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RESUMO
Objetivo: Testar o uso das células-tronco derivadas de tecido adiposo (CTDA)
para reducédo da area de necrose em um modelo experimental de retalho cutdneo
randdmico isquémico em ratos, com inje¢cao de nicotinasubcutanea para simular
um individuo tabagista.
Métodos: Em um estudo experimental, 30 ratos foram operados utiizando um
modelo de retalho cutaneo isquémico no dorso, a partir da injecdo de nicotina
subcutanea. Outros 10 ratos foram utilizados apenas para obtencédo das CTDA.
O primeiro grupo, de tratamento (n=15), recebeu injecdo com CTDA ao final da
cirurgia; 0 outro grupo, controle (n=15), ndo recebeu intervengdes adicionais.
ApGs a eutanasia, foi realizado um decalque de toda a area do retalho do dorso de
ambos os grupos, definindo com exatidao a transicdo da necrose com a regiao
saudavel. Fotos de todos animais foram tiradas e avaliadas por escalas
padronizadas pelo programa Paint-Autocad-2015 para definir a &rea de necrose
de retalho em cada rato. O teste T de Student foi usado para comparar 0s grupos,
sendo p<0,05 considerado significativo. Resultados calculado no SPSS IBM®
versao 18.
Resultados: Por meio da andlise das imagens pelo programa Paint-Autocad-
2015 e area de decalque obtido pela folha transparente, obteve-se uma média
de 46% de necrose da area total do retalho no grupo tratamento e 69,4% no
grupo controle. Na analise descritiva, foi evidenciado no grupo tratamento uma
média de 3,7cm de necrose IC 95% (3,2 - 4,2) e no grupo controle uma média
de 5,56 cm IC 95% (5,2 — 5,9) com p< 0,001.
Conclusdes: Concluimos que a aplicacdo das CTDA em um modelo

experimental de retalho cutaneo randémico em ratos com injecéo de nicotina



subcutanea reduz o percentual de necrose nos mesmos.

Palavras-chave: Células-tronco, células-tronco derivadas de tecido adiposo,

retalho cutaneo, retalho cutaneo isquémico, tabagismo.



ABSTRACT
Objectives: To test the use of adipose-derived stem cells (ADSC) in reducing the
necrosis area in an experimental model of cutaneous ischemic flap in rats
submitted to subcutaneous nicotine injection to simulate a smoker patient.
Methods: In an experimental study, 30 rats were enrolled. Divided into two
experimental groups of 15 animals all submitted to a subcutaneous nicotine
injection to created an ischemic cutaneous flaps on their backs. Other 10 animals
were used only to obtain adipose tissue derived stem cells (ADSC). The first
group (n = 15) received ADSC treatment at the end of surgery while the other
group, the control (n = 15), received no other interventions. After euthanasia, a
decal was performed on the whole area of the flap, accurately defining the
transition from necrosis to healthy region. Photos of all animals were collected
and evaluated by scales standardized by PaintAutocad- 2015 software to define
the area of flap necrosis in each rat. Student T testwere performed to compared
the groups, considering a p< 0.05 significant. Data were analyzed using SPSS
IBM® 18 version.
Results: Through the analysis of the images by the program Paint-Autocad-2015
and the area of decal obtained by the transparent sheet, we obtained a mean of
46% necrosis of the total area of the flap in the treatment group and 69.4% in the
control group. In the descriptive analysis, a mean of 3.7 cm of necrosis ClI95%
(3.2 - 4.2) was evident in the treatment group whereas a mean value of 5.56 CI
95% (5.2 - 5.9) was found in control group, with p value <0.001 for this
comparison.
Conclusions: We concluded that the application of ADSC reduces the
percentage of necrosis in an experimental model of randomized cutaneous flap

in rats submitted to subcutaneous nicotine injection.



Key words: Stem cells, stem cells derived from adipose tissue, skin flap,

ischemic skin flap, smoking.
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INTRODUCAO

A cicatrizacdo cutanea é um fendbmeno complexo, em que pequenas
alteracdes podem levar a um indesejavel desfecho patoldgico. As intercorréncias
nesse processo sao frequentes em cirurgias plasticas, trazendo algumas vezes
resultados pobres e que frequentemente demandam reintervencdes. Uma
complicacdo comum e bem descrita na literatura € a necrose cutanea secundaria
ao tabagismo crénico e a dificuldade dos pacientes em cessa-lo para a realizacéo
de uma cirurgia. Cerca de apenas 5% dos pacientes conseguem cessar o

tabagismo antes de uma cirurgia, e este numero aumenta para 15% apdés

aconselhamento médico?. Se ativo no pré e no pds-operatorio, o tabagismo gera

um ambiente de isquemia e hipdxia da ferida cirargica, que dificulta a cicatrizacdo

e culmina com necrose e infecc;éoz. A manutencdo do tabagismo em um

procedimento cirurgico eletivo pode acarretar um risco de atraso na cicatrizacao,

deiscéncia e infeccdo até trés vezes maior em comparac¢ao aos nao fumantes3. O

tabagismo estd associado a um aumento de duas vezes a mais de chances de

complicagBes sistémicas graves4.

Diversos estudos clinicos e modelos experimentais associando a hecrose

tecidual de retalhos ao habito de fumar foram descritos®®. Para permitir a
avaliacdo dos danos causados pelo tabagismo, foram criados modelos
experimentais que induzem a cicatrizacao patoldgica causada pelo tabagismo
através da injecdo subcutanea de nicotina, sem necessitar produzir fumaca

toxica, ndo gerando tabagismo passivo em funcionarios ou pacientes que

circulem nos laboratorios de pesquisa ou hospitallo. A aplicacao das células-

tronco na ferida melhora a cicatrizagdo cutanea por diferenciacéo celular
12



e sua importante melhora da agéo paracrina. O objetivo deste trabalho é
testar o uso das células-tronco derivadas de tecido adiposo, ja consolidadas na
literatura como ferramenta para melhorar a cicatrizagdo cutanea, e avaliar o

potencial para reduzir a taxa de complicacdes em um modelo experimental de

com injecdo de nicotina em ratos10. Com isso, podera ser possivel propor e
testar, no futuro, protocolos para melhorar a cicatrizagéo nos tabagistas cronicos,
reduzindo a morbidade e os custos das complicacGes causadas pelo tabaco no
processo de cicatrizagao cutanea. O tecido adiposo como fonte de células-tronco
possibilita a utilizacdo nas cirurgias com baixa morbidade de obtencao e baixo

custo de preparo.
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REVISAO DA LITERATURA

1. FISIOLOGIA DA CICATRIZACAO DA PELE

O objetivo da cicatrizagdo é reestabelecer a continuidade da pele, bem
como a sua tenséo e sua funcédo de barreirall. A cicatrizacdo cutanea é um
processo complexo que envolve diversos fatores e sé termina com um bom
resultado quando os eventos forem ordenados na sua forma correta. E
didaticamente divida em trés fases: inflamatoria, proliferagdo e remodelamento.
Essas devem ocorrer em ordem fisioldgica, e qualquer alteracdo pode resultar
em uma cicatriz patolégica'?. Os eventos sédo organizados pela participacédo de
diferentes tipos celulares como queratindcitos, fibroblastos, células inflamatorias
e endoteliais, as quais sao influenciadas por diversos fatores de crescimento e

citocinas!3:14,

Na fase inflamatoria, a perda da integridade tecidual leva a vasoconstricao
seguida de vasodilatacdo, para que o plasma se extravase sobre a ferida.
Quando o colageno é exposto, ativa os sistemas de coagulacdo e do
complemento!®. As plaquetas e os mondcitos liberam fatores de crescimento
como fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de
transformacao de crescimento-alfa (TGF-a), que s&o quimiotaxicos e favorecem
a migracédo dos leucdcitos!®!’. Estes vdo penetrar na ferida por diapedese??, para

limpeza da mesma e liberagédo de fatores quimiotaxicos?®.

