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RESUMO

Introducéo: Diversos fatores podem diminuir a viabilidade do retalho
TRAM, dentre eles a nicotina que tem sido responsabilizada pela perda
parcial ou total destes retalhos. Objetivo: Avaiar a agéo do Fator de
Crescimento do Endotélio Vascular na viabilidade do Retalho
Musculofasciocutaneo Transverso do Reto do Abdome, em ratos
submetidos a nicotina. M étodos. Foram utilizados 60 Ratos Wistar EPM-1,
machos adultos, pesando de 230 a 300g, aleatorizados em 4 grupos de 15
animais cada: Grupo Controle composto por animais que foram submetidos
a0 retaho TRAM; Grupo Nicotina composto por animais que foram
submetidos & nicotina e ao retalho TRAM; Grupo VEGF composto por
animais submetidos a administracdo de VEGF plasmidial antes do retalho
TRAM; e Grupo NicotinatVEGF composto por animais que foram
submetidos a nicotina, tratados com administracéo de VEGF e submetidos
a0 retalho TRAM. Para andlise dos resultados foi redlizado método de
andise da area de necrose e de densidade vascular. Resultados. Houve
diferenca estatisticamente significativa na comparagdo entre todos os
grupos, com relacéo as variaveis area de necrose e densidade vascular
(p<0,05). Os animais do Grupo VEGF apresentaram a menor area de
necrose (4.10%) e amaior densidade vascular (39%) em relacéo aos outros
grupos do estudo. Conclusdo: O Fator de Crescimento do Endotélio
Vascular aumentou a viabilidade do retalho musculofasciocutaneo

transverso do reto do abdome, em ratos submetidos a nicotina.

XVi



INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais freqiente no
mundo e 0 mais comum entre as mulheres. A cada ano, cerca de 22% dos

casos novos de cancer em mulheres séo de mama. (INCA, 2008).

Apesar da mastectomia ser um dos tratamentos mais indicados nos
casos de cancer de mama, ainda ¢ um procedimento radical, pois “amputa”,
nd sO uma parte fisica, mas também um simbolo psicolégico de
feminilidade, sexualidade e maternidade (INCA,2008).

A Cirurgia Plastica tem papel importante na recuperacdo do bem
estar fisico e mental das pacientes mastectomizadas, principalmente na
reconstrucéo mamaria (VEIGA et al., 2002; VEIGA et al., 2004).

Para tanto, o retalho musculofasciocutaneo transverso do reto do
abdome é considerado um dos mais indicados para essa reconstrucdo, pois
aém de fornecer bom resultado estético, promove grande satisfacéo
(VEIGA et al., 2002) e utiliza tecido autdlogo capaz de recuperar grandes
volumes mamarios (HARTRAMPF, SCHEFLAN, BLACK, 1982).

Entretanto, o retalho TRAM (Transverse Rectus Abdominis
Muscul ocutaneous) apresenta fatores que podem diminuir sua viabilidade,
aumentando assim a incidéncia de necrose do tecido tegumentar e
consegiientemente dificuldades para reparar a lesdo (SEIFY, BILKAY,
JONES, 2003; DONCATTO, DA SILVA, DA SILVA, 2007).

Segundo GOMES et al.(2004), o fumo, mais especificamente a
nicotina, tem propriedades vasoconstritoras aguda, diminuindo o fluxo
sanguineo e consequentemente, aumentando o risco de necrose do retalho,
podendo diminuir a sobrevivéncia do mesmo (AKER et al., 1997; GOMES



et al., 1998; GOMES, FERREIRA, CAMPOS, 2001; ELY et al., 2003;
MAUAD et al., 2006; RUSSO et al., 2006; LEITE et al.,2007; CAMPOS
et al., 2008).

LOVICH & ARNOLD (1994), mostraram que a nicotina pode afetar
adversamente os multiplos estégios do processo de reparacéo tecidua e, ao
estudar pacientes fumantes submetidas a retalhos muscul of asciocutaneos,
observaram que a complicacdo mais comum foi a necrose do pediculo e da

pele suprajacente.

Em ratos submetidos ao retalho randdmico dorsal com prévia
administragcdo de nicotina, observou-se que a sobrevivéncia dos mesmos foi
significativamente menor (VAN-ADRICHEM, 1996; AKER, et.al., 1997;
MAUAD et al., 2006; RUSSO et al., 2006;). ELY et al. (2003)
administraram nicotina em ratos submetidos ao retalho TRAM e
demonstraram que a nicotina esta diretamente relacionada a isquemia e

necrose cutanea.

Varios estudos em retahos cirdrgicos experimentais foram
redlizados (SEIFY, BILKAY, JONES, 2003; PINFILDI et al., 2005;
YANG et al., 2005; MAUAD et al., 2006; PRADO et al., 2005; TYNER et
al., 2006; DONCATTO, DA SILVA, DA SILVA, 2007; MEIRER et al.,
2007), utilizando agentes farmacol 6gicos como Dimetil Sulfoxido (LEITE
et al., 2007), Acetilcisteina (ABLA et al., 2005) e Propanolol (FONSECA
et al., 2004), ambos relatando aumento da viabilidade cutanea.

Com o objetivo de minimizar os efeitos colaterais de recursos
farmacol0gicos, pesquisadores estudaram os agentes fisicos como o
LASER (PINFILDI et al.,2008) e a TENS (LIEBANO et al., 2008) em

modelos de retalhos experimentais e ambos observaram aumento da



viabilidade de retalhos musculofasciocuténeos e reducéo da necrose

tegumentar.

Nos ultimos anos, com o advento da terapia génica, surgiram
pesquisas utilizando os organismos geneticamente modificados com intuito
de tratar e ou curar determinadas alteragOes teciduais, bem como a
utilizacdo dos fatores de crescimento para induzir a proliferacéo celular
(KHOURI, BROWN, LEAL-KHOURI, 1991).

Os fatores de crescimento séo grupos de polipeptideos endégenos
compostos pelo aglutinado de 10 a 100 aminoacidos, que sdo sintetizados
por varios tipos celulares e que atuam no organismo atraves de sinalizacéo
autécerina, paracrina e enddcrina, e ultimamente vem sendo estudado com a
finalidade de aumentar a viabilidade de retalhos cutaneos e musculares em
modelos animais (KHOURI, BROWN, LEAL-KHOURI, 1991; SEIFY,
BILKAY, JONES, 2003; YANG et. a., 2005; ZHANG et al., 2001;
MEIRER et. a.,2007).

O Fator de Crescimento do Endotdlio Vascular humano (hVEGF) é
conhecido como um poderoso vasodilatador, que aumenta a permeabilidade
vascular e esta associado a ativagdo de metaloproteinases que atuam tanto
na lise como na despolimerizacdo de proteinas da Matriz Extracelular

(MEC), favorecendo a proliferacdo e ataxia de cdlulas endoteliais.

Para potencializar a transfeccéo de genes nos tecidos, séo utilizados

agentes fisicos como correntes e étricas para eletroporacéo (GEHL , 2003)

A Eletroporagéo aumenta o potencial de transporte de membrana,
promovendo uma formagéo transitoria aquaporinas na bicamada lipidica,
permitindo que macromoléculas migrem através desses poros (GEHL et.
al., 2003).



Estudos experimentais sugerem que o VEGF plasmidial,
incrementado pela eletroporacao, pode aumentar a viabilidade de retalhos
muscul of asciocutaneos (SEIFY, BILKAY, JONES, 2003; YANG et. a.,
2005; ZHANG et al., 2001).

Entretanto, ndo foram encontrados trabalhos experimentais em ratos
previamente expostos a nicotina, tratados com VEGF plasmidial sob

eletroporagado e submetidos ao retalho TRAM.
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2. OBJETIVO

Avaliar aagdo do Fator de Crescimento do Endotélio Vascular na
viabilidade do Retalho Musculofasciocutaneo Transverso do

Reto do Abdome, em ratos submetidos a nicotina.
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Os primeiros relatos da utilizacdo do retaho TRAM para
reconstrugdo mamaria de mastectomizadas datam do final da década de 70
e inicio da década de 80, em que ROBBINS (1979) inicialmente descreveu
a técnica de reconstrucdo mamaria para masctetomizadas usando retalho
musculocutaneo do reto do abdome com disposicéo vertical, entretanto em
apenas quatro pecientes. Posteriormente  GANDOLFO (1982) e
HARTRAMPF, SCHEFLAN, BLACK (1982) citam a utilizacdo do

muscul o reto do abdome como substituto dos implantes de silicone.

Como vantagens GANDOLFO (1982) publicou um técnica
semelhande a HARTRAMPF, SCHEFLAN, BLACK (1982) em que ambos
descreveram a reconstrucdéo maméria com utilizacdo do retalho TRAM,
realizada com a paciente em decubito dorsal durante toda operacdo, sem
mudanca de decubito no transoperatorio, como no caso da realizacdo do
retalho de musculo grande dorsal, além de que néo se faz necessario o0 uso
de implante mamario, tendo em vista que ha volume suficiente de gordura,
musculo e pele para ssmular uma mama, e a Simetria pode ser obtida com
mais facilidade, pois a quantidade de tecidos transferiveis e 0 seu arco de
rotacdo, sdo de tal forma que € possivel reconstruir inclusive a porgéo infra-

clavicular e a projecéo da prega peitoral.

HARTRAMPF (1988) redizaram uma revisdo narrativa critica
enfatizando refinamentos da técnica operatdria e quantificando as contra

indicacdes em notas de 0 a 10 no diferentes fatores de risco. O grupo |
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composto por pacientes sem fatores de risco e com nota 0, o grupo Il
composto por pacientes com nota < 2 em que apresentam riscos leves e que
0s cirurgides devem atentar para minimizar os riscos. O grupo |11 composto
por pacientes com nota > 2 e < 5 que representa uma situacao
intermedi&ria, mas que podem ser indicados a cirurgia e por ultimo os
paciente com nota superior a5 ou trés ou mais fatores de risco, ndo devem
ser submetidos a reconstru¢cdo mamaria com retalho TRAM. Nesta ultima
classificacdo 0 autor coloca os pacientes tabagistas, portadores de
obesidade morbida, doengas auto-imune, diabéticos, pacientes com
dependéncia quimica, doenca cardiovascular grave, hipertensdo néo
controlada e pacientes submetidos a cirurgia abdominal com seccéo dos

Vasos epigastricos.

