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RESUMO

Objetivo: Avaliar a acdo do dimetil-sulfoxido (DMSO) na necrose distal de retalhos randdémicos isquémicos em ratos. Métodos:
Foram utilizados 30 ratos machos, linhagem Wistar, peso entre 220 ¢ 363g ¢ idade média de 3 meses. O retalho cutaneo dorsal
(8x2cm) com pediculo cranial foi descolado, reposto em seu leito e suturado com poliamida 4.0. O grupo controle-CT (n=10) nao
recebeu nenhuma medicagio, o grupo simulado-SM (n=10) recebeu o volume de ImL de solugdo salina subcutanea, dividida em
dez aplicagdes ao longo do retalho, o grupo experimento-EX (n=10) recebeu a inje¢do de 1ml de DMSO 5%. Apos sete dias
foram avaliadas as areas de necrose distal e colhido material para o estudo histologico. Resultados: As medidas das areas de
necrose (CT=47,99, SM=58,78, EX=41,57) e as porcentagens das areas de necrose (CT=29,98, SM=36,73, EX=23,99) mostraram-
se menores no grupo Ex (p<0,05). O estudo histologico qualitativo mostrou, no grupo Ex, maior presenca de neovascularizagao,
menor desestruturagdo dos anexos ¢ do estroma conjuntivo e presenga de fibroblastos em periodo mais precoce que nos dois
outros grupos. Conclusiao: O DMSO teve agdo benéfica sobre os retalhos cutaneos randémicos em ratos, expressos pela menor
area de necrose distal e pelo aspecto histologico de reparagdo tecidual mais precoce.

Descritores: Retalhos cirurgicos. Isquemia. Pele. Ratos.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate through the morphologic study (macro and microscopic) the effectiveness of DMSO in the genesis of the
distal necrosis of random skin flaps in rats. Methods: 30 male rats were used, lincage Wistar, weight between 220 and 363g and
3 months medium age .The skin flap (8x2cm) with remained cranial vessels it was unstuck, restored at his bed and sutured with
polyamide 4.0. The control-group CT (n=10) don’t received any medication, the simulated group -SM (n=10) it received the
volume of 1mL of subcutaneous saline solution, divided in ten applications along the skin flap, the experiment group (n=10) it
received the injection of 1ml of DMSO05%. After seven days they were appraised the areas of distal necrosis and picked material
for the histology study. Results: The measures of the necrosis areas (CT=47.99, SM=58.78, EX=41.57) and the percentages of
the necrosis areas (CT=29.98, SM=36.73, EX =23.99) they were shown smaller in the EX group (p < 0,05). The qualitative
histology study showed, in the group EX, larger angiogenic presence, smaller destruction of the enclosures and of the conjunctive
stroma and presence of fibroblasts in more precocious period than in the two other groups. Conclusion: The analysis of the
collected data can infer that DMSO had beneficial action on the random skin flaps, expressed by the smallest area of distal
necrosis and for the histology aspect of repairing tissue more precocious.

Key words: Surgical Flaps. Ischemia. Skin. Rats.
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Introducio

O reparo de lesdes do sistema tegumentar com perda
de substancias apds traumatismo, ressec¢do tumoral, infec¢do
ou isquemia tecidual envolve o uso de retalhos cuténeos.

Para a confecgdo dos chamados retalhos randomizados
a relagdo entre a area do retalho pretendido e a extensdo do
pediculo vascular, que ird manter a irrigacao arterial e drenagem
venosa, continua sendo um desafio para os cirurgides. A
isquemia a que fica submetido o retalho, principalmente nas
primeiras horas de sua aplicagdo, ¢ fundamental para determinar
a extensdo de sua viabilidade' .

Estudos experimentais em ratos demonstraram que o
tempo para a formagdo do pediculo secundario ocorre em torno
de nove dias'. A formagdo de hematoma?, edema® e propria
rela¢do pediculo versus area do pediculo podem acarretar ne-
crose da porgao distal do retalho ao pediculo em porcentagens
que variam de 9% a 65%, de acordo com o modelo experimen-
tal testado'®.