No inicio da fase inflamatéria, o sistema de coagulacdo permite a
hemostasia e, a partir da conversdo da pro-trombina em trombina, ocorre a

transformacao do fibrinogénio em fibrina. Essa matriz extracelular forma um
14



tapete que serve de base para a migracdo de macréfagos e fibroblastos, de
maneira que, sem ela,ndo ocorre cicatrizacdo. Os neutrofilos sdo as primeiras
células a chegarem na ferida para iniciar sua limpeza. Num estagio mais
avancado, da fase inflamatdria, os mondcitos migram dos vasos e se convertem
em macrofagos, atraidos pelo fator de transformacéo do crescimento beta (TGF-
B) e PDGF. Eles terminam a limpeza da ferida e promovem a proliferacédo dos
fibroblastos, células epiteliais e queratindcitos, além de coordenar a angiogénese
através de fatores de crescimento como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a),

fator de crescimento fibroblastico (FGF) e TGF-B durante a fase proliferatival®-22,

No terceiro dia ap6s o trauma, inicia-se a fase proliferativa, quando
chegam os fibroblastos, atraidos por quimiotaxia através de mediadores
inflamatorios liberados por plaquetas, leucécitos e macréfagos. Essas células
tém como funcdo produzir colageno, que € o principal componente da matriz
celular — na cicatrizacéo, os produzidos em maior nimero sao colagenos | e lll
(80% e 20%, respectivamente) 1°. Os queratinécitos liberam interleucinas que
estimulam os fibroblastos a produzirem citocinas e fatores de crescimento
importantes para a cicatrizagdo??. Esses fatores também estimulam a
proliferacdo dos queratindcitos, ocorrendo um feedback positivo?3. Para a
formacdo de cicatrizes com aspecto fisiologico, € necessario que os feixes de

colageno e os fibroblastos estejam alinhados no tecido de granulacéo?*.

Outra fungdo importante dos fibroblastos é diferenciarem-se em
miofibroblastos, com capacidade de contracdo para a aproximacao das bordas
da ferida e a reducdo do tempo necessario para epitelizacdo?. A angiogénese
possui a fungéo de nutrir o tecido recém formado?®. E iniciada pela degranulacio

plaguetaria e pela liberacdo de TGF- B e PDGF, além da migracao de
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macréfagos e producdo de TNF-a e FGF!S. Além disso, um dosprincipais
estimuladores € o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fundamental
para ativacdo de receptores e desencadear a formacdo de novos vasos?’. Ao
migrar para a lesdo promove melhora da oxigenacéo e ao diminuir o acido latico,
gue é um potente estimulador da producdo de colageno, diminui também a
acidose. A forma de avaliar a melhora da oxigenacéo € quantificando a hipdxia
através da dosagem da proteina chamada fator de inducéo de hipéxia (HIF-1). O
HIF-1, em condi¢cdes normais, é degradado pelo oxigénio, porém, em ambiente
de hipdxia, seus niveis se elevam, sendo possivel ser quantificado e avaliar o

nivel de hipéxia de uma ferida?e.

Apos 72 horas, as células epiteliais da borda da lesdo comecam a se
multiplicar e migrar para o centro, cessando 0 movimento ao se deparar com

outra célula, fenébmeno descrito como inibicdo por contato?°.

Apbs o vigésimo primeiro dia, da-se a ultima fase — a remodelacao, que
pode se estender por mais de um ano. Nessa fase, o colageno depositado na
fase proliferativa sera degradado e substituido por um colageno de fibras mais
densas e orientadas de acordo com as linhas de tensao da pele do local. Para
gue ndo ocorra uma cicatrizacado patoldgica, € necessario um equilibrio entre a
fibroplasia e colagendlise®°. A forca ténsil aumenta rapidamente entre a primeira
e sexta semana, mas jamais retorna a ser a mesmas!. Em adultos, uma cicatriz

é considerada normal quando ¢ linear, ndo eritematosa e plana®.

2. COMPLICACOES NA CICATRIZACAO CUTANEA EM TABAGISTAS

Pacientes tabagistas revelam-se um desafio pré-operatério, por serem
16



necessarias a0 menos oito semanas de cessacdo do fumo para um estado
cirdrgico adequado. Adicionalmente, jaA € comprovado que a maioria dos
pacientes ndo consegue parar de fumar por esse periodo. Dessa forma, nesses
casos, 0 processo cicatricial da pele ndo ocorre em sua sequéncia fisiologica e
culmina em uma cicatriz insatisfatéria?3435,

Cicatrizes cutaneas sao uma preocupacao constante nas cirurgias
plasticas. Quando sdo queloidianas, hipertroficas ou com insuficiéncia vascular,
existem poucos recursos realmente eficazes para seu tratamento e menos ainda
para sua profilaxia.

A relacéo entre o tabagismo e as alteracdes significativas na cicatrizacéo
cutanea foi descrita pela primeira vez por Mosely e Finseth, que observaram
problemas cicatriciais de uma ferida na m&do de um fumante com
arteriosclerose®. A partir desse momento, seguiram-se diversos estudos sobre
as relacdes entre o tabagismo e as alteragdes no remodelamento do tecido, que
resulta em uma cicatriz anormal®7-3.

A fumaca do cigarro possui diversas substancias toxicas que, quando
inaladas, vao diretamente ao sistema pulmonar e podem causar um dano direto
local a protecdo celular ou passar a barreira ciliar. Todas essas substancias
toxicas resultam em uma relativa hipéxia tecidual e em uma cicatrizagdo mais
lenta devido a vasoconstri¢do, fungdo celular anormal e trombogénese°.

A nicotina gera vasoconstricdo direta e indiretamente°, e os componentes
toxicos do fumo do tabaco estédo relacionados a lesdes de células endoteliaisdo
limen de pequenos vasos*!. Além disso, a fumaca do cigarro é apontada como
causadora de degradacao de oxido nitrico, um dos responsaveis enddégenos pela
dilatacdo dos vasos*?. Com a perda da protecdo endotelial, reduz-se a fungéo

anti-espasmodica e anticoagulante do préprio vaso®. Assim, as plaguetas
17



aderem-se ao epitélio danificado e liberam tromboxano A2, que induzira uma
constricdo vascular e espasmo arteriolar*'. Concomitantemente, o cianeto de
hidrogénio prejudica o transporte de oxigénio, diminuindo a capacidade de

reparacdo celular e cicatrizacéo de feridas*3.