KERRIGAN (1983) foi o precursor do modelo experimental de
retalho cutaneo dorsal em porcos e neste estudo, concluiu que a viabilidade
dos retalhos cutaneos estd relacionada a fatores extrinsecos sistémicos,
como tabagismo, infeccao, ateriosclerose, hipotenséo e fatores locais como
a compressao e trombose do pediculo. Todavia, o Unico fator intrinseco, foi
atribuido a insuficiéncia arterial do pediculo, devido seccdo de vasos
sanguineos, lifaticos e terminagdes nervosas simpaticas. Desde entdo,
passou a se estudar mecanismos coadjuvantes, que cooptem a insuficiéncia

vasculo-nervosa do retal ho.

LOVICH & ARNOLD (1994) realizaram um estudo retrospectivo
com 300 pacientes fumantes, ex-fumantes e ndo-fumantes, ambas
mastectomizadas, submetidas ao retalho TRAM. As pacientes foram
distribuidas em 3 grupos;, o Grupo 1 foi composto de pacientes néo-
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fumantes;, o Grupo 2 foi composto por pacientes ex-fumantes, mas que
pararam de fumar por um periodo de 1 ano antes da reconstrucdo mamaria
e 0 Grupo 3, composto por fumantes que ndo largaram o habito antes da
reconstrucdo maméria. As pacientes do Grupo 3 apresentaram mais
complicacdes no periodo pos operatdrio imediato quando comparadas as
pacientes que ndo fumavam e as ex-fumantes e os principais danos foram a

necrose muscular parcial associada a perca do retalho cutaneo.

SPEAR et al. (2005) estudaram durante 10 anos, de forma
retrospectiva, uma amostra de 200 pacientes, tabagistas, ex-tabagistas e
ndo-tabagistas, que foram submetidas ao retalho TRAM para reconstrucao
mamaria pés-mastectomia. As pacientes foram distribuidas em 3 grupos,
sendo um grupo de tabagistas representando 15,5% da amostra, um grupo
de ex-tabagistas que pararam de fumar 4 semanas antes da reconstrucéo
maméria, representando 17,5% da amostra, € um grupo de pacientes ndo-
tabagistas, composto por 67% da amostra. Este trabalho mostrou através da
regressdo logistica que as pacientes tabagistas apresentaram diversos
fatores de risco como infeccdo, retardo no processo de reparo tecidual e
necrose parcia do retalho; as pacientes ex-tabagistas, apresentaram retardo
no processo de cicatrizagdo pos-operatorio, hematomas e 23% das
pacientes deste grupo apresentaram perda total do retalho com necrose
subcutanea. Assim, 0s autores contra indicam o procediemto operatério em
pacientes tabagistas e em pacientes ex-tabagistas que pararam de fumar

guatro semanas antes da reconstru¢cdo mamaria.

VEIGA et al.(2002) avaiaram os resultados estéticos e testaram a
fiabilidade dos sistemas de classificagdo utilizados para determinar o nivel
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de satisfacBo com reconstrucdo maméria por retalho TRAM em 20
pacientes que haviam sofrido mastectomia. Os resultados foram avaliados e
comparados no 3°, 6° e 12° meses apds a reconstrucdo utilizando a
avaiacdo do préprio paciente em escores de 0 a 10 e também a avaliagéo
de dois cirurgides plasticos experientes com escores de 0 a 10. Na
avaliacao por categorias, ndo houve diferenca significativa (p <0,001) entre
0s pacientes e os avaliadores no 3 © e 6 °© més pos-operatdrio. No 12° més,
um dos avaliadores atribuiu escore significativamente menor (p <0,001) do
gue os pacientes e os outros avaliadores. Os autores observaram um maior

nivel de satisfacdo pel os pacientes do que pelos avaliadores.

VEIGA et al. (2004) avaliaram o impacto do retalho TRAM de 25
pacientes mastectomizadas. Aplicaram o questionario de qualidade de vida
SF-36 no 3° 6° e 12° més apds a reconstrucéo mamaria e compararam com
20 pacientes que ndo fizeram a recosntrucdo maméria. Concluiram que a
houve melhoria progressiva da qualidade de vida das pacientes submetidas
a0 TRAM em 7 dos oitos tépicos avaliados, enquanto as pacientes do grupo
controle ndo apresentaram melhora da qualidade de vida, exceto no tépico

de funfcéo fisica.

FORREST, XU, PANG (1994) realizaram um estudo experimental
em porcos Yorkshire, em que foi administrado 4,0mg/kg de nicotina,
intramuscular, duas vezes ao dia, durante 4 e 5 semanas. Observaram
reducéo do fluxo sanguineo capilar nos retalhos cirdrgicos e uma reducéo
na &rea viavel dos retalhos, sugerindo que estes efeitos vasculares
deletérios estéo relacionados ao aumento nos niveis de noradrenalina(5x10°

M) no fragmento de pele coletado do retalho cirtrgico, em relagdo aos
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niveis ciruculantes (1.8x10° M) dos porcos tratados com nicotina. Foi
também observado que os efeitos vasoconstritores da noradrenalina foram
significantemente aumentados na presenca da N-omega-monometil-L-

arginina que se trata de um inibidor do 6xido nitrico endotelial.

VAN-ADRICHEM et al. (1996) investigaram os efeitos da nicotina
em ratos submetidos ao retalho retalho randémico dorsal com pediculo
distal. A administracdo da nicotina foi realizada via inaatéria e os animais
foram contidos em uma camara de inducdo de fumaca de cigarro. A cada
dois segundos, 35 ml de fumaca de cigarro (1,5 mg de nicotina), diluidaem
700 ml de ar ambiente foi introduzida na camara que possuia 20.8% de
oxigénio, 0,3% de dioxido de carbono e 200 ppm de mondxido de carbono,
durante periodos de 20 minutos, com guatro horas de intervalo. Os 30 ratos
foram aleatorizados em 3 grupos de 10 animais cada, sendo um grupo onde
0s animais sofreram administracéo da nicotina, seis semanas antes e duas
semanas apos 0 procedimento operatorio; um grupo composto por 10
animais que sofreram administragdo da nicotina somente seis semanas
antes do procedimento operatorio e um grupo controle, composto de 10
animais que foram alojados na camara de inducdo de fumaca de cigarro e
foram submetidos aos mesmos procedimentos inaatérios dos outros
animais, entretanto com ar ambiente, sem nicotina.Os animais que nao
foram expostos a nicotina apresentaram viabilidade média de 65.4%, no 14°
dia apOs a operacdo, entretanto os animais submetidos a nicotina, seis
semanas antes do procedimento operatério, apresentaram 52.7% de
viabilidade no 14° dia ap0s 0 procedimento operatério e 0s animais

expostos a nicotina por seis semanas antes e por duas semanas apds o
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procedimento operatorio apresentaram viabilidade de 47.5% no 14° dia pos

operatorio.

FORREST, PANG, LINDSEY (1987) comparam as diferencas
hemodinamicas e sobrevida retalhos cuténeos randomicos dorsais de ratos
submetidos as doses de 1, 2, 4 ou 8 mg/kg/dia de nicotina durante 5
semanas, com inicio 4 semanas antes doprocedimento operatorio.
Observaram que as doses de 2, 4 e 8 mg/Kg/dia estavam associadas com a
reducéo do fluxo capilar distal do retalho bem como uma area de necrose
maior quando comparado aos animais do grupo controle que receberam
solucéo sdina (0,9%). Concluiram que a nicotina pode causar hipoxia e
necrose aguda em retalhos cutaneos randémicos e que os efeitos deletérios

da nicotina sdo dose-dependentes.

FORREST, PANG, LINDSEY (1991) objetivaram estudar os efeitos
da exposicdo a baixas doses de nicotina, a longo prazo, no tecido cutaneo
de ratos submetidos ao retalho randomico dorsal. Administraram nicotina
(0,6mg/kg) duas vezes ao dia, via subcuténea, durante 24 semanas e
observaram que o fluxo capilar sanguineo distal, bem como a viabilidade
dos retalhos estiveram estatisticamente reduzidos quando comparados aos
animais do grupo controle que foram submetidos aos mesmos
procedimentos, entretanto com cloreto de sodio (0,9%). Entretanto néo

observaram danos a microvascul atura em ambos os grupos.

AKER et al. (1997) descreveram que pentoxifilina (20mg/Kg) via
subcutanea, blogueou o efeito deletério da nicotina (0,6mg/kg) durante 24
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semanas no pré-operatdrio de ratos submetidos ao retalho randdmico
dorsal.

ELY et al. (2003) aplicaram nicotina (2mg/Kg) via subcutanea, duas
vezes a0 dia. Apos 28 dias de administracdo da nicotina os animais foram
submetidos ao retalho TRAM e 48 horas apos o retalho, foi anadisada a area
macroscopica de necrose do retalho que foi significantemente maior (nos
animais gque foram tratados com nicotina em relacéo aos animais do grupo

controle que receberam 0,2ml de solugdo de Cloreto de Sodio (0.9%).

PINFILDI et al. (2005) verificaram aeficaciado laser hélio-nebnio
(He-Ne) na viabilidade do retalho cutaneo randémico dorsal em ratos. Foi
utilizada a densidade de energia de 3 Joules por centimetros quadrados
(Jem?) imediatamente apds o procedimento operatdrio e nos outros 4 dias
subsequientes. As porcentagens da &rea de necrose de todos 0s grupos
foram avaliadas no sétimo dia pds-operatorio com o método do gabarito de
papel e o melhor tratamento proposto foi 0 que aplicou a Terapia a Laser

dentro e fora do retalho.