Considerando que o retalho randémico esta exposto,
logo apos sua confecgdo, aos fenomenos de isquemia que
levardo ao aparecimento de espécies reativas de oxigénio, uma
droga que tenha ac@o de remover esses radicais podera ser de
extrema valia nessa fase. A droga deve estar disponivel no sitio
operatorio em niveis farmacoldgicos e tempo adequados para
exercer a agdo desejada. Outra caracteristica desejavel é que
cla possa ser aplicada em dose Unica.

Uma revisdo da literatura das tltimas duas décadas
em trabalhos publicados nas areas de farmacologia basica, uso
terapéutico e toxicidade demonstrou a propriedade de varredor
de radicais livres do dimetil-sulféxido (DMSO) quando aplicado
antes, durante ou algumas horas apds a lesdo tecidual'.

O uso do DMSO no fenémeno do estresse oxidativo
mostrou efeitos benéficos, aumentando a viabilidade dos retalhos
cutaneos em diferentes modelos experimentais, em diferentes
concentragdes € vias de administragdo*® 13,

Uma droga como o DMSO pareceu ser uma escolha
factivel considerando suas caracteristicas de agente
antioxidante* &% 1-15.17. 18 "gua facilidade de aplicagdo e a sua
solubilidade em liquidos organicos, permitindo a sua adequada
concentragdo em niveis farmacolédgicos > 1°.

Para obter, de modo rapido e seguro, nivel adequado
de concentragdo da droga no local desejado tem-se a opgdo da
via subcutanea, o que possibilita também que a aplicagdo seja
realizada em dose unica durante ou logo apds o ato operatorio.

A proposta do estudo foi verificar a eficacia do DMSO
na prevencdo de necrose distal, em um modelo de retalho
randomizado em ratos, usando a via de administragdo subcutanea
da droga.

Métodos

O estudo foi submetido a apreciacdo e aprovagio da
Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital Sdo Paulo —
Universidade Federal de Sdo Paulo — Escola Paulista de
Medicina .

Amostra

Trinta ratos machos (Rattus norvegicus albinus) da
linhagem Wistar, pesando entre 220 e 363g, com idade média
de trés meses, foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos:

- Grupo CT (controle) — Um retalho cutaneo dorsal de
base cranial foi confeccionado, elevado e recolocado no seu
leito.

- Grupo SM (simulado) — Um retalho cutaneo dorsal
de base cranial foi confeccionado, elevado, recolocado no seu
leito e recebeu a injecao subcutanea do excipiente (solucdo salina
de cloreto de sddio 0,9%).

- Grupo EX (experimento) — Um retalho cutaneo dor-
sal de base cranial foi confeccionado, elevado, recolocado no
seu leito e recebeu a injecdo subcutanea de dimetil-sulféxido
(DMSO) a 5%.

Procedimento operatorio

Os animais foram anestesiados com tiopental sodico,
na dose de 50mg/kg, intraperitoneal, e posicionados em decubito
ventral, com imobilizagdo dos membros com fita adesiva. Apos
foi realizada a retirada de pélos do dorso ¢ demarcagdo de uma
area de aproximadamente 16¢cm?, com 2cm de base cranial e
8cm de comprimento em dire¢do caudal.

Nos animais do grupo CT, o retalho cutineo de base
cranial pré-estabelecido foi confeccionado pela incisdo com
bisturi de lamina quinze na area demarcada com azul de
metileno. O retalho cutaneo foi dissecado e descolado do plano
musculo-aponevroético adjacente, elevado do leito, recolocado
e suturado a0 mesmo, com sutura continua interrompida a cada
2 cm com fio monofilamentar de poliamida 4.0.