Quando o cianeto de hidrogénio é combinado com a acroleina, outro
componente toxico gasoso, ocorre a inibicdo da funcdo dos leucdcitos, o que
prejudica ainda mais a fase inflamatéria da cicatrizacdo*3. A nicotina também
diminui a quantidade de macréfagos e fibroblastos, células esséncias para a
cicatrizacdo**. Além disso, quando unida as catecolaminas, estimula a producéo
de chalonas, hormdnios responsaveis por retardar e diminuir a epitelizacdo da
ferida*®. Nos fumantes, a deposicéo de colageno também é reduzida?®®. A nicotina
ao interferir nas prostaglandinas 12, facilita a trombogénese*’. O monéxido de
carbono é outra substancia téxica presente no fumo do tabaco, que reduz por
competicao o transporte de oxigénio, eleva os niveis de carboxihemoglobina e
diminui a oxigenacéo dos tecidos — o que leva a uma cicatrizacéo retardada®. O
estado de hipodxia tecidual estimula a eritropoiese, agregacdo de células
vermelhas e producgéo de fibrinogénio, assim, ocorre um aumento da viscosidade
sanguinea, que facilita a formacéo de trombos*8. Percebe-se, portanto, que ha
inUmeras substancias toxicas na fumaca do cigarro, que ao serem inaladas

prejudicam a cicatrizacao fisioldgica*®-.

3. MODELO EXPERIMENTAL DE RETALHO CUTAANEO RANDOMICO EM
RATOS COM INJECAO DE NICOTINA SUBCUTANEA

Os retalhos cutdneos sdo amplamente utilizados em cirurgia plastica. As

18



principais complicacdes p6s-operatérios sdo a isquemia e necrose secundaria’.
Quando se estuda a vascularizacdo de retalhos cutaneos em tabagistas, a
principal substancia prejudicial é a nicotina devido reduzir a perfuséo dos retalhos
por meio de vasoconstricdo , 0 aumento da adesividade plaquetéaria e a reducéo
do tempo de coagulacao. O retalho cutaneo é afetado por fatores intrinsecos e
extrinsecos. Fatores extrinsecos podem ser sistémicos (infeccao,
arteriosclerose, hipotensdo e deficiéncia nutricional) ou locais (compressao,
tensdo ou trombose da anastomose). O principal fator intrinseco € o fluxo
sanguineo inadequado devido a insuficiéncia arterial na parte distal do retalho”
8, O tratamento com nicotina em modelos experimentais de retalhos cutaneos
determina vasoconstricdo, reduzindo o fluxo sanguineo, principalmente para o
retalho distal®. Cerca de apenas 5% dos pacientes conseguem cessar 0
tabagismo antes de uma cirurgia, e este niumero aumenta para 15% apos
aconselhamento médico!. Sendo assim, o estudo de tratamentos para reduzir
suas complicacfes sdo indispensaveis. Diversos modelos experimentais foram
propostos para o estudo do tabagismo®'°. Os ratos sdo os animais mais
adequados para estes testes, pois apesar de serem animais de pequeno porte,
possibilitam retalnos de tamanhos adequados para analise. Os modelos
experimentais em ratos, para a analise do tabagismo, demonstram que se associa
ao habito de fumar a necrose tecidual de retalhos randémicos. A injecao
subcutanea de nicotina apresenta efeito nocivo nos retalhos cutaneos em ratos?©.
As doses propostas nos artigos variam entre 1,2 mg/kg/dia até 2 mg/kg/dia para
simular um paciente tabagista cronico. Para avaliagdo do retalho estdo descritos
retalhos cutdneos isquémicos, em que a area de necrose do grupo controle
segue um padrdo, permitindo avaliar a reducdo ou ndo da mesma apos algum

tratamento. Os retalhos descritos sdo no dorso dos ratos com pediculo
19



interescapular variando seu comprimento de 8 cm a 10 cm e sua largura de 2 cm
a 4 cmbf1933  Assim, com estes modelos experimentais é possivel estudar
terapias profilaticas a cicatrizacdo patoldgica induzida pelo tabagismo cronico,

sem expor fumaca toxica ao laboratorio de pesquisa.

4. CELULAS-TRONCO

As células-tronco sédo fundamentais para o organismo. Possuem papel
importante tanto para formar os 6rgaos na fase embrionaria, como no individuo
adulto para regenerar e reparar tecidos. Ha duas propriedades fundamentais:
sdo células nao especializadas que se renovam por longos periodos através da
divisdo celular e podem se transformar em unidades com funcdes especificas °°.
Estas células podem ser classificadas em dois grandes grupos: as embrionarias
e as adultas. As embrionarias sdo encontradas no embrido e séo classificadas
como totipotentes ou pluripotentes. Totipoténcia € a caracteristica das células
derivadas do zigoto que podem produzir todas as células embrionarias e
extraembriondrias. Ja as pluripotentes sdo as células que sao retiradas do botédo
interno do blastocisto e originam tecidos correspondentes ao mesoderma,
ecotoderma e endoderma, sendo essa a capacidade de desenvolver-se em
qualquer tipo celular necesséria no desenvolvimento do feto. As células-tronco
adultas sdo multipotentes, pois podem se diferenciar em muitos tipos de tecidos,
porém de maneira mais limitada. Quando utilizadas na pesquisa, as células-
tronco pluripotentes sdo derivadas de 6vulos fertilizados in vitro e doados, com
consentimento dos doadores. Estes embrides tém tipicamente 4 ou 5 dias de
desenvolvimento, mas tais estudos ainda séo limitados devido as questdes éticas
e de manipulacdo. Considerando essas dificuldades, a maior parte dos
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pesquisadores tém realizado seus estudos com células-tronco adultas®’. As
células-tronco adultas séo células indiferenciadas encontradas entre ascélulas
diferenciadas dentro dos tecidos de um organismo, podem se autorrenovar ou
podem se tornar células especializadas. As células-tronco adultas incluem as
células-tronco mesenquimais (CTM), hematopoiéticas (CTH) e outras
tecidoeespecificas, podendo ser encontradas em diversos tecidos, como nha
medula éssea, sangue, figado, corddo umbilical, placenta, tecido muscular,
tecido adiposo, entre outros %8. As células-tronco adultas séo classificadas em
CTM, CTH e tecido especificas. As CTH foram as primeiras células-tronco
descritas, identificadas por Till e McCulock ha mais de 40 anos. Estas células
tém o potencial de dar origem a diversos tipos de células do sangue, tanto as de
origem mieldide (macrofago e mondcito) como as de origem linfoide (linfécitos B
e T). As CTM tém habilidade de se diferenciar em linhagens de tecidos
mesodérmicos, como 0 musculo esquelético, ossos, tenddes, cartilagem e
gordura, quando em condi¢Ges de cultivo adequado °°. Esta caracteristica é
chamada de plasticidade, uma vez que as células-tronco de um tecido estdo
habilitadas a originar tipos celulares de um tecido completamente diferente. As
CTM tém muitas propriedades que sugerem alto potencial na terapia celular para
diversas patologias. Sua capacidade de se diferenciar em osteoblastos, tanto in
vitro como in vivo, tem levado a sua aplicacao clinica, por exemplo, em estudos
para o tratamento de doencas Osseas hereditarias como a osteogenesis
imperfecta. Sua capacidade para promover a neovascularizagcdo apés leséao
isquémica também levou a estudos pré«clinicos de isquemia miocardica . Os
tecidos especificos séao fontes de CTM com algumas varia¢cdes de um tecido para
outro, como o metodo de coleta, concentracdo de CTM no tecido e o grau de