PINFILDI et. al. (2008) quantificaram a proliferacdo mastocitaria na
pele de ratos submetidos ao retalho TRAM e tratados com Terapia a Laser
de Baixa Intensidade nas doses de 3, 6, 72, 144Jcm? em um ponto sobre o
pediculo vascular do retalho e nas doses de 3 e 6J/cn? em 24 pontos dentro
e forado retalho. Ao avaliar a area de necrose observaram gque os melhores
resultados foram nos animais tratados com um ponto sobre o pediculo, na

dose de 72Jcm? (%) e 144Jcm? (%) e que na contagem morfométrica de
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mastocitos foi maior nos animais dos grupos estimulados em um ponto
sobre o pedicul o, nas doses de 6J/cm? e 144J/cm?, sugerindo novos estudos

com doses acima de 144J/cmz.

MEIRER et al. (2007) compararam os efeitos da Terapia Génica por
Fator de Crescimento do Endotélio Vascular mediado pelo adeno-virus (ad-
VEGF) com as Ondas de Choque (2500 impulsos e 0.15mJmm), em ratos
submetidos ao retalho randdémico abdominal. Neste trabalho, os autores
observaram gue os animais tratados com as Ondas de Choque obtiveram
menor porcentagem de necrose (2,23%) quando comparados aos tratador
com ad-VEGF (9,25%) enquanto que o controle apresentou 17,4% de
necrose, ambos ao sétimo dia apos a elevacdo do retalho, sugerindo que as
Ondas de Choque s&o melhores para tratar lesdes cutaneas isquémicas no

model o proposto.

LIEBANO, ABLA, FERREIRA (2006) utilizaram 75 ratos Wistar
gue foram submetidos ao retalho cutdneo randdmico dorsal e estudaram o
efeito da estimulagdo elétrica nervosa tanscutanea de alta frequiéncia (80
Hertz), duracéo de pulso de 200ps e amplitudes de 5,10,15 e 20 miliapéres
(mA). Ao sé&timo dia pos-operatorio foi realizada avaliacdo da area de
necrose e 0s animais tratados com a amplitude de 15mA tiveram menor
area de necrose (39.92%) quando comparada aos animais do grupo
controle (61.92%).

LIEBANO, ABLA, FERREIRA (2008) utilizaram 75 ratos Wistar

gue foram submetidos ao retalho cutaneo randémico dorsal e estudaram o
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efeito da estimulacéo elétrica nervosa tanscuténea de baixa frequéncia (2
Hertz), duracédo de pulso de 200us e amplitudes de 5,10,15 e 20 miliapéres
(mA). Ao sé&timo dia pos-operatorio foi realizada avaliacdo da éarea de
necrose e 0s animais tratados com a amplitude de 15mA tiveram uma
menor area de necrose (32.14%) quando comparada aos animais do grupo
controle (43.88%).

RUSSO et al. (2006) utilizaram 16 ratos Wistar que foram
submetidos ao retalho cutaneo randdémico dorsal e estudaram o efeito da
estimulacdo elétrica nervosa tanscutanea de baixa frequéncia (2 Hertz),
duracdo de pulso de 200us e amplitude 15mA. Ao sétimo dia pés-
operatorio foi readlizada avaliacdo da &rea de necrose e 0s animais tratados
com a amplitude de 15mA tiveram uma menor area de necrose (21%)

guando comparada aos animais do grupo controle (45%).

MUAD et al. (2006) compararam a acdo isolada e associada do
buflomedil (6mg/kg) e da pentoxifilina (20mg/kg) na viabilidade de
retalhos cutaneos dorsais de ratos tratados com doses subcutaneas de
nicotina (4mg/kg) 40 dias pré-operatorio e 7 dias pos-operatdrio. Os
animais do grupo nicotina apresentaram menor area de tecido viavel
(60,7%) que os animais do grupo controle (73,7%). A area de tecido viavel
dos animais do grupo buflomedil foi de 76,4%, pentoxifilina 74,2% e
pentoxifilina associada ao buflomedil 74,0%. N&o foram encontradas
diferencas significativas quando as drogas foram utilizadas isoladamente

OU em associ ago.
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ABLA et al.(2005) analisaram a Acetilcisteina (300 mg/kg) por
gavagem, 15 minutos antes da elevacdo do retalho cuténeo randdémico, em
ratos. A &rea média de necrose no grupo controle foi 66% e no grupo
Acetilcisteina 52%. Os niveis de malondialdeido (MDA) foram menores
nas amostras de pele do retalho no grupo controle (1235ng/ml) do que nas
amostras do grupo acatylcisteina (2346ng/ml) e o oposto observado nas
amostras de pele normal dos animais do grupo controle (2038ng/ml) e do

grupo acetilcisteina (935ng/ml).

LEITE et al. (2007) utilizaram 14 ratos Wistar para estudar os efeitos
farmacol6gicos antioxidantes do Dimetil Sulfoxido em retalho randémico
dorsal de ratos expostos a nicotina. Todos 0s animais do experimento
foram submetidos a aplicacdo de nicotina (1.2mg/kg/dia) durante 7 dais
pré-operatérios e apos a devacdo do retalho, os animais foram
aleatorizados em dois grupos de sete animais cada, sendo um grupo
controle, em que os animais deste grupo receberam agua destilada (2
mi/Kg) por gavagem 5 minutos apos o procedimento operatorio enguanto
gue o0s outro sete animais receberam Dimetil Sulfoxido (2ml/kg) por

gavagem, cinco minutos apés os procedi mentos operatorios.

Ao avdiar a area de necrose, observaram média de 40,2% nos
animais do grupo controle enquanto que os animais tratados com Dimetil

Sulfoxido apresentaram media de 20,6% de necrose.

KHOURI et al. (1991) utilizaram ratos para identificar a propriedade
angiogénica do fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) em doi

grupos diferenes. Os animais do primeiro grupo foram tratados com 1ug de
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bFGF em solucéo de colageno administrado via subcutanea e observaram
um aumento da viabilidade quando comparado aos animais que passaram
pelo mesmo procedimento, entretanto sem o bFGF. Neste modelo, os
autores citam que o bFGF aumentou o0 nimero da rede vasculares entre a
ente a por¢do cranial e a porcéo caudal, impedindo a necrose. No segundo
grupo foram realizados dois retalhos abdominais de 6X2.5cm em cada
animal e tratou-se apenas um dos retalhos com 1pg via subcutanea. Neste

modelo ndo observaram diferencas estatisticamente significantes.

UHL et al. (1994) descreveram os efeitos do bFGF humano em
modelo de retalho cutaneo em orelha de rato nude. Os animais foram
aleatorizados em grupos com diferentes doses de bFGF humano (480ng,
1200ng e 2700 ng) e em intervalos de tempo diferentes de 6 e 18 dias de
aplicacGo antes da elevacdo do retalho. Anadisaram a perfuséo
microvascular dos retalhos no quinto dia pés-operatdrio através do
marcador fluorescente isotiocianato-dextrano administrado via intravenosa.
Os melhores resultados foram dos animais previamente tratados por 18 dias
antes do procedimento operatério na dose de 2700ng (bFGF Humano). Os
autores concluiram seu estudo afirmando que o bFGF humano é tempo e

dose dependente.

HAYWARD et al. (1991) estudaran o bFGF (100 pg via
subcutanea) para conferir sua importancia na angiogénese, em modelo de
retalho randémico dorsal em ratos. Analisaram o fluxo sangiiineo através
de laser Doppler antes e apds a eevacdo do retaho e ndo observaram

diferencas significantes no nimero e no didmetro dos vasos, entretanto, na
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andise histolégica foi observado um nimero aumentado de fibroblastos

perivascular.

TEPPER & MEHRARA (2002) realizaram um artigo de revisdo
narrativa sobre Terapia Génica em cirurgia plastica e discutem a
importancia de novos avangos cientificos neste ramos da Medicina
Regenerativa com suas vantagens e desvantagens, concluindo que a
Terapia Génica possivelmente sera aplicabilidade no processo de reparo

tecidual 6sseo e no tecido nervoso.

O’TOOLE et al.(2002) compararam o potencial angiogénico de trés
isoformas de VEGF (al65, bl167 e bl86) em modelo de retalho cutaneo
abdominal. Os vetores plasmidias foram administrada via subcutanea
(50ug) naregido do retalho de oito em oito centimetros, por toda extensao
do mesmo. Concluiram que os grupos tratados com as isoformas al65 e
b167 apresentaram viabilidade maior quando compara aos outros grupos,

todavia ndo houve diferenca entre nimero e calibre dos vasos.

ZHANG et al. (2001) estudaram o aumento da viabilidade do retalho
TRAM, em ratos, com a aplicacédo do VEGF recombinante. Utilizaram a
via subdérmica no pré-operatorio e as vias intravenosa e intra-arterial, no
intra-operatério. A dose do VEGF recombinante também variou de 50
microgramas para 0 grupo subdérmico a 100 microgramas para 0S outros
dois grupos. Obtiveram melhora da viabilidade do TRAM, apenas no grupo

com aplicacao pré-operatéria subdérmica.
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SEIFY, BILKAY, JONES (2003), compararam o efeito do VEGF
recombinante e da autonomizacéo cirurgica, na viabilidade do TRAM, em
ratos tratados no pré-operatério de dez dias. O VEGF recombinante foi
administrado, por via intramuscular e intra-arterial, em dose Unica de 100
microgramas. Conseguiram melhora da viabilidade do TRAM no grupo

autonomizado, nos grupos tratados com o VEGF e nos grupos onde houve

associacao.

GEHL (2003) define que a eletroporacéo utiliza pulsos curtos de alta
ou baixa voltagem com objetivo de superar a barreira do estrato céenero da
pele e das membranas celulares e com isso formar poros para aumnetar u
influxo de contelido extracelular para dentro da célula. O autor relata que a
eletroporagdo se mostrou eficaz para 0 carregamento de uma grande
variedade de moléculas, sendo corantes, marcadores, anticorpos, e para
oligonucleotideos de DNA e RNA e pode ser aplicada tanto in vitro como
in vivo. Atualmente sdo feitos tratamentos de cancer com objetivo de

controlar a proliferacéo celular utilizando técnicas de el etroporacéo.