Nos animais do grupo SM demarcou-se também com
azul de metileno, os dois tergos distais do retalho por centimetro
quadrado (10cm?) e repetiram-se os procedimentos operatorios
do grupo CT. Apos a sutura, no centro de cada area demarcada
de lem?, foi injetado 0,01mL do excipiente (solucdo salina de
cloreto de sddio 0,9%), com seringa descartavel de insulina e
agulha 13x3,8.

Nos animais do grupo EX repetiu-se os procedimentos
operatorios e de demarcagdo do grupo SM. Apos a sutura, em
cada area demarcada foi injetado 0,01mL de DMSO 5%, com
seringas descartaveis de insulina e agulha 13x3,8.

Os animais permaneceram em observagdo até
recuperagdo anestésica, avaliada pelo retorno dos reflexos
abolidos e pela movimentagao ativa e/ou estimulada na gaiola.
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Observagdo pos-operatoria

Durante sete dias os animais foram observados quanto
a movimentagdo ativa e/ou estimulada na gaiola, pelos sinais
de brilho do olho e/ou presenca de secreg@o nasal, que sdo sinais
indiretos de sofrimento (dor ou infecg@o), sendo o acesso a agua
¢ alimentagao livres. Nao houve necessidade de realizagdo de
curativos devido ao aspecto da ferida operatdria, assim como
pela localizagdo da mesma.

Coleta de dados

No 7° dia de pds-operatorio os animais foram
anestesiados pela mesma técnica utilizada para os procedimentos
operatoérios, pesados ¢ fotografados com equipamento
profissional (Pentax® K-100, lente 28-80mm, abertura oito,
distancia focal 30cm; filme Kodak® 35mm, ASA100), sendo
que essas fotografias foram posteriormente digitalizadas
(resolugdo de 640 pontos na horizontal e 480 pontos na verti-
cal, 24 bits de cores), com demarcagdo da area de necrose e
calculo das areas ¢ respectivas medianas (ImageLab® 2000).

Retirou-se uma faixa de tecido de 8x0,5cm de toda
extensao da periferia do retalho, dividindo-a em 3 éreas distintas
de 0,5x0,5cm.

Determinou-se como:

- Area A: proximal, contendo tecido sadio;

- Area B: intermediaria, com tecido de transigdo (sadio
e necrose) e situada entre as areas proximal e distal;

- Area C: distal e contendo 4rea de necrose.

As pecas foram imersas em frascos individuais com
formol tamponado a 10%, fechados hermeticamente e enviadas
para processamento histolégico e coloragdo pela hematoxilina-
eosina, para o estudo histologico qualitativo das alteragdes.

Os dados foram submetidos a testes de analise de
variancia por postos de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Resultados

A analise de variancia percentual (A%) dos pesos (em
gramas) inicial e final dos animais ndo mostrou diferenga
significante (p< 0.05) entre os grupos: Controle (média=261,0),
grupo simulado (média=306,1) e grupo experimento
(média=303,5). Associado as avaliagdes diarias dos animais,
os dados revelaram que ndo houve comprometimento da higidez
dos animais em nenhum dos grupos, em particular do grupo
experimento, mostrando que a droga ndo teve efeitos deletérios.

A analise de variancia por postos permitiu verificar
que os animais submetidos a inje¢do de DMSO apresentaram
uma menor area (CT=47,99, SM=58,78, EX=41,57) e
porcentagem de necrose distal do retalho (CT=29,98,
SM=36,73, EX=23,99) em compara¢ao como grupo controle ¢
simulado (Figuras 1, 2 e 3).