exposicdo do paciente para a retirada das ceélulas. Os estudos com células-
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tronco adultas se iniciaram com células-tronco mesenquimais de medula éssea
(CTM-MO), porém, o procedimento cirargico simples, o acesso facil e os simples
procedimentos de isolamento com base em enzimas de digestdo tecidual
tornaram o tecido adiposo subcutaneo uma atraente fonte para obtencédo de CTM
para os pesquisadores e clinicos de quase todas as areas da medicina. As
células obtidas de tecido adiposo foram denominadas como células-tronco
derivadas de tecido adiposo (CTDA). Portanto, as CTDA representam uma fonte
alternativa de células-tronco adultas que podem ser obtidas repetidamente em
grande quantidade, sob anestesia local, com um minimo de desconforto ao
paciente. Mais importante ainda, uma anélise comparativa das CTM obtidas da
medula éssea e tecido adiposo mostrou que CTDA nao sao diferentes em
relacdo a sua morfologia, imunofendtipo, frequéncia na formacgéo de coldnias,
plasticidade, podem render 500 vezes mais células a partir da mesma quantidade
de tecido e sdo geneticamente mais estaveis em culturas a longo prazo 6162,
Além disso, devido a grande quantidade de tecido disponivel o lipoaspirado pode
ser diretamente utilizado clinicamente sem cultura in vitro®3. A utilizacéo direta de
lipoaspirado pode ser mais segura, uma vez que evita a manipulacao in vitro de
CTDA que poderiam alterar as suas funcdes bioldgicas. Outra vantagem de usar
lipoaspirado sem passar por cultura sao as questdes regulatdrias do manuseio
de células-tronco e posterior aplicacao clinica, extremamente rigidas, as quais
demandam alto custo e uma equipe adequadamente treinada®. Outra vantagem
ja descrita é que as CTDA quando isoladas podem ser crio-preservado por até 6
meses mantendo suas caracteristicas e permitindo sua utilizagéao terapéutica no
futuro®. Quanto a escolha do local a extrair as CTDA, o tecido adiposo abdominal
superficial € menos suscetivel a apoptose em comparagcéo com outros depositos

subcutaneos. Quando analisado as diferencas das CTDA com o envelhecimento
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€ observado que o potencial de diferenciacdo é mais

significativo em todos depositos de tecido adiposo de individuos jovens, em
comparacao com os idosos, onde a diferenciacdo € so6 substancial nos depésitos
subcutaneos do braco e coxa®. O isolamento das CTDA é feito com tecido
lipoaspirado retirado do paciente. O tecido € lavado com solucdo salina e em
seguida é digerido com uma solu¢éo para digestdo da matriz extracelular com o
objetivo de liberacdo das CTDA. A solucdo de digestdo contém uma enzima
denominada colagenase que atua a 37°C. Apos o periodo de incubacdo com a
colagenase, o processo € interrompido com plasma aut6logo. O conteudo obtido
do processo de digestédo é centrifugado e o sedimento € ressuspendido. Apds
aproximadamente uma hora, pode ser injetado no paciente ou mantido em placas

de cultura para expanséo ou estudos in vitro®’,

S. APLIS:AC}()ES DE TERAPIA COM CELULAS-TRONCO NA CICATRIZACAO
CUTANEA

Os trabalhos pioneiros comecaram usando CTM-MO em lesGes

~ 68 . . . ~
cutdneas . O tratamento com CTM-MO aumenta significativamente a secre¢éo
de VEGF e Ang- 1 nas feridas. A secrecao elevada dos fatores pro-angiogénicos

acarreta a melhora da neovascularizagdo. As CTM-MO aumentam a resisténcia

e a tracdo no local da cicatriz” e podem se diferenciar em queratinécitosm.
Contudo, o principal fator para a melhora da cicatrizacdo parece ser a
estimulacdo paracrina. Como relatado anteriormente, as células-tronco
derivadas de tecido adiposo tém marcadores de superficie e perfil genético

similar as CTM-MO, porém, seu acesso € menos invasivo e estdo presentes em
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maior quantidade, ndo necessitando sua expansao in vitro para uso em pacientes,
0 que as torna uma grande promessa para 0 UsoO no reparo e regeneracao de

tecidos. As CTDA reduzem significativamente o tamanho da ferida e aceleram a

URT ~ . 71 , . o~
reepitelizacao a partir de sua borda ~. As CTDA, apos serem isoladas de regides
subcutdneas e colocadas na ferida, entram em contato com proteinas

reguladoras e secretam fatores de crescimento como VEGF, fator de crescimento
de hepatdcito (HGF) e TG F-[372. Além desses fatores, as CTDA também secretam

PDGF (semelhante ao IGF) e KGF"’. Vem sendo demonstrado que quando em
cultura de hipoxia, as funcdes celulares das CTDA, melhoram por aumento da sua
proliferacdo, por aumento da producdo de VEGF em aproximadamente 5 vezes

e por adequar a regulacao de certos genes, nomeados fatores angiogénicos e

. L. 74-76 ~ . ~A - ~
anti-apoptoticos . Em lesdes isquémicas, podem ser uma nova O0pgao
terapéutica para aumentar a angiogénese. As CTDA se diferenciam em células

progenitoras endoteliais e contribuem para uma melhora da angiogénese no

tecido isquémico77. Outro estudo mostra que as CTDA residem em uma

localizacdo periendotelial e estabilizam as conexfes endoteliais, sendo
.. 78
semelhantes a pericitos .
As CTDA tém efeito também sobre os fibroblastos, aumentando a sintese

de colageno e ativando sua proliferacao e migragéo”. Portanto, as CTDA atuam
na cicatrizacdo acelerando e melhorando a angiogénese, estimulando a
producéo de colageno e a contragéo da ferida. Resta claro que as CTDA vém se
tornando o centro de muitos experimentos clinicos, os quais vém demonstrando

uma melhora significativa da cicatrizacdo cutanea com o tratamento a partir de

79 e P z A .
CTDA . Outros papeéis para as ceélulas-tronco também tém sido explorados

recentemente, como auxiliares em preenchimentos adiposos e enxertos de
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80 . ~ . . . . .
gordura . Fios de sutura tém sido enriqguecidos com essas células, abrindo

caminho para otimizacao de resultados através do emprego direto do material na
p . 81
area de interesse .