SASAKI & PANG (1980), descreveram um método para avaiar a
necrose tecidual de retal hos cutaneos randomicos, utilizando papel vegetal,
grafite e balanca de precisdo. A vantagem desse método esta na facilidade

de utilizacéo e custo, devido avasta utilizacdo naliteratura

SANO et al. (2001) estudaram a validade de dois métodos. gabarito
de papel e programa de computador (Adobe Photoshop). Para tanto
utilizaram 64 ratos que foram submetidos ao retalho TRAM e foi redizado
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método de gabaritos de papel para entdo digitalizar forma de bitmap. Foi
avaiado pelo software, onde cada bitmap foi colorido correspondendo a
area viavel e ndo viavel dos retalhos. A partir disso, a soma dos pixels
individuais coloridos foram somados para calcular a porcentagem da érea
de viabilidade dos retalhos. A comparacéo de ambos os métodos em 64
ratos mostrou que a &rea viavel do retaho foi levemente maior quando
usado o método com software do programa de computador, porém, nao
houve diferenca estatisticamente significante em comparagdo ao grupo
avaliado com o método gabarito de papel (p=0,479). Portanto, sugerem o
método computadorizado por ser especifico para retalho TRAM em rato e
por evitar pequenos erros no momento da pesagem do gabarito, no método

convencional.
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4. METODOS

4.1- ANALISE E APROVACAO DO PROJETO

O Projeto de Pesguisa foi submetido e aprovado pela Comisséo
Interna de Biosseguranca (Apéndice 1) e pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP), sob protocolo
numero 0223/08(Apéndice 2).

4.2- TIPO DE PESQUISA

O presente estudo € primério, intervencional, experimental, analitico,
controlado, aleatorizado e duplo-cego, que foi realizado no laboratério de
Microcirurgiada Disciplina de Cirurgia Plasticada UNIFESP.

4.3- AMOSTRA

Foram utilizados 60 ratos da linhagem Wistar-EPM1(Rattus
norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia), machos, adultos, pesando entre

230 e 300 gramas (g), com peso médio de 270g no inicio do experimento,
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oriundos do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para
Medicinae Biologia (CEDEME) da UNIFESP.

Os animais foram acondicionados em gaolas individuais de
polipropileno, durante 15 dias antes do inicio do experimento, recebendo
racdo e agua ad libitum durante todo o periodo do trabalho, tendo ciclos de
claro-escuro de 12 horas cada, com temperatura constante de 22° Celsius
(C), segundo as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA, 2007).

4.4 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram aleatorizados pelo método de envelopes opacos
selados e distribuidos em quatro grupos, de acordo com os procedimentos

operatorios e terapéuticos de cada grupo, como segue.

Grupo Controle (GC): Nos animais deste grupo foi realizado apenas o
retalho TRAM,;

Grupo Nicotina (GN): Os animais deste grupo foram submetidos a
aplicagdo subcutanea de nicotina na regido dorsal, dois cm a direita da
quinta vértebra lombar, diariamente, por sete dias antes da realizacéo do
retalho TRAM, na regido dorsa do animal, sobre a articulacdo coxo-

femoral;
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Grupo VEGF (GV): Nos animais deste grupo, foi realizada injecéo
intradérmica de VEGF plasmidial, seguida de eletroporacdo, um minuto
antes do procedimento operatorio de retalho TRAM;

Grupo Nicotinat VEGF (GNV): Os animais deste grupo foram
submetidos a administragdo subcutanea de nicotina na regido dorsa dois
cm a direita da quinta vértebra lombar diariamente, por sete dias pré-
operatorios na regido dorsal do animal, sobre a articulagdo coxo-femoral.
Um minuto antes do procedimento operatdrio do retalho TRAM, os animais
deste grupo foram tratados com injecédo intradérmica de VEGF plasmididl,

seguida de eletroporagdo, como segue 0 organograma:

n = 60 ratos

GC GN GV
15 ratos 15 ratos 15 ratos

|
GNV
15 ratos

GC- Grupo Controle (n= 15ratos)
GN- Grupo Nicotina (n= 15 ratos)
GV- Grupo VEGF (n= 15 ratos)

GNV- Grupo Nicotina VEGF (n=15 ratos)

Figura 1- Organograma ilustrando a distribuic¢&o dos grupos.
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4.5- ADMINISTRACAO DA NICOTINA

A nicotinafoi administrada com auxilio de seringa de insulina de um
mililitro (ml) e agulha hipodérmica de 45x13 milimetros (mm). Foram
injetados 1,2 miligramas (mg) de nicotina, por quilograma (Kg) de peso do
animal, por dia, durante 7 dias pré-operatérios, na regido dorsal, dois

centimetros (cm) a direita da quinta vértebralombar.

4.6- PROCEDIMENTO TERAPEUTICO

Para realizacdo do tratamento com o plasmideo codificando o gene
VEGF, os animais do GV e do GNV foram previamente anestesiados com
associacao de 100 mg/Kg de Cloridrato de Ketamina com 50 mg/kg de
Cloridrato de Xilazina. Os animais foram retirados da gaiola, contidos pela
regido dorsal para aplicacdo via intramuscular, de anestésicos, no musculo
gastrocnémio direito. Para aplicacdo dos anestésicos, foi utilizada seringa

de 1 ml e agulha hipodérmica de 45 x 13 mm.

Em plano anestésico os animais foram posicionados em decubito
dorsal, sobre mesa operatéria, para realizacéo da depilacéo digital daregido
adbominal, em uma érea de 6 cm latero-lateral por 7 cm cranio caudal,
adotando como limite cranial a margem inferior do apéndice xiféide
(Figura 2).
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ApOs a tricotomia, foi demarcado o campo operatério, dois cm
abaixo do apéndice xiféide, medindo cinco cm latero-lateral por 3 cm

cranio-caudal.

As zonas do retalho TRAM, foram desenhadas para entéo ser injetado
o vetor plasmidial, utilizando seringa de 1 ml de insulina e agulha
hipodérmica de 45 x 13 mm, foi administrado via intradérmica, na zona 1,

1,5 cm abaixo do limite cranial do retalho, 50 pg de vetor plasmidial em 50
pl de PBS (Phosphate-Buffered Saline, pH 7,4) (Figura 3).

Figura 2- Regido abdomina ap6s Figura 3- Injecdo intradérmica do
depilacéo digital plasmideo.

O vetor plasmidial uP foi construido pela insercéo de uma sequencia
de DNA contendo o intron 1 do gene CMV (citomegalovirus) com sinal de
splicing entre o promotor CMV e o sitio de policlonagem do vetor pVAX
(Invitrogen). O cDNA do gene VEGF45 (Vascular Endothelial Growth

Factor 165) foi inserido entre os sitios Eco Rl e Eco RV do vetor uP. O
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vetor foi produzido em larga escala e purificado por cromatografia

utilizando o kit de Megaprep (Qiagen) e dissolvido em tampéo PBS.

Logo apbésaadministrac a0 do plasmidio foi redizada a
eletroporagdo utilizando um eletroestimulador (Electro Square Porator
ECM 830; BTX, San Diego, CA) de ata voltagem (>30 Volts) com
eletrodo tipo agulhade 5 mm (Figura 4). Trés pulsos de 80 volts (V) foram
conduzidos no local da injecdo com 50 milissegundos de duragéo e com 1

segundo de interval o entre os pulsos. (Figura 4).

Figura 4- Eletroporagdo intra-dérmica com
eletrodos metélicos na zona 1 do retalho
TRAM.

4.7- TECNICA OPERATORIA

Todos os animais foram operados pelo mesmo pesquisador, que n&o

tinha conhecimento dos grupos 0s quais pertenciam os animais. A técnica
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operatéria foi realizada em concomitancia com o modelo de retalho TRAM
descrito por ELY & FERREIRA (2003).

Um minuto apds o procedimento terapéutico, ainda anestesiados, 0s
animais foram preparados para o procedimento operatorio, realizando anti-
sepsia com iodo, de toda regido abdominal e a pele foi incisada em todo o
perimetro do retalho com auxilio de lamina de bisturi numero 15 (Figura
5).

A disseccdo do mesmo iniciou-se no lado contralateral (esquerdo) ao
pediculo, com a disseccdo no plano supra-aponeurdtico, de lateral para

medial, antes de alcancar a Linha Alba (Figura 6).

N

i A

|
| 4
|

6 7 8

Figura 5- Incisdo da pele por todo perimetro Figura 6- Dissecgdo do plano  supra
do retalho TRAM, em reto. aponeurdtico, de lateral para medial
até a linha Alba do retalho TRAM,

emreto.

Ipsilateralmente (direito) ao pediculo, o retalho foi dissecado antes

damargem lateral direita do musculo reto do abdome (Figura 7).
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Figura 7- Disseccdo do plano supra-
aponeurdtico  ipsilateral a0
pediculo do retalho TRAM.

Posteriormente, foi realizada incisdo ao longo da Linha Alba,
seguida por incisdo na porcdo cranial do musculo reto do abdome direito
(Figura 8). O retalho foi elevado apds seccdo da margem lateral do musculo
reto do abdome e a area doadora fechada, por meio de sutura continua com
nailon monofilamentar 4-0 (Figura 9).

Figura8- Incisoo na l nhaAI ba.e na porgo Figura 9- Sutura continua da &rea doadora
cranial do musculo reto do

abdome do retalho TRAM
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O retaho ficou pediculado somente no musculo reto do abdome
direito, baseado na artéria epigéstrica profunda caudal direita e a pele foi
suturada com fio de néilon 4-0, primeiro com pontos separados, na linha

média e nos quatro angulos do mesmo.

Em seguida foi realizada sutura continua, com o fio de néilon 4-0,
por todo perimetro do retalho (Figura 10).

Figura 10- Sutura da pele, por todo perimetro do retalho
TRAM, com fio de néilon 4-0.

