos da
reparacao apods a utilizacdo da papaverina e sua possivel acao na contratibilidade
dos miofibroblastos (Farahani; Kloth, 2008).

Os miofibroblastos sédo células diferenciadas com caracteristicas semelhantes
aos fibroblastos e células do musculo liso (Baker et al., 1981; Van Beurden et al.,
2005). Estas células possuem um aparelho contratii composto por uma rede de
microfilamentos de a-actina e outras proteinas associadas, como a miosina,
semelhantes as fibras de estresse, sendo importantes na geragao de forga motriz e
locomogéo celular (Tomasek et al., 2002) . Estudos em modelo animal mostraram a
participacdo dos miofibroblastos no processo de reparagao e contragao de feridas
que cicatrizam por segunda intengcdo (Tanaka et al.,, 2004; Beare et al., 2005;
Mawaki et al., 2007). Acredita-se que os miofibroblastos aparegcam precocemente
nas margens da ferida no 4° dia e no centro da ferida no 6° dia (Tanaka et al., 2004;
Mawaki et al., 2007). Em nosso estudo, os miofibroblastos apareceram em ambos
0S grupos nos periodos iniciais do processo de reparagao (3 -7 dias), porém, sem
diferenca estatisticamente significante, confirmando os dados da literatura.
Entretanto, o grupo controle apresentou um numero maior de miofibroblastos (p =
0,016) quando comparado ao grupo teste nos periodos de 14 e 21 dias. Devido ao
aumento da area e do perimetro das feridas do grupo controle no periodo de 7 dias
(provocado pelo edema na fase de inflamagao aguda), as bordas das feridas foram
afastadas produzindo um estresse mecanico (Mawaki et al., 2007). Estimulados pelo
estresse mecanico, ED-A FN e pelo fator de crescimento 3 transformador (TGF-[31)
produzido pelas células inflamatérias (Gabbiani, 2003), os fibroblastos se
diferenciam num primeiro momento em proto-miofibroblastos e posteriormente em
miofibroblastos (Tomasek et al., 2002). Um maior estresse mecanico no grupo
controle pode ter sido gerado pelo afastamento das bordas das feridas no periodo
de 7 dias. Este fator associado a maior liberacdo de TGF-31, parece ter levado a

uma manutengdo do tecido de granulacdo e uma maior diferenciacdo de
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miofibroblastos nos periodos de 14 e 21 dias. Nos casos onde ocorrem alteracoes
dos miofibroblastos, a contragdo tecidual pode ser prematura ou excessiva,
aumentando o risco a formacao de cicatriz e/ou fibrose (Tomasek et al., 2002; Ping
et al., 2005; Farahani; Kloth, 2008), desfavorecendo a estética e limitando a fungéo
da regiao afetada. No grupo controle, a analise morfoldgica quantitativa demonstrou
um menor fechamento da ferida e uma formacdo de cicatriz maior quando
comparado com o grupo teste nos periodos de 7 e 14 dias (p = 0,016).

Na reparacao de feridas cirurgicas, concomitantemente a formagao do tecido
de granulagao, ocorre o processo de reepitelizacdo (Eming et al., 2007). Estimulados
pelo EGF, KGF e TGF-a ocorre a proliferagao e migragao das células epidérmicas e
queratinécitos para reconstruir a continuidade tecidual, formacdo de uma “lingua”
epitelial a partir das bordas da ferida e a restauracido de uma camada basal intacta
que conecta a epiderme e a derme subjacente (Li et al., 2007). As células epiteliais
sdo uma das fontes mais importantes de fatores de crescimento como PDGF, TGF-3
e TGF-a durante o processo de reparagao de feridas cutaneas (Kiritsy et al., 1993).
Estes dados sugerem que os fatores de crescimento produzidos pelas células
epiteliais, podem sinalizar sobre os componentes do tecido conjuntivo adjacente a
area da ferida, e assim, parecem exercer fungdo na formagdo do tecido de
granulagdo. Foi observado na analise histomorfolégica, um processo de
reepitelizagdo mais rapido do grupo teste quando comparado ao grupo controle. Na
analise histomorfométrica, uma diferenga estatisticamente significante para o grupo
teste em relagao a reepitelizacdo foi observada no periodo de 7 dias (p = 0,01).
Quando a reepitelizagdo esta avancada, ocorre uma diminuicdo dos elementos
celulares, principalmente dos miofibroblastos, no tecido de granulagdo por meio de
apoptose (Tomasek et al., 2002; Farahani; Kloth, 2008). Em nosso estudo, uma
diminuicdo da quantidade de tecido de granulagdo (p = 0,09) e no numero de
miofibroblastos (p = 0,016) do grupo teste ocorreu nos periodos de 14 e 21 dias
quando comparada ao grupo controle. O processo de reepitelizagdo mais avancado
deste grupo, pode ter gerado uma organizagao precoce do tecido de granulagao no
7° dia, diminuigdo do numero de miofibroblastos nos periodos de 14 e 21 dias e
consequentemente ter melhorado o processo de reparagao.

Nos tecidos que contém miofibroblastos, a contracdo e/ou o relaxamento
tecidual pode ser induzido por agentes farmacolégicos agonistas e antagonistas do

musculo liso (Majno et al., 1971; Madden et al., 1974). Evidéncias mostraram que,
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quando utilizada a papaverina, em 75% dos pacientes, o tecido capsular humano
formado ao redor de implantes mamarios de silicone respondeu ao relaxamento
(Baker et al., 1981). A provavel razdo pela qual ocorreu essa resposta a papaverina
foi pela presenca dos miofibroblastos, que apresentam caracteristicas de células
musculares lisas (Rudolph et al., 1978).