Uma vez consolidado que as CTDA podem ser utilizadas como profilaxia
para diminuir as complicacbes na cicatrizacdo cutanea neste modelo
experimental, poderdo ser desenvolvidos estudos clinicos usando as CTDA para
profilaxia em pacientes com risco de complicac¢des cicatriciais em cirurgias, como
0s tabagistas. Estes poderdo mostrar diminuicdo da morbidade para os
pacientes, além de melhores resultados estético-funcionais e diminuicdo de

custos ocasionados por reintervencoes.
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JUSTIFICATIVA

N&o existem artigos na literatura artigo avaliando o potencial terapéutico
das células-tronco derivadas de tecido adiposo para reduzir as complicacdes
cicatriciais causadas pelo tabagismo em retalhos cutaneos. A eventual eficacia

das CTDA pode ter um grande impacto no tratamento de feridas cutdneas em

pacientes tabagistas.
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HIPOTESE NULA H(0)

N&o ha diferenca entre a aplicagdo de células-tronco derivadas de tecido
adiposo, quando comparada a administracdo de soro fisiologico, para reduzir
areas de necrose em retalhos cutaneos randémicos em ratos submetidos a

injecdo subcutanea de nicotina.
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OBJETIVO

Testar o uso das CTDA, em um modelo experimental de retalho cutaneo
randémico em ratos, com injecdo de nicotina subcutanea, para reducdo de area

de necrose.
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RESUMO

Objetivo: Testar o uso das células-tronco derivadas de tecido adiposo (CTDA)
para reducédo da &rea de necrose em um modelo experimental de retalho cutaneo
randdmico isquémico em ratos com injecao de nicotina subcutanea para simular
um individuo tabagista.

Métodos: Em um estudo experimental, 30 ratos foram operados utilizando um
modelo de retalho cutaneo isquémico no dorso, a partir da injecao de nicotina
subcutanea. Outros 10 ratos foram utilizados apenas para obtencdo das CTDA.
O primeiro grupo, de tratamento (n=15), recebeu injecdo com CTDA ao final da
cirurgia; o outro grupo, controle (n=15), ndo recebeu intervencdes adicionais.
ApOs a eutanasia, foi realizado um decalque de toda a area do retalho do dorso de
ambos 0s grupos, definindo com exatidéo a transicdo da necrose com a regido
saudavel. Fotos de todos animais foram tiradas e avaliadas por escalas
padronizadas pelo programa Paint-Autocad-2015 para definir a area de necrose
de retalho em cada rato. O teste T de Student foi usado para comparar 0s grupos,
sendo p<0,05 considerado significativo. Resultados calculado no SPSS IBM®
versao 18.

Resultados: Por meio da analise das imagens pelo programa Paint-Autocad-
2015 e area de decalque obtido pela folha transparente, obteve-se uma média
de 46% de necrose da area total do retalho no grupo tratamento e 69,4% no
grupo controle. Na analise descritiva, foi evidenciado no grupo tratamento uma
meédia de 3,7 cm de necrose IC 95% (3,2 - 4,2) e no grupo controle uma média
de 5,56 cm IC 95% (5,2 — 5,9) com p< 0,001.

Conclusdes: Concluimos que a aplicagdo das CTDA em um modelo

experimental de retalho cutdneo randémico em ratos com injecéo de nicotina
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subcutanea reduz o percentual de necrose dos mesmos.

Palavras-chave: Células-tronco, células-tronco derivadas de tecido adiposo,

retalho cutaneo, retalho cutdneo isquémico, tabagismo.
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INTRODUCAO

A cicatrizacdo cutanea é um fendbmeno complexo, em que pequenas
alteracbes podem levar a um indesejavel desfecho patolégico. As
intercorréncias, nesse processo, sao frequentes em cirurgias plasticas, trazendo,
algumas vezes, resultados inestéticos e que frequentemente demandam
reintervencdes. Uma complicacdo comum e bem descrita na literatura € a
necrose cutanea secundaria ao tabagismo cronico e a dificuldade dos pacientes
em cessa-lo para a realizacdo de uma cirurgia. Cerca de 5% dos pacientes
conseguem cessar o tabagismo antes de uma cirurgia, e esse numero aumenta
para 15% apdés aconselhamento médico?. Se ativo no pré e no pés-operatério, o
tabagismo gera um ambiente de isquemia e hipoxia da ferida cirdrgica.
Principalmente devido a nicotina, que gera vasoconstricdo na microcirculacdo da
pele, diminui o fluxo sanguineo distal nos retalhos, o que resulta em necrose
cutanea e posterior infeccdo secundaria®>. A manutencdo do tabagismo, em um
procedimento cirargico eletivo, pode acarretar um risco de atraso na cicatrizacao,
deiscéncia e infeccao até trés vezes maior em comparac¢ao aos nao fumantes, o
gue frequentemente leva a perda parcial ou total dos retalhos, a cicatrizacdo
secundaria e a um impacto negativo no desfecho estético®*. Diversos estudos
clinicos e modelos experimentais associando a necrose tecidual de retalhos ao
habito de fumar foram descritos®®. Para permitir a avaliacdo dos danos causados
pelo tabagismo, foram criados modelos experimentais que induzem as
complicacbes causadas pelo tabagismo, em retalhos cutaneos, mediante injecéo
subcutdnea de nicotina, sem necessitar produzir fumacga toxica, facilitando a
realizacdo dos estudos®. A aplicacdo das células-tronco adiposo derivadas

(CTDA) na ferida cutdnea melhora a cicatrizacdo por diferenciacdo celular e
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principalmente por sua importante melhora da ag¢édo paracrina, aumentando o
estimulo a neovascularizacéo e regulando a cascata de coagulacdo'®. O objetivo
deste trabalho foi testar o uso das CTDA para reducéo de area de necrose, em
um modelo experimental de retalho cutaneo randémico em ratos com injecéo de

nicotina subcutanea.

MATERIAIS E METODOS

Um estudo experimental, realizado no Laboratério de Embriologia e
Diferenciacdo Celular, na Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) e na
Unidade de Patologia Experimental, localizados no Centro de Pesquisa
Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). No trabalho foram
utilizados 30 ratos machos, Rattus norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia da
linhagem Wistar, peso de 250 a 300g adultos jovens, 4-8 semanas, obtidos
conforme os critérios da Unidade de Experimentacdo Animal do HCPA. Os ratos
foram alojados na UEA-HCPA, conforme padréo de utilizacdo dessa unidade,
onde receberam racdo comercial e 4gua ad libitum, sob temperatura (22°C +2°C)
e umidade relativa do ar (55% *5%) controladas e fotoperiodo de 12/12 horas.
Antes de iniciar os procedimentos, 0s animais passaram por um periodo de
quarentena e aclimatacdo de, no minimo, 15 dias. Os procedimentos in vivo
foram realizados conforme a legislacdo vigente no Brasil, Lei 11.794 (Diario
Oficial da Unido - 8/10/2008), que estabelece procedimentos para o uso cientifico
de animais e regulamenta o registro dos Biotérios e Centros de Experimentagao.
Todos os procedimentos foram embasados na Diretriz Brasileira para o Cuidado
e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos — DBCA (2016). Os

procedimentos de finalizagdo seguem as normas indicadas pelas Diretrizes da
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Pratica de Eutanasia do conselho nacional de controle de experimentag&o animal
(CONCEA (2013)).
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de Pesquisa

Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre nimero 2018-0671.
Grupos experimentais

Trinta ratos foram divididos em dois grupos experimentais de retalho
cutaneo isquémico em dorso de ratos com injecao de nicotina subcutanea e os
outros dez foram utilizados para obtencao de células-tronco. O primeiro grupo
(n=15) recebeu tratamento com CTDA ao final da cirurgia, e o outro grupo foi o
controle (n=15). Ambos os grupos foram submetidos a eutanasia apos 7 dias da

cirurgia. O “n” deste trabalho foi definido a partir da média utilizada nos trabalhos
que utilizaram o modelo experimental utilizado®1%:13-15,

Injecéao de nicotina

Os animais tratados com nicotina receberam injecdo no tecido celular
subcutdneo em uma dose de 1,2 mg/Kg/dia, o que é equivalente a um tabagista

humano pesado, por um periodo de 7 dias, antes da cirurgia e, apdés a

intervencdo, até o dia da eutanasia sem interrupcao??.