Apbés o procedimento operatério e, diariamente, até o dia da
eutandsia, foi realizado método analgésico com 5 mg/kg de Cloridrato de

Tramadol, por gavagem.
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4.8- ANALISES MACROSCOPICAS DA AREA DE NECROSE

A andlise macroscopica foi readlizada pelo método sugerido por
SANO et al.(2001) para gquantificar a porcentagem macroscopica de
necrose em retalho TRAM, com a utilizacao de papel vegetal, grafite 2B e
Software Adobe Photoshop CS/2®. Para esta mensuragdo, 0s animais
foram anestesiados, no 5° dia pos-operatério, com a associacdo de 100
mg/Kg de Cloridrato de Quetamina, com 50 mg/Kg de Cloridrato de

Xilazina, viaintramuscular, no musculo gastrocnémio direito .

Ao atingirem plano anestésico, 0os animais foram posicionados em
decubito dorsal, para sobrepor um corte de papel vegetal, com gramatura de
90 g /95 metros quadrados (m?), medindo 10 cm de largura por 10 cm de
comprimento. Com a grafite 2B, os pesqguisadores desenhavam todo o
comprimento do retalho e em seguida a regido do retaho onde houve
necrose (Figura 11). Esta avaliagao foi realizada por dois pesquisadores que
nao sabiam a quais grupos 0s animais pertenciam.

Figura 11- Desenho da é&ea do retaho,
demarcando a éarea de necrose do
TRAM.



34

O tecido vidvel foi determinado como sendo pele de cor rosea,
macia, com pélos e temperatura elevada. O tecido necrosado teve como

parametros pele escurecida, rigida, sem pélos e hipotérmica.

Os moldes desenhados em papel vegeta foram digitalizados em
escaner, na resolucéo de 300 dpi. Com o software Adobe Photoshop foi
mensurada, em pixels, a area total do retaho e em seguida a &rea de
necrose do retalho também em pixels (Figura 12).
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Figura 12- Mensuraco digital da &rea de necrose pelo software Adobe Photoshop®

Para determinar a porcentagem da érea macroscopica de necrose de
cada animal foi aplicada a seguinte formula:

PORCENTAGEM DE NUmero de pixels da &rea de necrose do retalho % 100
AREA DE NECROSE — Numero de pixels da areatotal do retalho
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Os vaores de area de necrose e de area total do retalho foram
inseridos no software Microsoft Office Excel 2007® para organizagao dos

dados, formatacdo das tabelas e envio para andlise estatistica.

4.9 — ANALISES MICROSCOPICAS DE DENSIDADE VASCULAR

ApOs as mensuragdes macroscopicas feitas pelos dois pesquisadores,
0s animais, ainda anestesiados, foram submetidos a biopsia do fragmento
de pele que compreendia todo o perimetro do retalho, incluindo as areas

gue necrosaram.

Este fragmento de pele foi fixado em solugcdo de formalina
tamponada a 10%, com Ph de 7.0, em temperatura de 20°C, por 24 horas, e
encaminhado para processamento. Para evitar retragdo das proteinas
fibrosas da derme, durante a fixagao, as amostras de pele foram anexadas a

cubos retangulares de cortica, medindo 5x3x1 cm (figura 13).

Posteriormente a fixacdo por 24 horas, as amostras de pele foram
clivadas em cortes longitudinais, totalizando quatro fragmentos de
aproximadamente 1,25 cm de largura por 3 cm de comprimento, de acordo

com a zonadeisguemiado retalho (figura 14).
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Figura 13- Bidpsia da pele anexada em Figura 14- Clivagem da bidpsia de acordo
cortica. com as zonas.

Cada fragmento de pele, de acordo com a zona, foi desidratado em
banhos crescentes de dcool, seguido pela clarificacdo em banhos de xilal,

infiltrados em parafina a 60°C e posteriormente emblocados em parafina.

Os blocos de parafina foram encaminhados para microtomia, onde
foram realizados com cortes histologicos de 5 micrébmetros (um), dos
guatro fragmentos, de cada zona de necrose do retalho, totalizando 4 cortes

histol 6gicos, sendo um de cada zona do retalho.

Para coloracdo de Hematoxilina e Eosina as laminas, contendo os
fragmento de pele, foram desparafinizadas em xilol, hidratadas em banhos
decrescentes de dcool até a agua deionizada, corada em Hematoxilina de

Mayer, seguida da coloracéo de Eosina-Floxina.

Posteriormente, as laminas com os fragmentos de pele foram

desidratadas em banhos crescentes de dcool e clarificadas em xilol.

ApoOs coradas, as laminas foram montadas com balsamo e laminula

para serem e analisadas.
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O méodo de contagem morfométrica de vasos, expresso em
porcentagem estereldgica de densidade vascular tecidual, seguindo o
principio de Delesse, sugerido por ARIAS & SOARES (2000).

Para mensuragdo da densidade vascular foram realizadas
fotomicrografias de cada zona de isguemia de todos os ratos do

experimento.

As fotomicrografias foram redlizadas com camera digita Sony®

acoplada ao microscopio éptico Zeiss®, em aumento de 400 X.

Um gradado, com 100 pontos foi sobreposto as fotomicrografias nos
guais foram contados 0s vasos que coincidiam com os pontos e o valor da
densidade vascular expresso em porcentagem. Esta mensuragdo foi
realizada por dois pesquisadores, nos quais ndo tinham conhecimento de

quais laminas pertenciam aos animais de cada grupo.

Figura 15- Grade para contagem de vasos

Ao fina da contagem dos vasos, de cada lamina referente as zonas,

foi realizada a média aritimética do percentua de densidade vascular de
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cada animal e os valores foram inseridos no software Microsoft Office
Excel 2007® para organizagao dos dados, formatacéo das tabelas e envio

para andlise estatistica.

4.10- ANALISES ESTATISTICAS

Foram comparadas as medidas dos pesos dos animais, entre o0s
grupos, para verificar se houve diferencas de idades e estado nutricional
dos ratos, no dia zero (dO) do experimento. Para comparacdo entre oS

grupos foi utilizada a analise de variancia de Kruska-Wallis.

Para andlise dos resultados foi utilizada concordancia entre dois
avaliadores, tanto para variavel area de necrose como para variavel
densidade vascular e para calcular estas diferencas foi realizado o teste de

Wilcoxon.

Para avaliar a diferenca das porcentagens das variavels area de
necrose e densidade vascular, entre os grupos da pesquisa, foi utilizada a

andlise de varidnciade Kruskal Wallis.

Ficou previamente estabel ecido em 0,05 ou 5% o nivel de rejeicéo da
hipétese de nulidade e ao término do trabalho, os dados estatisticos foram

apresentados naforma de tabel as e gréficos.
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5- RESULTADOS

Ao final do experimento, ndo foi constatado Obito de animais e para
andise comparativa dos pesos dos animais, em relacdo aos grupos foi
realizada andlise variancia de Kruskal-Wallis, que demonstrou néo haver
diferencas estatisticamente significantes no dia zero do experimento
(APENDICE 3).

As anélises de area de necrose (APENDICE 4) e densidade vascular
(APENDICES 5, 6, 7 e 8), foram avaliadas por dois pesquisadores e para
comparacdo entre os avaliadores, foi aplicado o teste de Wilcoxon que
demonstrou ndo haver diferencas estatisticamente significantes entre os
avaiadores, portanto para aplicacdo dos testes estatisticos seguintes, foram

utilizados apenas os dados do avaliador 1.

Ao avdiar a area de necrose na Tabela 1, pdde-se observar que a
maior porcentagem mediana foi a do GN (62.19%), seguida pelo GC
(44.18%), GNV (12.58%) e a menor porcentagem foi a do GV (4.10%),
ilustrado pelaa Figura 15



TABELA 1- Vaores das porcentagens de area de necrose de
cada animal em relacéo ao grupo

Animal Controle Nicotina VEGF Nicotina+VEGF
1 40.08 55.35 3.88 19.68
2 41.04 57.30 25.42 21.41
3 53.57 56.63 4.31 12.95
4 53.61 60.70 4.54 13.18
5 45.34 54.76 5.00 16.40
6 48.69 77.84 4.10 12.42
7 44.18 63.53 3.63 5.84
8 34.30 62.19 4.66 5.63
9 51.27 71.07 0.00 16.83
10 38.35 68.00 0.00 9.90
11 41.79 59.60 20.34 12.58
12 48.54 68.39 4.29 11.18
13 53.53 60.78 0.00 10.18
14 38.08 64.71 2.94 5.36
15 34.48 69.08 0.00 21.61

Mediana  44.18% 62.19% 4.10% 12.58%
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Figura 16- Distribuicdo dos vaores da

Porcentagem da area de necrose,
em relacdo aos grupos do estudo.
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De acordo com os resultados da Tabela 2, houve diferenca
estatisticamente significante na comparagdo entre os grupos Controle e
Nicotina (p<0,05), Controle e VEGF (p<0,05), Controle e Nicotina +VEGF
(p<0,05), Nicotina e VEGF (p<0,05), Nicotina e Nicotinat+V EGF (p<0,05),
e, ha comparagao entre os grupos VEGF e Nicotinat+VEGF (p<o0,05).

TABELA 2- Comparagio estatistica da Area de Necrose entre 0s grupos
(Andlise de Variancia de Kruskal-Wallis).

Comparagdes da Area de Necrose Diferencas entre POStOS  Z caculado Z aritico . P

Postos médios- Controle e Nicotina 90.325 5.0441 2.635 <0.05
Postos médios- Controle e VEGF 232.5667 12.9874 2.635 <0.05
Postos médios- Controle e Nicotina+VEGF 157.1083 8.7735 2.635 <0.05
Postos médios- Nicotinae VEGF 322.8917 18.0314 2.635 <0.05
Postos médios- Nicotina e Nicotina+VEGF 2474333 13.8176 2.635 <0.05
Postos médios- VEGF e Nicotina+VEGF 754583 4.2139 2.635 <0.05

A porcentagem da densidade vascular foi considerada através do
valor mediano calculado pelas zonas 1, 2, 3 e 4 de cada animal e distribuida
pelos grupos do estudo (APENDICE 5).