O estudo histoldégico mostrou no grupo que recebeu
DMSO maior presenca de neovascularizagdo, menor
desestruturag@o dos anexos e do estroma conjuntivo e presenca
de fibroblastos em periodo mais precoce que grupos que nao
receberam a droga (Figura 4).
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FIGURA 1 - Médias das areas de necrose distal nos retalhos cutdneos de ratos e médias das porcentagens
das areas de necrose distal nos retalhos cutaneos de ratos nos grupos controle (1), simulado (2) e experimento

(3), aos sete dias de observacao
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FIGURA 2 - Seqiiéncia de fotografias mostrando a area de necrose em animal dos
grupos CT, SM e EX, aos sete dias de observag@o. Nota-se que no grupo EX a area de
necrose ¢ menor e de menor intensidade que nos grupos CT e SM
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FIGURA 3 - Seqiiéncia de fotografias com o artificio de subtragdo de cores para
tornar mais evidente a area de necrose (area clara) em animal dos grupos CT, SM e
EX, aos sete dias de observagdo. Nota-se que no Grupo EX a area esbranquigada ¢
menor e de menor intensidade que nos grupos CT e EX
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FIGURA 4 - Seqiiéncia de fotomicrografias dos grupos CT, SM e EX mostrando: epitélio preservado (EP), anexos
(AN) preservados e estroma conjuntivo (EC), vasos (VS), estroma conjuntivo com proliferacao de fibroblastos
(FB), infiltrado inflamatorio com neutréfilos (NT), necrose epitelial (NC), infiltrado de polimorfonucleares (PL)
e neovascularizagao (NV)
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Discussao

A relagdo entre a largura do pediculo e o comprimento
do retalho ¢ fundamental no estabelecimento da sua viabilidade.
A isquemia e conseqiiente necrose estdo na dependéncia do
aporte sangiiineo permitido pelos vasos do pediculo® 2!,
Somente a partir do terceiro dia de pos-operatdrio comegam a
ser identificados sinais de neovasculariza¢do no retalho desde
o leito e da area cutanea vizinha, sendo que o pediculo
secundario estara completo ao redor do nono dia'.

Considerando que o processo de estresse oxidativo tem
inicio precoce, ja aos cinco minutos de pds-operatorio, e que a
capacidade antioxidante pode estar prejudicada pela dificuldade
em atingir niveis locais eficazes, surgiu a proposta de pesquisar-
se uma droga antioxidante direta e para uso precoce no sitio
operatorio.

Para causar menor trauma no local da injegdo atentou-
se para o volume e o tipo de agulha, ndo piorando a isquemia
por compressao local®*.

A via de administragdo subcutanea foi a que se mostrou
mais viavel no projeto piloto para a dispersdo do volume
injetado, em detrimento da via intradérmica.

As outras vias de administra¢do enteral (via oral ou
retal) e parenteral (intravenosa, intra-arterial e intraperitoneal)
foram descartadas porque a intengdo era atingir concentra¢ao
da droga no sitio operatorio sem a interferéncia da distribuigdo
sistémica. O uso topico nao foi considerado pela necessidade
de aplicagdes diarias e dificuldade em dispersar a droga de modo
uniforme na ferida operatoria.

Dentre as substancias que removem as espécies reativas
de oxigénio o dimetil-sulfoxido (DMSO) mostrou-se promissor
pela sua reconhecida capacidade antioxidante em estudos de
retalhos cutaneos isquémicos*® 811318 ¢ por possibilitar uma
concentracdo farmacologicamente ativa em um volume
compativel com o preestabelecido® ' 1617,

A concentracdo da droga pode variar de acordo com a
via de administragdo. A administragdo por via enteral (oral,
retal)® %, ou parenteral (intravenosa, intraperitoneal, intra-ar-
terial) 1012224 ¢ em torno de 1,5 a 2mg/kg de peso®* 101624 O
uso topico usa concentragdes que variam de 5 a 60%®% 1> 131415,
O uso intradérmico utiliza concentra¢des desde 0,5, 1, 5% ** a
12%". A via transcutinea, em que o DMSO ¢ usado como
veiculo de vacinas, a concentragdo varia de 1 a 5%".

No delineamento da pesquisa optou-se entdo pela
concentragao de 5% de DMSO e por um volume total de inje¢ao
de ImL, obtendo-se assim uma dose total de Smg, dose esta
préxima a recomendada pela literatura para o uso intradérmico
e transcutaneo.

Referéncias especificas sobre a aplicag@o da droga por
via subcutanea ndo foram encontradas na revisao da literatura .