Coleta e processamento do tecido adiposo para obtencdo das

células-tronco mesenquimais

Para a coleta do tecido adiposo foram utilizados 10 ratos, Rattus
norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia da linhagem Wistar, peso de 250 a
3009, adultos jovens, 4-8 semanas jovens, obtidos e mantidos conforme ja
descrito. Os animais tiveram tecido adiposo gonadal e abdominal coletados
assepticamente, sob anestesia geral inalatoria, com isoflurano, vaporizado em

oxigénio 100%, na dose de 5% para inducdo e 2% para manutencao, em
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0,5L/min. Apoés a coleta, a eutanasia foi realizada por sobredose anestésica com
isoflurano até a promocgéo de parada cardiorrespiratéria. Os fragmentos de tecido
adiposo foram imediatamente encaminhados para o Laboratério de Embriologia
e Diferenciacdo Celular no Centro de Pesquisa Experimental do HCPA, onde

foram submetidos a digestdo enzimatica, para o isolamento das CTDA.
Obtencao das CTDA

Em capela de fluxo laminar, o tecido dos animais doadores foi incubado
em solucdo de colagenase tipo | (Img.mL*em DMEM 9mM HEPES) por um
periodo de uma hora a 37°C. Apoés, a enzima foi inativada pela adicao de meio
de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB). A suspensao de células foi centrifugada por 5 min a
2000 rpm, e o pellet formado foi ressuspendido em meio DMEM, suplementado
e plaqueado. Realizado o isolamento, as células foram cultivadas em DMEM,
contendo baixa concentracao de glicose, suplementado com 15mM HEPES, 15%
de SFB e solucdo antibiotica de 100 units.mL-1 de penicilina e 100mg.mL- 1 de
estreptomicina, a 37°C, em atmosfera de 5% de CO2 e 100% de umidade. Apds
24 horas de cultivo, 0 meio de cultura foi aspirado e meio fresco, adicionado.
Quando a cultura celular atingiu confluéncia de 80%, as células aderentes foram

removidas com solucédo de 0,05% tripsina-EDTA e subcultivo em DMEM.
Modelo cirdrgico

Os animais foram submetidos a anestesia geral inalatéria, com isoflurano,
vaporizado em oxigénio 100%, na dose de 5% para inducdo e 2% para
manutencdo, em 0,5 L/min. Para analgesia, foi administrado cloridrato de
tramadol (20mg.kg-1), por via intraperitoneal (IP) e apds a inducéo das lesdes, a
cada 12 horas até eutanasia. Foi realizada a tricotomia ampla da regido dorsal, e

0s animais posicionados em decubito ventral para a realizacao da antissepsia do
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campo cirdrgico com solucédo alcodlica de gliconato de clorexidina 2%. Foi
utilizado um modelo experimental ja descrito na literatura, retalho de base cranial,
com 8cm de comprimento e 2cm de largura no dorso dos animais. Para
realizacdo dos retalhos se utilizou um molde para que nos trinta animais fossem
realizados os retalhos exatamente do mesmo tamanho. O retalho tem como
limites uma linha que une os angulos inferiores das escapulas e as bordas
superiores dos 0ssos da cintura pélvica. Os retalhos foram elevados a partir da
fascia superficial dos musculos esqueléticos contendo a pele e a tela subcutanea
(Figura 1,2). Uma barreira plastica (poliéster/polietiieno) com as mesmas
dimensdes (8x2 cm) foi interposta entre o retalho e o leito doador, impedindo a
revascularizagdo do retalho por meio dos vasos do leito (Figura 3). A seguir, 0
retalho foi suturado com pontos simples de fio de nailon monofilamentar 4-0 na

mesma posicao original ("area doadora"), separados com a distancia de 1cm
9,11-15 - ,
entre 0s pontos . No grupo tratamento com CTDA, foram utilizadas células

entre a 32 a 52 passagem, na concentracdo aproximada de 1x10° células,
suspensas em 1ml de NaCl 0,9%. Apés finalizar a sutura ao longo de todo o
retalho, foi injetado via intradérmica, com seringa de 1ml e agulha 27 Gauge,
sendo 0,1ml a cada 1,5 cm na lateral do retalho, totalizando 0,4ml de cada lado
do retalho e 0,2ml na porcéo distal do retalho. Ap6s o procedimento, os animais
foram observados a cada 8 horas durante as primeiras 48 horas e, apés,
diariamente durante o restante dos 7 dias de experimento. Foram anotados 0s
padrbes dos ratos apd6s o procedimento para notificar qualquer mudanca no
apetite ou no comportamento. Foram estipuladas medidas de antecipacdo de
morte, como procedimento de refinamento e protecao/preservagao do bem-estar
animal, se 0s animais apresentassem comportamento alterado, como perda de

peso excessiva, anorexia, sinais de dor ndo passivel de tratamento, seguindo as
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recomendacdes do CONCEA (2013).
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Figura 3: Barreira plastica adequadamente posicionada no momento da
eutanasia. Rato a esquerda grupo tratamento, rato a direita grupo controle.

Eutanasia:

Os animais foram submetidos a eutanasia com sobredose anestésica com
isoflurano, em dose cinco vezes maior que a dose terapéutica, até a promog¢ao

de parada cardiorrespiratéria, confirmada por médico-veterinario capacitado.
Avaliacdo da area de necrose

ApoOs a eutanasia, foi realizado um decalque de toda a area do retalho,
definindo com exatidao a transi¢cdo da necrose com a regido saudavel por algum
membro da pesquisa sem saber qual grupo pertencia o rato avaliado. Paraisso,
utilizou-se uma folha de plastico transparente posicionada sobre o dorso do
animal com marcacdo com caneta. Entdo, a area que representa a necrose foi
cortada e medida. Ao dividir o valor obtido para a necrose pela do retalho total e

multiplicar o resultado por 100, a porcentagem de necrose é obtida. Alémdisso,
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foram retiradas fotos de todos animais e avaliadas por escalas padronizadas pelo
programa Paint-Autocad-2015, e realizada andlise planimétrica dos retalhos,
registrando em centimetros quadrados a area total, area de tecido vascularizado

viavel e area de tecido necrosado (Figura 4 e 5)*6.