A Tabela 3 demonstra que o grupo Nicotina (6%), apresentou menor
porcentagem de densidade vascular em relagdo ao grupo Controle
(11,75%), ja o grupo Nicotina+tVEGF (32,75%) apresentou uma maior
porcentagem de densidade vascular, superada apenas pelo grupoVEGF

(39%), como mostra a Figura 16.



TABELA 3- Vaores das medianas da Porcentagem da Densidade
Vascular por zona

Controle Nicotina VEGF V EGF+Nicotina

Zonal 125 8 40.5 34
Zona?2 115 7 39 335
Zona3 12 5 39 32
Zona4 7.5 15 38 30.5
Mediana 11.75 6 39 32.75
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Figura 17- Distribuicdo dos valores da Porcentagem da

densidade vascular, em relacéo aos grupos do
estudo.
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TABELA 4- Comparacédo da Densidade Vascular entre os grupos (Andlise
de Varianciade Kruskal-Wallis)

Comparacfes da Densidade Vascular Diferencaentre POStoS Z cacuiado  Z aritico ™ P

Postos médios- Controle e Nicotina 90.325 5.0441 2.635 <0.05
Postos médios- Controle e VEGF 232.5667 12.9874 2.635 <0.05
Postos médios- Controle e Nicotina+VEGF 157.1083 8.7735 2.635 <0.05
Postos médios- Nicotinae VEGF 322.8917 18.0314 2.635 <0.05
Postos médios- Nicotina e Nicotinat+VEGF 247.4333 13.8176 2.635 <0.05
Postos médios- VEGF e Nicotina+VEGF 75.4583 42139 2.635 <0.05

A Andlise de Variancia de Kruska-Wallis observada na Tabela 4
ratificou diferencas estatisticamente significantes, na comparagdo entre
todos os grupos (p<0,05).

De acordo com o demonstrado na Tabela 4, a densidade vascular foi

maior no grupo VEGF em relacéo ao controle como mostraa Figura 17.
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FIGURA 18- A Fotomicrografia da zona 1, da pele do rato do grupo
Controle em aumento de 400 X. B: Fotomicrografia da
zona 1, da pele do rato, do grupo VEGF em aumento de
400X. As setas mostram 0s vasos sanguineos.
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Houve diferenca estatisticamente significante na comparacéo entre o
grupo Nicotina e o grupo Nicotina+VEGF, onde a densidade vascular foi

maior no grupo Nicotina+VEGF, como mostraa Figura 18.
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FIGURA 19- A: Fotomicrografia da zona 1, da pele do rato, do grupo

Nicotina em aumento de 400 X. B: Fotomicrografia da

zona 1, da pele do rato, do grupo NicotinatVEGF em
aumento de 400X. As setas mostram 0s vVasos Sanguineos.
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6. DISCUSSAO

Para o Ingstituto Nacional do Cancer (INCA, 2008), o cancer de
mama € 0 que mais causa obito entre mulheres no Brasil e apesar de um
procedimento invasivo que mutila ndo somente o segmento fisico, como
também os simbolos psicologicos de feminilidade, sexualidade e
maternidade, a mastectomia ainda € uma das aternativas terapéuticas

largamente utilizadas.

A cirurgia plastica apresenta um papel fundamental para a
reconstrucdo maméria de mastectomizadas, onde o retaho TRAM,
apresenta grande aceitacdo pelos cirurgides e pacientes (VEIGA et al.,
2002; VEIGA et al., 2004).

Embora apresente varias vantagens, ndo apenas na reconstrucéo
fisica do segmento corpora amputado, como também, para o bem estar
psicolégico de pacientes mastectomizadas, o retalho TRAM apresenta
fatores que podem diminuir sua viabilidade e para possibilitar 0 melhor
entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos do retalho TRAM, foram
desenvolvidos modelos experimentais (KERRIGAN, 1983).

Dentre os mecanismos que podem diminuir a viabilidade do retalho
TRAM, o Unico intrinseco ao retalho € a reducéo do suprimento sanguineo,
decorrente da seccéo dos feixes vasculo-nervosos da pele (HARTRAMPF,
SCHEFLAN, BLACK, 1982), e esta reducéo do fluxo sanguineo pode ser
exacerbada em condicdes patol 6gicas como a diabetes e principalmente em

condi¢cbes comportamentais como o tabagismo.

Ao estudar pacientes tabagistas, mastectomizadas e submetidas ao
retalho TRAM, LOVICH & ARNOLD (1994), mostraram que o0 habito de
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fumar esteve relacionado com a perda parcial do pediculo muscular e da
pele suprajacente. Estes dados corroboram com os achados de SPEAR et
al. (2005) que estudaram durante 10 anos, de forma retrospectiva, uma
amostra de 200 pacientes distribuidas em concomitancia com a distribui¢éo
realizadapor LOVICH & ARNOLD (1994), sendo um grupo composto por
paci entes tabagistas, outro grupo composto de pacientes ex-tabagistas e um
terceiro grupo composto de pacientes ndo-tabagistas, que foram submetidas
a0 retalho TRAM para reconstrucdo mamaria pés-mastectomia e
concluiram neste trabalho, que através da regressdo logistica, as pacientes
tabagistas apresentaram diversos fatores de risco como infecgao, retardo no
processo de reparo tecidual e necrose parcial do retalho. As pacientes ex-
tabagistas apresentaram retardo no processo de cicatrizacdo pds-operatorio,
hematomas e 23% da amostra deste grupo apresentaram perda total do
retalho, com necrose subcutdnea. Assim, SPEAR et al. (2005) contra-
indicam o procedimento operatorio em pacientes tabagistas e em pacientes
ex-tabagistas que pararam de fumar quatro semanas antes da reconstrucao
mamaria.

FORREST, XU, PANG (1994) relataram que o tabagismo reduz a
viabilidade de retalhos cutaneos, tanto em estudos clinicos quanto em
ensai os experimentais em porcos Yorkshire, ressaltando que 0s mecanismos
fisiopatologicos da nicotina em retalhos cirdrgicos ainda ndo sdo bem
conhecidos, embora relate em seus estudos que os efeitos vasoconstritores
da noradrenalina foram significantemente aumentados na presenca da N-
omega-monometil-L-arginina que se trata de um inibidor do oxido nitrico
endotelial.

Em pesquisas envolvendo ratos, ha uma grande discordancia da

literatura quando as vias de administracdo, bem como as dosagens de
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nicotina pois VAN-ADRICHEM et al. (1996) investigaram os efeitos da
nicotina em ratos submetidos ao retalho retalho randdmico dorsal com
pediculo distal. A administracéo da nicotinafoi realizada viainaatéria e os
animais foram contidos em uma camara de inducéo de fumaga de cigarro.
A cada dois segundos, 35 ml de fumaca de cigarro (1,5 mg de nicotina),
diluida em 700 ml de ar ambiente foi introduzida na cAmara que possuia
20.8% de oxigénio, 0,3% de dioxido de carbono e 200 ppm de mondxido

de carbono, durante periodos de 20 minutos, com quatro horas de intervalo.

Os animais que ndo foram expostos a nicotina apresentaram
viabilidade média de 65.4% no 14° dia apds a operacdo, entretanto os
animais submetidos a nicotina, durante sei's semanas antes do procedimento
operatorio, apresentaram 52.7% de viabilidade no 14° dia pds-operatorio e
0S animais expostos a nicotina por seis semanas antes e por duas semanas
apos o procedimento operatorio apresentaram viabilidade de 47.5% no 14°

dia pds operatorio.

Apesar de eficazes, estes métodos inalatorios de administracdo da
nicotina s&o mais caros quando comparados aos métodos injetaveis, por
necessitarem de equipamentos especificos e treinamento profissinal
especializado para lidar com estes métodos devido a biosseguranca dos

pesguisadores envolvidos neste tipo de pesquisa.

FORREST, PANG, LINDSEY (1987), aplicaram via subcutanea as
doses de O, 1, 2, 4 e 8 mg/kg, diluidos em 2ml de solucéo sdina, por 4
semanas antes e uma semana apos da elevacao do retalho e concluiram que
as doses de 2, 4 e 8 mg/Kg diminuiram a viabilidade dos retalhos.
Corroborando com estes achados, FORREST, PANG, LINDSEY (1991) e
AKER et al. (1997) aplicaram via subcuténea, em dias aternados,
0.6mg/kg, por 24 semana em ratos submetidos posteriormente ao retalho
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randémico dorsal e também observaram uma reducdo na viabilidade dos
retal hos.

ELY et al. (2003) aplicaram nicotina (2mg/Kg) via subcutanea, por
28 dias prée-operatorios, duas vezes ao dia. Os animais foram submetidos ao
retalho TRAM e 48 horas apos o retalho, foi analisada a area macroscopica
de necrose do retalho que foi significantemente maior nos animais que
foram tratados com nicotina em relacéo aos animais do grupo controle que
receberam 0,2ml de solucdo de Cloreto de Sodio (0.9%).

LEITE et al. (2007) utilizaram 14 ratos Wistar, a eatorizados em dois
grupos de sete animais cada. Todos os animais deste estudo receberam
nicotina (1.2mg/kg/dia) via subcutanea, por sete dias pré-operatérios, e
foram submetidos ao procedimento operatdrio de retalho randdmico dorsal.
Cinco minutos apds o término dos procedimentos operatorios os animais do
grupo nicotina receberam 2 ml/kg de agua destilada por gavagem e os
animais do grupo nicotina+ dimetil sulfoxido receberam 2 mi/kg de dimetil
sulfoxido. No sétimo dia poés-operatorio foram avaliados as é&reas
macroscopicas de necrose e observaram diferencas significantes entre as
médias do grupo nicotina (40.2%) comparada ao grupo nicotina+ dimetil
sulfoxido (20.6%0).