Considerou-se no que o rato seria o animal ideal para
as condigodes de trabalho em nosso meio e também para estudos
de retalhos cutineos isquémicos*® > 1318 "em detrimento do
coelho® 4, como modelo animal experimental.

Para a confeccao dos retalhos isquémicos sdo referidos
na literatura modelos variaveis de proporgao entre os tamanhos
do retalho ¢ do pediculo. A proporgao varia: 2,5:1 a 5:1. Os
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retalhos tém dimensdo, em centimetros, de 7x23, 10x4°, 2x87,
10x2,5%, 9x4'°, 10x2,5'.

Optou-se pela realizagdo de um retalho de 8x2cm com
proporgcéo de 4:1 por ser um tamanho intermediario entre os de
uso corrente na literatura . Também no projeto piloto o modelo
apresentou caracteristicas da area de necrose que possibilitavam
o estudo adequado do antioxidante.

O periodo de observagao dos retalhos foi estabelecido
até o sétimo dia de pds-operatorio, uma vez que nesta data ja
estd bem definida a eventual area de necrose, além do processo
de angiogénese ¢ formacdo de neovasculariza¢do a partir do
leito e da area perimetral do retalho ja estarem instalados’ #%.

O acompanhamento diario dos animais nao evidenciou
nenhum comprometimento da ferida operatoria. A evolugdo
ponderal foi considerada como um indice de avaliagdo do estado
de higidez dos animais . A analise de variancia mostrou que a
diferenga percentual do peso nos trés grupos ndo foi
estatisticamente significativa. O achado mostrou que,de modo
indireto, tanto os atos operatorios quanto a droga, ndo afetaram
de modo importante a higidez dos animais.

A extensdo da area de necrose foi estabelecida como
parametro de avaliag@o da eficacia da droga (Figura 1). Para
determinacdo da area de necrose foi escolhido o método de
fotografar as feridas operatorias com equipamento fotografico
profissional com um tripé, que manteve sempre uma mesma
distancia focal entre a lente ¢ o objeto da fotografia. O mesmo
técnico fotografou todas as feridas usando um tipo padronizado
de filme fotografico e sensibilidade. As fotos obtidas foram
reveladas e digitalizadas em um programa de computagdo
(ImageLab®) que permitiu a subtragdo de cores para
mensuragdo da area de necrose e o calculo da porcentagem destas
areas (Figura 2).

A analise de variancia por postos destes resultados
permitiu verificar que os animais submetidos a injegdo de DMSO
apresentaram uma menor area ¢ porcentagem de necrose distal
do retalho em comparag@o com os grupos controle e simulado
(Grafico 1).

O grupo simulado, no entanto, apresentou uma area
de necrose mais extensa em relacdo ao grupo controle. Foi
aventada a hipétese de que a injegdo de solugdo salina possa ter
funcionado como uma barreira para a vascularizacdo, agindo
da mesma forma que um edema, embora o volume da inje¢ao
tenha sido escolhido de modo a minimizar este efeito de barreira.
O edema e a formagao de hematoma, ou seja, barreiras fisicas
mostraram ser prejudiciais a vitalidade de retalhos cutaneos
randdémicos*3,. Um estudo com maior nimero de animais deve
ser realizado para verificar se a diferenca é apenas casual ou se
a barreira fisica da solugdo salina é de fato o fator causal da
diferenca encontrada.

O grupo experimento, apesar de ter recebido um vol-
ume de liquido semelhante ao grupo simulado, apresentou uma
extensdo de necrose distal menor, provavelmente pela agdo
farmacoldgica do DMSO.

A via subcutanea, na concentracdo de droga usada,
mostrou eficacia semelhante as outras vias de administracdo e
dosagens4- 6,8-11, 13- 15,17, 18.