Figura 4. Rato do grupo controle no momento da eutanasia
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Figura 5. Rato do grupo tratamento no momento da eutanasia

Anélise Estatistica

Para andlise estatistica, foi utilizado software IBM SPSS verséo 18 (SPSS
Inc. IBM Company). A variavel principal de desfecho foi a area de necrose,
aferida em cm2. Para variaveis continuas e de distribuicdo normal, utilizamos o
teste T de Student. Os resultados foram expressos em média e desvio-padrao.
Consideramos significativa uma diferenga quando p<0,05 e o intervalo de

confianca de 95% néo cruza 1,00.

RESULTADOS

N&o houve nenhum caso que necessitou medidas de antecipacao de morte por
falha no protocolo de analgesia, seguindo as recomendacfes do CONCEA

(2013). Nao houve nenhuma perda de animal no pos-operatorio. Dois animais
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tiveram episddio de epistaxe apés injecdo de nicotina e um convulsionou, e
recuperou rapidamente, sem necessidade de nenhuma intervengéo.

Por meio da anélise das imagens pelo programa Paint-Autocad-2015 e
area de decalque obtido pela folha transparente, o comprimento da necrose
variou de 2,4cm até 4,88cm no grupo tratamento, enquanto no grupo controle
variou entre 4,87 até 6,9cm. Obteve-se uma média de 46% de necrose da area

total do retalho no grupo tratamento e 69,4% no grupo controle (Tabela 1 e 2).

Tabela 1: Resultados da area de necrose nos ratos do grupo tratado com CTDA.

Rato (n=15) Area de necrose (%)
1 30
2 56
3 50
4 33
5 59
6 56
7 56
8 42
9 58
10 34
11 50
12 61
13 30
14 40
15 39
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Tabela 2: Resultados de area de necrose no grupo controle.

Rato (n=15) Area de necrose (%)
1 61
2 64
3 74
4 61
5 81
6 64
7 66
8 69
9 66
10 71
11 62
12 74
13 76
14 86
15 67

Na analise descritiva, foi evidenciado com 95% de confianca no grupo
tratamento uma média de 3,7cm de necrose (IC 3,2 - 4,2) e no grupo controle

uma média de 5,56 (IC 5,2 — 5,9) p< 0,001 (Tabela 3).

Tabela 3: Resultados da média do comprimento de necrose nos grupos
tratado e controle.

Variavel Tratamento Controle p
H (DP) 1 (DP)
Comprimento de necrose (cm) 3,7 (+/-0,86)* 5,56 (0,61+/-)*  0,001**

*Dados com distribuicdo normal representados por média e DP.
**Dado obtido da comparacdo das médias dos grupos através do Teste T de Student.

A média e o desvio-padrdao do comprimento de necrose do retalho no
grupo tratamento e controle estdo representados no grafico Boxplot que foi

utilizado para avaliar a distribuicdo dos dados (Figura 6).
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Figura 6. Média e desvio-padrao do comprimento de necrose do retalho em cm

no grupo tratamento (1) e grupo controle (2).
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DISCUSSAO

A fumaca do cigarro é composta de quase 4.000 substancias quimicas, a
maioria € toxica para o organismo. Quando se estuda a vascularizacdo de
retalnos cutaneos em tabagistas, a principal substancia prejudicial € a nicotina
devido a reduzir a perfusdo dos retalhos por meio de vasoconstricdo!’, o
aumento da adesividade plaquetarial8 e a reducédo do tempo de coagulacédo™®.
O retalho cutaneo é afetado por fatores intrinsecos e extrinsecos. Fatores
extrinsecos podem ser sistémicos (infeccdo, arteriosclerose, hipotensédo e
deficiéncia nutricional) ou locais (compressao, tensdo ou trombose da
anastomose). O principal fator intrinseco € o fluxo sanguineo inadequado devido
a insuficiéncia arterial na parte distal do retalho. O tratamento com nicotina em
modelos experimentais de retalhos cutaneos determina vasoconstricao,
reduzindo o fluxo sanguineo, principalmente para o retalho distal. Essa droga
também prejudica a cicatrizacdo de feridas nas fases inflamatéria e
epitelizacdo!!. Varias medidas vém sendo descritas na tentativa de minimizar os
efeitos deletérios do fumo na vascularizacdo dos retalhos, devido ao seu
potencial de dano e principalmente ao fato de que, mesmo apds orientacéo, 85%
dos pacientes seguem fumando antes e apés a cirurgial. Os autores utilizam o
modelo experimental de retalhos cutdneos randdmicos em ratos, bem
estabelecido na literatura como base para testar novos tratamentos'?,
adicionando injecao nicotina no subcutaneo para simular um individuo tabagista
cronico.

Russo et al. descreveram o uso da estimulagdo nervosa elétrica

transcutanea(NTG) demonstrando aumento da viabilidade do retalho cutaneo
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randémico em ratos tratados com nicotina, 45% de média de necrose no grupo
controle e 21% no grupo exposto a NTG, devido a melhora do fluxo sanguineo?.
Leite M.R. et al. utilizaram Dimetil Sulféxido como um bloqueador ao efeito
deletério da nicotina demonstrando uma média de area de necrose de 20%,
enquanto, no grupo controle, 40%, concluindo que, devido ao efeito antioxidante
especifico, o farmaco bloqueou o efeito nocivo da nicotina, agindo primariamente
nos radicais hidroxila, diminuindo consideravelmente o efeito deletério da
nicotina®®. Uzun H. et al. testou o uso de Vareneclina antes de elevar os retalhos
descrevendo uma melhora significativa na vascularizacdo e percentual de
necrose dos retalhos, 49% no grupo controle, e 22% no grupo tratado com
Vareneclina. Também, evidenciou microangiograficamente que a vascularizacao
foi menor no grupo nicotina e maior no grupo tratamento. Histologicamente,
maiores areas de necrose, inflamacdo mais grave e menor formacéo de vasos
foram observadas no grupo da nicotina. Guimardaes MVTN et al. descreveu que,
com o tratamento com Arginina, na dose de 300mg/ kg, nos ratos expostos a
nicotina, os vasos contados pela imuno-histoquimica com anti CD31 tiveram
média menor(2,9), quando comparado ao grupo tratamento (4,3). A média de
area de necrose no grupo tratado foi 17% enquanto a média do controle foi 45%.
Atribuiram os efeitos da Arginina serem consequéncia da queda das
concentracdes sanguineas de piruvato, lactato e corpos cetdnicos16. Shah A. et
al. testaram a capacidade do aumento da vasculogénese e do aumento dofluxo
sanguineo gerados pela inibicdo da fosfodiesterase-5 (PDE-5) em reduzir as
complicagbes geradas pela nicotina. Concluiram que houve uma reducdo
estatisticamente significativa na area de necrose do retalho cutaneo em ratos
expostos a nicotina, e quando inibida a PDE-5, esse efeito foi dose dependente.