A defini¢cdo das doses de nicotina e das vias de administragéo para o
presente experimento, foram adotadas levando em consideracéo o estresse
do animal, os baixos custos e a facilidade de administracéo, sendo o
trabalho de LEITE et al. (2007), seguido como método eficaz para o
modelo experimental de tabagismo em ratos, por apresentar baixo custo e
facil aplicagcdo em relagdo aos trabalhos de VAN-ADRICHEM et al.
(1996). Além de que LEITE et al. (2007) aplicaram a nicotina via
subcutanea por 7 dias pré-operatérios com doses de 1.2mg/kg/dia.
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Entretanto ELY et al. (2003) aplicaram nicotina via subcutanea por 28 dias
pré-operatorios com doses de 2 mg/kg duas vezes ao dia, 0 que ocasiona
um estresse maior aos animais, com efeito semelhante quanto a viabilidade
dos retalhos.

Apesar de utilizar modelos de retalhos diferentes, estes resultados
confirmam os achados do presente experimento, em que se pode observar
diferenga estatisticamente significante (p<0,05) nos animais do GN que
apresentaram area de necrose mediana de 62.19% em relacdo aos animais
do GC com 44.18% de area de necrose. Estes resultados do GC foram
semelhantes aos resultados encontrados por PINFILDI et. al. (2008) que
apresentaram 37.49% de area de necrose nos animais do grupo controle em
que foram submetidos ao retalho TRAM e a simulagdo de tratamento com
LASER.

Tais achados sugerem que a nicotina aplicada via subcutanea
(1.2mg/kg/dia) promove reducéo da viabilidade tanto em modelos de

retalho randdmico como em retalho TRAM, em ratos.

Houve também diferenca significante na comparacéo da érea de
necrose dos animais do GN com os animais do GV (4.10%) e do GN com
osanimaisdo GNV (12.58%).

Com 0 objetivo de se estudar a 0 aumento da vascularizagdo e o
processo de angiogénese, varios pesquisadores utilizam agentes fisicos
como Laser (PINFILDI et al., 2006; PINFILDI et al., 2008), ondas de
choque (MEIRER et al., 2007), TENS (LEBANO, ABLA, FERREIRA,
2006; RUSSO et al., 2006; LEBANO, ABLA, FERREIRA, 2008) e
recursos farmacol 6gicos como a pentoxifilina e buflomedil (MUAD et al.,
2006), acetilcisteina (ABLA et al., 2005) , dimetil sulfoxido (LEITE et al.,
2007) e com os avangos da Medicina Regenerativa, pesquisadores vém



52

utilizando os conhecimentos da Terapia Génica, empregando genes
especificos, gque expressam fatores de crescimento, para aumentar as
respostas vasculares sobre |esdes isquémicas da pele (KHOUR et al., 1991;
UHL et al., 1994; TEPPER & MEHRARA, 2002).

KHOUR et al. (1991) demonstraram que a administracéo do Fator de
Crescimento de Fibroblasto (FGF) aumentava a viabilidade da pele ap6s
aplicacdo intradérmica seguida de retalho randémico, concomitantemente,
UHL et al. (1994), concluiram que o uso de FGF pré-operatdrio preveniu a
necrose de retalho de pele. Contudo, HAYWARD et al. (1991), ndo
encontraram melhora na viabilidade do retalho apés a aplicacéo do FGF.
Todavia, TEPPER & MEHRARA (2002) sugerem gque um método de
Terapia Génica eficaz é a injecdo direta do DNA através de um vetor
plasmidial, nos tecidos e células pois os plasmideos sdo fragmentos de
DNA presentes em bactérias, que conferem resisténcia a antibidticos.
Através de engenharia genética, estes plasmideos podem ser tratados
incorporando genes para a producdo de fatores de crescimento. Uma vez
incorporado as células avo, este gene atua estimulando a sintese do fator

de crescimento.

No presente estudo, utilizou-se este método de injecdo direta do
DNA através de um vetor plasmidial por ser um método mais simples e
barato quando comparado ao método que utiliza ainjecdo direta da proteina

recombinante.

O Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF) é o fator
angiogénico mais influente. Foi, inicialmente identificado em células
tumorais, aumentando a permeabilidade vascular a macromoléculas e
TEPPER & MEHRARA (2002) referem que as limitacOes da utilizagéo dos
fatores de crescimento recombinantes podem ser causados pela rapida
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inativagdo enzimética desta proteina e por apresentar um alto custo para sua
preparacao.

Em contrapartida, O’TOOLE et al.(2002) relataram aumento da
viabilidade do retalho abdominal em ratos com utilizacdo do VEGF
plasmidial. Neste estudo, foram utilizadas algumas isoformas da proteina,
entretanto, os pesquisadores relatam que a mais fisiologicamente ativa é a
isoforma 165. Estes dados forneceram os parametros para realizacéo do

presente estudo.

FERRARA & DAVIS-SMYTH (1997) relatam que a secrecéo e
expressdo do VEGF, relacionadas a hipoxia tecidual, causa vasodilatacéo,
aumento da permeabilidade vascular, proliferacdo de células endoteliais e
ativacdo de metaloproteinases, que lisam a matriz extracelular para

crescimento de um novo vaso.

Tais relatos concordam com ZHANG et al. (2001), nos quas
estudaram o aumento da viabilidade do retalho TRAM, em ratos, com a
aplicacéo do VEGF recombinante via subdérmica no pré-operatorio e as
vias intravenosa e intra-arterial, no intra-operatorio. A dose do VEGF
recombinante também variou de 50 microgramas para o grupo subdérmico
a 100 microgramas para os outros dois grupos. Obtiveram aumento na
viabilidade do TRAM, apenas no grupo com aplicacdo pré-operatéria

subdérmica (25.6% de érea de necrose).

Estes achados corroboram com o presente experimento onde obteve
resultados significantes na aplicacéo intradérmica na dose de 50ug nos
animais do GV e do GNV com éarea de necrose de 12.58% e 4.10%

respectivamente.
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Diferentemente, SEIFY, BILKAY, JONES (2003), compararam o
efeito do VEGF recombinante e da autonomizag&o cirurgica, naviabilidade
do TRAM, em ratos tratados no pré-operatorio de dez dias via
intramuscular e intra-arterial, em dose Unica de 100 microgramas.
Obtiveram melhora da viabilidade do TRAM no grupo autonomizado, nos
grupos tratados com o VEGF e nos grupos onde houve associacdo. Apesar
de discordar dos achados de ZHANG et al. (2001), SEIFY, BILKAY,
JONES (2003) demonstraram que a via sistémica de terapia génica

interferiu positivamente para sobrevivéncia do retalho TRAM.

No presente estudo, utilizou-se o método de injecéo direta de DNA
através de um vetor plasmidial, método esse mais simples, porem com

objetivo de aumentar a penetracao do vegf.

A Terapia Génica, usualmente utiliza recursos para potenciaizar a
transfeccdo de genes nas céulas-alvo, principamente atraves da

el etroporagao.

A eletroporacéo € a utilizaco de pulsos € étricos de microssegundos
a milissegundos de duracéo, através de uma corrente aternada de alta
voltagem que ultrapassa a membrana celular, promovendo um rearranjo
morfologico da bicamada lipidica, formando canais hidrofilicos em sua
extensdo, tornando-a altamente permeavel a mol écul as exdgenas, presentes
naMEC (GEHL, 2003).

Para quantificagGo macroscopica da eficacia dos métodos
empregados com finalidades terapéuticas, SASAKI & PANG (1980),
descreveram um método para avaliar a necrose tecidual de retalhos
cutaneos randbmicos, utilizando papel vegetal, grafite e baanca de
precisdo. A vantagem desse método esta na facilidade de utilizag&o e custo,

devido a vasta utilizagdo na literatura, mostrando ser um método eficaz e
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confiavel (SASAKI & PANG, 1980; LIEBANO et al, 2002; PINFILDI et
al., 2005).

SANO et al. (2001), utilizaram este método para avadiacdo de
retalho TRAM, utilizando o gabarito de papel, escaneado el etronicamente e
salvo em bitmap (.bmp) para posterior analise da érea de necrose com o
software Adobe Photoshop 6.0.

A utilizacdo de um método computadorizado evita alguns pequenos
erros no momento da demarcacdo dos limites do retalho; porém esses

autores discutem que mesmo esses pequenos erros nao fazem diferenca no

momento da afericdo (SANO et al. 2001) e para o0 presente estudo, utilizou-
se 0 método computadorizado, por se tratar de um método espeifico para
avaiar a area de necrose de retalho TRAM, uma vez que o método descrito
por SASAKI & PANG (1981) foi utilizado para avaiar a é&rea de necrose

de retalho randdémicos dorsais.

No presente estudo, além da analise macroscopica da area de necrose
foi necessério retirar amostras teciduais para redizar a andlise histologica

de densidade vascular.

PINFILDI et al. (2008) retiraram fragmentos de pele da zona 1 do
retalho TRAM e também um fragmento de tecido viavel forado retalho. As
zonas de necrose do retalhoTRAM experimental respeitam as zonas do
retklho TRAM humano descritas por HARTRAMPF (1988),
correspondendo a zona 1 com maior suprimento sanguineo as zonas 2 e 3

intermediérias e a zona 4 com menor vascularizacéo.

Devido a possibilidade de diferentes niveis de vascularizacdo em
detarminadas zonas do retalho, optou-se em retirar todo o retalho e avaliar

todas as zonas do TRAM. As regides onde apresentaram necrose eram
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desprovidas de vasos e foram consideradas igual a zero na contagem

morfomeétrica.

ZHANG et al.(2001) redizaram a contagem morfométrica de
capilares através de amostras de pele processadas, emblocadas em parafina,
coradas por hematoxilina e eosina e avaliadas por microscopia 6tica, em
aumento de 400 vezes. Observaram que os animais tratados com VEGF
intradérimico apresentaram 4 capilares por campo quando comparados aos
animais do grupo controle. Em concordancia com este método de
guantificacéo de contagem morfométrica de perfis de vasos, 0 presente
estudo mostrou gue ndo apenas 0 NUmero de vasos esteve aumentado, como
também o didmetro destes vasos como mostram as tabelas 3 e 4 e as figuras

16, 17 e 18 respectivamente.