Acéo do dimetil-sulfoxido na isquemia de retalhos randomicos de pele em ratos

Considerando que os fendmenos do estresse oxidativo
ja sdo observados aos cinco minutos de pos-operatorio e
permanecem estaveis até a terceira hora* >7, a vantagem da
aplicagdo subcutanea esta no conhecimento tedrico de se colocar
a droga o mais proximo possivel do local em que sua agdo se
faz necessaria, ou seja, no sitio operatorio.

Outra vantagem ¢ a dose bem menor da droga do que
a usada na via enteral ou parenteral. A droga ndo precisa ser
administrada previamente ou repetidamente no periodo pds-
operatorio para atingir os niveis séricos de concentracao
farmacoldgica desejada® 7%,

Em relagdo a via topica, as vantagens da via subcutanea
s30 a aplicagdo Unica, ndo sendo necessarias aplicagdes diarias,
¢ a dificuldade de dispersdo da droga sobre uma ferida
operatoria.

Uma vez que os resultados mostraram uma acdo do
DMSO por via subcutanea os pressupostos teéricos de suas
vantagens foram alcangados. O avango do conhecimento estara
no melhor entendimento de uma relagdo de concentragdo/vol-
ume da droga injetada.

A avaliagdo da acdo antioxidante também foi avaliada
pelo estudo morfolégico qualitativo das células comumente
presentes em um processo de reparacdo ou cicatrizacdo tecidual.
Foram colhidas amostras de pele na area proximal do retalho,
onde a necrose foi inexistente, na area intermediaria, entre o
pediculo e a porgao distal do retalho, onde areas vitalizadas e
necrose parcial foram identificadas, e na area distal do retalho
onde a necrose eram evidente.

Os achados histologicos foram semelhantes nas arecas
proximal e intermediaria dos grupos controle e simulado. A area
proximal mostrou epitélio integro com anexos conservados,
estroma conjuntivo com minimo ou ausente infiltrado
inflamatério. A area intermediaria mostrou um estroma
desestruturado pelo infiltrado inflamatério de
polimorfonucleares e focos de tecido necrotico. Na area
intermediaria do grupo experimento, além de um infiltrado
inflamatorio de polimorfonucleares menos denso, foi possivel
identificar uma discreta proliferacdo de fibroblastos,
evidenciando um processo cicatricial mais avangado que nos
dois outros grupos (Figura 3).

Na area distal do retalho no grupo controle e simulado
os achados foram semelhantes, com areas de necrose tecidual,
infiltrado inflamatorio denso, desestruturagdo dos anexos da
pele e alguns vasos neoformados. No grupo experimento 0s
achados foram semelhantes, porém com menor quantidade de
neutréfilos e maior freqiiéncia de vasos neoformados.

A analise histologica qualitativa permite inferir que a
droga pode ter sido responsavel pela maior presenga de
fibroblastos na area intermedidria e pela maior freqiiéncia de
vasos neoformados na area distal, o que revela um processo de
reparagao tecidual mais adequado.

Os achados histologicos devem ser aprimorados com
estudo quantitativo morfométrico dos diferentes elementos
celulares, inclusive com coloragdo especifica para fibroblastos
e fibras colagenas.

A literatura recente mostra que a pesquisa da
identificagdo da apoptose® e dos fatores ligados a remocéo de

anions superoxidos serdo fundamentais para o avango do
conhecimento das drogas, em especial do DMSO, como
protagonistas importantes na manutencao da vitalidade de
retalhos cutaneos randomicos.

A contribui¢do desta pesquisa foi estabelecer a via de
administragdo subcutanea como uma opg¢do vantajosa do
DMSO, sobre as demais vias de administragdo, na confec¢ao
de retalhos randomicos em ratos e ratificar a agdo favoravel da
droga na preveng¢ao de necrose, agindo sobre as espécies reativas
de oxigénio.

Conclusiao

A avaliagdo morfologica de retalhos cutaneos
randdmicos em ratos mostrou que a administragdo subcutanea
de dimetil-sulféxido (DMSO), na concentragdo de 5%, foi eficaz
na reducdo da area de necrose distal.
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