Atualmente, a papaverina esta sendo utilizada em cirurgias plasticas
reconstrutivas (Tang et al., 2004). Acredita-se que no processo de expansao
tecidual, a contratibilidade dos miofibroblastos pode ser responsavel pela contragao
das capsulas fibrosas inseridas no dorso dos animais. Os autores ressaltaram que a
utilizacdo do creme de papaverina parece acelerar o padrao de expansao tecidual,
sendo um meétodo simples e efetivo. Diante da metodologia aplicada, o efeito da
papaverina pode persistir em concentracdo efetiva in vivo em animais por até 12
horas, observando uma acéo direta da droga nos miofibroblastos. No entanto,
quando a droga foi aplicada sistemicamente, sua meia vida plasmatica foi de 2
horas, ndo apresentando ag&o sobre essas células (Tang et al., 2004). No presente
estudo, devido ao desenho do modelo experimental, com a aplicacdo subcutanea de
papaverina nas feridas cirurgicas no periodo inicial, acredita-se que ndo houve uma
acao direta desta droga na contratibilidade dos miofibroblastos, que apareceram na
area da ferida por volta do 3° dia. Entretanto, devido a acdo vasodilatadora da
papaverina, a presenca de um maior edema na fase inflamatéria do processo de
reparacdo, parece ter refletido em um maior extravasamento de proteinas
plasmaticas, liberacdo de citocinas, fatores de crescimento e produtos do acido
araquidonico, potencializando a fase inicial de reparacdo. Este fator parece ter
acelerado as fases do processo de reparacéo das feridas cirurgicas, proporcionando
uma proliferagao epitelial mais rapida, organizagao precoce do tecido de granulagao,
menor sinalizagao para diferenciacdo dos miofibroblastos nos periodos tardios e
consequentemente uma menor contragao tecidual e formacéo de cicatrizes.

Nao existe um consenso na literatura no que tange a concentragcéo e
posologia ideais da papaverina para obter sua agao terapéutica, variando de acordo
com o tratamento realizado e a apresentagdao da droga (Baker et al., 1981). Os
estudos que avaliaram a eficacia da papaverina para o tratamento de disfuncéao erétil
nao se mostraram consistentes, mas as concentragdes da droga podem se estender
de 15 a 60mg (Thomas, 2002). Quando utilizada na prevengao e tratamento dos

espasmos de enxertos arteriais, em cirurgias cardiovasculares (Chavanon et al.,
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1999), sua concentracdo varia de 6mg/mL a 30mg/mL, podendo ser aplicada
topicamente (Fuat Bilgen et al., 1996; Uydes Dogan et al.,1996; Walpoth et al., 1996;
Ahsan et al., 1997; Chavanon et al., 1999) ou intraluminal (Wendler et al.,1999) nos
enxertos arteriais antes da intervencgao cirurgica. Quando apresentada em forma de
creme para prevengao da contracado dos enxertos de pele (Wang et al., 2004) e nos
casos de da expansao tecidual (Tang et al., 2004), a papaverina é utilizada a 2%.
Em nosso estudo, optamos pela aplicagdo subcutanea da papaverina 50mg/mL
baseados nos relatos de Thomas (2002). Esta concentragdo da papaverina parece
promover beneficios nos processo de reparacao de feridas cutaneas em ratos.

Com relagao ao metabolismo da papaverina, Kanto et al. (1979) observaram
que apos a administragcdo por via oral de 300mg papaverina, sua concentragédo
plasmatica ndo se manteve apds 12 horas, demonstrando que a vida média
plasmatica da droga é curta. Wilen e Ylitalo (1982) encontraram resultados similares
ao administrar por via oral 200 mg de papaverina. Observaram que o pico de
concentragdo plasmatica da droga ocorre 2 horas apos a administracdo. De acordo
com os autores, a excrecdo da papaverina e seus metabdlitos ocorrem em duas
fases distintas: uma rapida eliminagdo nas primeiras 6-8 horas, seguida de uma
eliminagdo mais lenta durante as 24 horas seguintes. Apos 48 horas, a papaverina &
quase totalmente absorvida pelo trato gastrointestinal e, portanto, rapidamente
metabolizada. Por outro lado, apds o uso tépico do creme de papaverina, sua
concentragao plasmatica efetiva pode persistir por até 12h (Tang et al., 2004).

Atualmente, apesar da ampla utilizacdo da papaverina em cirurgias
microvasculares, sua aplicagdo parece estar baseada em conceitos empiricos (Yu et
al.,, 2010). Neste contexto, serdo necessarias mais pesquisas sobre os efeitos
bioldégicos da papaverina, principalmente em feridas dérmicas e sua possivel agao
na contratibilidade dos miofibroblastos, no intuito de acrescentar subsidios cientificos
importantes para acelerar o processo de reparagdo, prevenir ou minimizar suas

sequelas (contracdo e cicatrizes) e assim, fundamentar seu possivel uso clinico.
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7 CONCLUSOES

Ap0os avaliacido dos resultados obtidos, € possivel concluir que:

1. Dentro dos limites deste estudo, a aplicacdo subcutidnea do cloridrato de
papaverina acelerou o processo de reparagao de feridas cirurgicas abertas no dorso
de ratos.

2. A aplicacéo do cloridrado de papaverina promove vasodilatacdo e um maior
exsudato inflamatério no inicio do processo de reparacdo. Tal efeito pode estar
relacionado com a maior velocidade de reparagdo observada macro e

microscopicamente.
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