Estes achados sugerem que a Terapia Génica por VEGF pasmidia
aumentou a viabilidade de retalhos cutaneos experimentais devido a
reducéo da necrose cutanea e a0 aumento da densidade vascular, todavia,
trata-se de um estudo experimental e que ndo transpdem a realidade clinica
uma vez que ainda faltam estudos para analisar os potenciais efeitos do
VEGF topico.

Para isso 0s autores sugerem que sgjam realizados novos estudos
experimentais que fornecam parametros dos niveis de VEGF plasmatico e
na MEC cutanea, através de dosagens bioquimicas, antes, durante e apos 0s
procedimentos terapéuticos para quantificar o niumero e o didmetro dos
vasos sofre ateracdo mediada pela terapia génica em ratos expostos a

nicotina.

Além do VEGF, ha uma série de mediadores quimicos que
interferem no processo de angiogénese dentre os quais a histamina através

da degranulagdo mastocitaria e o fator de crecimento de fibroblasto-2
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(basico) expresso por células endotelias e fibroblastos dérmicos também
podem ser estudados para identificar se ha interferéncia da terapia génica

por VEGF nestes mediadores quimicos.
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CONCLUSAO



7. CONCLUSAO

O Fator de Crescimento do Endotélio Vascular aumentou a
viabilidade do retalho musculofasciocutaneo transverso do reto

do abdome, em ratos submetidos a nicotina
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ABSTRACT

Introduction: Several factors can reduce the viability of the TRAM flap,
among them the nicotine has been made responsible by the loss partial or

total of these flaps.

Objective: To evaluate the action of the Vascular endothelia Growth
Factor in the viability of the Transverse Rectus Abdominis

M uscul ocutaneous, in rats submitted to the nicotine.

Methods. Sixty Wistar EPM-1 rats were used, adult males, weighing from
230 to 300g, randomized in 4 groups of 15 animals each: Group Control
composed by animals that were submitted to the TRAM flap; Group
Nicotine composed by animals that were nicotine exposed and submitted of
TRAM flap; Group VEGF composed by animals submitted to the
administration of VEGF plasmidial before the TRAM flap; and Group
NicotinatVEGF composed by animals that were exposed to the nicotine,
trated with administration of VEGF and submitted to the TRAM flap. For

analysis of the results they were done necrosis area and vascular density.

Results: There was estatistic significant differentiates in the comparison
among al of the groups, regarding the variables necrosis area and vascular
density (p <0,05).

Concluson: The Vascular Endothelial Growth Factor increased the
viability of the Transverse Rectus Abdominis Musculocutaneous, in rats

submitted to the nicotine.
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Pesquisador Principal: Heitor Francisco de Carvalho Gomes
Orientador : Lydia Masako Ferreira
Departamento:Disciplina: Cirurgia Plastica

Desenvolvimento do Projeto: CINTERGEN

Projeto CIBio no. 67 GRUPO |

A CIBio UNIFESP analisou e aprovou o projeto de
pesquisa acima referido conforme determinacdo da Lei 11.104 de 24
de marco de 2005 (Lei de Biosseguranca). E dever do pesquisador
comunicar a CIBio qualquer modificacdo no projeto ou qualquer
evento imprevisto durante a realizacdo dos procedimentos descritos.
Solicitamos ainda, relatério anual das atividades desenvolvidas.
Data do préximo relatério : abril de 2009

Sao Paulo, 2 de maio de 2008

Prof. Dr. Joa o Pesquero
Presidente da C|Bio/UNIFESP

CIBIO — Rua Botucatu 862 — (Prédio do Cedeme) 1°. Andar
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APENDICE 3- Andlise estatistica do peso dos animais no inicio do

experimento.

. Peso

Anima Controle Nicotina VEGF  Nicotina+tVEGF
1 240 240 260 300
2 300 250 270 290
3 235 255 250 250
4 230 265 260 265
5 280 260 280 290
6 260 290 280 280
7 245 290 290 250
8 300 280 270 270
9 290 300 245 240
10 280 240 260 280
11 275 240 250 300
12 285 300 255 300
13 280 280 275 270
14 260 275 280 280
15 250 245 300 290

Mediana 275 265 270 280

Teste de Kruskal-Wallis (p) = 0,489
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APENDI CE 4- Comparac3o entre avaliadores da variavel éreade necrose.

imal Controle Nicotina VEGF Nicotina+ VEGF

Anim Avaliador 1 Avaliador2 Avaiadorl Avaliador2 Avaiadorl Avaliador2 Avaliadorl Avaliador 2
1 40.08 40.95 55.35 55.94 3.88 4,72 19.68 20.01
2 41.04 43.60 57.30 55.45 25.42 24.16 2141 19.65
3 53.57 54.00 56.63 57.18 431 6.91 12.95 12.87
4 53.61 51.75 60.70 58.44 454 454 13.18 13.47
5 45.34 43.80 54.76 56.03 5.00 5.04 16.40 16.33
6 48.69 44.97 77.84 77.30 410 4.03 1242 12.16
7 44.18 42.74 63.53 59.85 3.63 351 5.84 6.09
8 34.30 36.55 62.19 61.50 4.66 4.66 5.63 7.62
9 51.27 50.54 71.07 70.85 0.00 0.00 16.83 17.52
10 38.35 40.35 68.00 67.33 0.00 0.00 9.90 9.90
11 41.79 39.77 59.60 67.22 20.34 16.47 12.58 11.76
12 48.54 55.09 68.39 66.98 4.29 5.35 11.18 10.37
13 53.53 62.70 60.78 60.69 0.00 0.00 10.18 10.55
14 38.08 34.74 64.71 66.45 294 5.61 5.36 5.23
15 34.48 38.59 69.08 69.55 0.00 0.00 21.61 21.51

Mediana  44.18% 43.60% 62.19% 61.50% 4.10% 4.66% 12.58% 12.16%

Testede

Wilcoxon 0.495 0.532 0.767 0.975

(P =
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APENDICE 5- Comparacdo entre avaliadores da varidvel densidade
vascular do grupo Controle.

Zonal (%) Zona 2 (%) Zona 3 (%) Zona 4 (%)
Animal Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador
1 2 1 2 1 2 1 2
1 12 12 10 11 10 10 7 7
2 14 14 12 11 11 12 6 7
3 12 13 10 10 12 10 8 8
4 13 12 12 11 11 10 9 8
5 14 14 12 11 0 0 9 7
6 13 12 14 14 12 12 0 0
7 12 13 10 11 13 12 7 8
8 16 17 15 16 14 13 13 12
9 13 12 13 12 11 12 0 0
10 13 12 12 13 12 12 8 8
11 14 12 10 11 13 13 7 9
12 14 12 11 11 12 12 0 0
13 12 12 10 11 0 0 9 8
14 14 14 11 10 11 12 0 0
15 16 17 15 14 12 14 10 10
Mediana  13% 12% 12% 11% 12% 12% 7% 8%
Teste de
Wilcoxon

()= 0.332 1.0 1.0 0.799
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APENDICE 6- Comparacdo entre avaliadores da varidvel densidade
vascular do grupo Nicotina.

Zonal (%) Zona 2 (%) Zona 3 (%) Zona 4 (%)
Animal  Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador
1 2 1 2 1 2 1 2

1 8 8 7 7 0 0 0 0
2 9 7 6 6 5 6 3 3
3 7 9 8 8 5 5 0 0
4 9 7 7 9 0 0 4 4
5 7 8 8 7 6 5 0 0
6 8 9 8 6 6 6 2 2
7 9 7 7 8 6 5 0 0
8 7 8 8 7 0 0 1 1
9 8 9 6 8 5 5 0 0
10 7 7 7 8 7 7 3 1
11 9 8 6 6 0 0 3 3
12 7 7 7 7 5 6 2 2
13 8 8 6 8 0 0 0 0
14 9 8 8 7 6 7 3 2
15 7 8 7 6 5 6 2 3

Mediana 8% 8% % 7% 5% 5% 2% 1%

Teste de

Wilcoxon

() = 0.755 0.610 0.463 0.422
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APENDICE 7- Comparacdo entre avaliadores da varidvel densidade

vascular do grupo VEGF.
Zonal (%) Zona 2 (%) Zona 3 (%) Zona 4 (%)
Anima  Avaiador  Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador
1 2 1 2 1 2 1 2

1 40 43 37 38 38 39 37 38
2 39 38 38 37 37 36 35 34
3 39 39 40 39 39 40 38 38
4 42 42 37 38 39 38 37 38
5 41 41 40 40 38 39 38 39
6 40 40 37 38 40 40 37 37
7 41 41 38 39 39 39 39 37
8 40 40 39 39 40 40 37 37
9 42 42 38 38 38 38 37 39
10 43 43 39 39 39 39 38 38
11 37 38 37 36 35 35 35 33
12 40 40 39 39 39 40 38 39
13 41 42 40 40 40 39 39 37
14 40 40 39 40 38 38 40 39
15 43 43 40 40 39 39 38 37

Mediana 40% 41% 39% 39% 39% 39% 38% 38%

Testede

Wilcoxon

() = 0.273 0.528 0.735 0.504
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APENDICE 8- Comparacdo entre avaliadores da varidvel densidade
vascular do grupo Nicotinat+VEGF.

Zonal (%) Zona 2 (%) Zona 3 (%) Zona 4 (%)
Animal  Avaiador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador
1 2 1 2 1 2 1 2

1 34 35 35 33 33 31 29 29
2 33 34 34 34 32 32 30 29
3 34 32 35 33 32 32 30 29
4 33 34 34 33 33 32 31 32
5 35 35 33 32 31 32 30 30
6 45 45 40 41 40 41 39 40
7 43 44 43 41 42 43 40 40
8 33 34 34 32 33 33 29 30
9 34 34 33 33 32 32 29 30
10 34 33 34 33 34 33 30 31
11 35 34 33 32 32 32 32 31
12 33 34 33 31 32 33 29 30
13 34 33 34 31 31 31 30 32
14 45 46 a4 42 43 43 42 42
15 34 34 33 32 31 32 29 31

Mediana 34% 34% 34% 33% 32% 32% 30% 31%

Testede

Wilcoxon

() = 0.624 0.654 0.779 0.109