Ao administrar sildenafil duas vezes ao dia, 0s animais expostos a nicotina

51



apresentaram uma reducao superior a 50% na necrose do retalho cutadneo
guando comparados ao grupo controle, de maneira estatisticamente significativa.
Quando analisado o VEGF, as quantidades produzidas no grupo tratamento,
média de 4.0, também foram estatisticamente maiores que no grupo controle,
2.9 de média??. Rinker B et al. testaram o efeito de bloqueadores dos canais de
calcio no percentual de area de necrose do retalho de pele induzido por
tabagismo em ratos, concluiram que os bloqueadores dos canais de célcio, tanto
o Verapamil quanto a Nifedipina, administrados no momento da cirurgia e no pés-
operatorio imediato, reduzem significativamente a area de necrose dos retalhos
cutdneos em animais expostos a nicotina, 27.2% e 26.3% respectivamente
guando comparado ao controle 36.3% de média?3. Selcuk CT et al. utilizaram a
terapia com oxigenacao hiperbérica para reduzir a area de necrose em retalhos
cutaneos de ratos expostos a nicotina descrevendo reducdo com relevancia
estatistica no grupo tratamento média de 35.9% e no grupo controle 53.9%32%.
Nezami BG et al. Demonstraram que doses Unicas, locais e baixas de Tacrolimus
reduzem a area de necrose de retalhos cutaneos em ratos tratados com nicotina
significativamente, 28,3% no grupo tratamento e 53,9% no grupo controle pela
reducdo do estresse oxidativo produzido pela nicotina>.

Este estudo teve por objetivo testar o uso das CTDA como profilaxia das
complicacBes vasculares causadas pela nicotina em retalhos cutaneos
isquémicos em ratos. A dificuldade dos pacientes em cessar o tabagismo segue
um problema recorrente na rotina dos cirurgides plasticos. Esta comprovado
tanto que a maioria dos pacientes segue fumando, mesmo apos orientagéo pre-
operatoria, quanto as diversas complica¢ces que o fumo gera na vascularizagéo
dos tecidos, cicatrizacdo cutanea, podendo gerar complicacbes graves e

necessidade de reoperacdol“. A aplicacdo das células-tronco na ferida gera
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uma importante melhora da acdo paracrina cicatricial, aumentando
significativamente, em até cinco vezes, a secre¢ao de VEGF e Ang-1 nas feridas.
A elevacdo destes fatores pro-angiogénicos acarreta a melhora da
neovascularizacédo?®-28. Assim, em retalhos com potencial isquémico, como o dos
tabagistas, pode ser utilizada como uma opc¢éo terapéutica para aumentar a
neoangiogénese e reduzir a necrose secundaria a vasoconstricdo gerada pela
nicotina.

Para o tratamento com células-tronco, optou-se pelas células derivadas
do tecido adiposo. Sao de facil acesso na rotina dos cirurgides plasticos e menor
morbidade, quando comparado a de medula 6ssea. Além disso, podem render
500 vezes mais células a partir da mesma quantidade de tecido, sé&o
geneticamente mais estaveis em culturas a longo prazo 2% e, devido a grande
quantidade de tecido disponivel, o lipoaspirado pode ser diretamente utilizado
clinicamente sem cultura in vitro3l. A utilizacdo direta de lipoaspirado pode ser
mais segura, uma vez que evita a manipulacéo in vitro de CTDA que poderia
alterar as suas funcdes bioldgicas. Outra vantagem de usar lipoaspirado sem
passar por cultura sao as questdes regulatérias do manuseio de células-tronco e
posterior aplicacao clinica, extremamente rigidas, as quais demandam alto custo
e uma equipe adequadamente treinada3?. Também, pode ser criopreservado por
até 6 meses mantendo suas caracteristicas e permitindo sua utilizacdo
terapéutica no futuro®3. Sendo assim, provado o seu beneficio seria mais factivel
sua aplicacao clinica quando comparado as demais fontes de células-tronco.

Fez-se a opc¢ao por este modelo experimental apos ter sido realizado um
projeto-piloto onde foram testados retalhos de 10x4cm e 8x2cm, as

concentragdes de nicotina de 2mg/kg/dia e 1,2mg/kg/dia. N&o foi possivel o
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manejo adequado da analgesia no grupo com retalhos de 10x4cm e ocorreram
episédios de convulsdo no grupo de 2mg/kg/dia de nicotina. Entdo optou-se por
utilizar o modelo experimental de 8x2cm e a dose de nicotina de 1,2mg/kg/dia, a
qual simula as concentragces de um tabagista pesado®!1-15,

Encontramos uma média maior de area de necrose dos retalhos 8x2cm
realizados neste estudo quando comparado aos outros estudos descritos. Em
um retalho cutadneo randémico em ratos de 10 x 4cm com injecdo de nicotina
subcutanea (proporcao comprimento/base 2,5:1), € esperada uma necrose em
média de 40% da area total do retalho cutaneo!!. Entretanto, nos retalhos com
8cm de comprimento por 2cm de base, a proporcdo comprimento/base € maior
4:1. Entdo € esperado um percentual de necrose maior. Na literatura séo
descritos em média 40% sem adicdo de nicotina'®1>. Nao foi encontrado, na
literatura, descricdo de um modelo experimental de retalho cutaneo randémico
em ratos de 8x2cm com adicdo de nicotina, 0 que explica o percentual de
necrose da area total deste estudo ser maior que os demais descritos na
literatura, 69,4%.

Com o tratamento com CTDA, reduzimos significativamente a area de
necrose do retalho de 69,4% no grupo controle para 46% no grupo tratamento
(p<0,05). Uma reducdo com média de 23,4% da area necrética. Apesar de ter
sido obtida uma reducao significativa, a proporcdo de reducdo da area de
necrose foi inferior aos demais estudos analisados. Neste estudo, houve uma
reducdo de 69% para 46% da area total do retalho, o que representa uma
reducdo de 34% da area de necrose no grupo tratamento, enquanto, nos outros
estudos, a maioria obteve uma reducédo de necrose de 40% para 20% da area
total do retalho, uma reducéo de 50%da area de necrose no grupo tratamento.

Porém acreditamos que este modelo de retalho 8x2 com nicotina possa auxiliar
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no teste de novos tratamentos. Uma vez que os ratos toleraram adequadamente
maior area de necrose do retalho, consequentemente existe maior margem para
avaliacado de novos tratamentos e seu potencial de melhora da vascularizagao.
Existem limitacOes neste estudo: embora a nicotina seja o principal subproduto
do fumo do cigarro, a administracdo de nicotina no subcutaneo pode nao
representar as condi¢cdes reais de um tabagista crénico, apenas 0s eventos
agudos causados pela nicotina. Como alternativa, cAmaras de tabagismo passivo
poderiam ser utilizadas para garantir a presenca de outros constituintes da
fumaca de cigarros, porém o uso da camara nao foi aprovado pelo comité de
ética do hospital devido ao risco de a fumaca toxica contaminar outros animais
nao envolvidos e os profissionais que participaram da pesquisa. Além disso, a
frequéncia de exposicao proposta nos modelos experimentais com fumo passivo
nao corresponde a dos fumantes, e o confinamento de animais em uma camara
pode resultar em hipoxia.

Devido a lipoaspiracdo de gordura ser uma pratica recorrente na rotina do
cirurgido plastico e de baixa morbidade, a aplicacdo de CTDA, sem isolamento
e proliferacéo in vitro pré-tratamento, pode ser agregada na rotina como profilaxia
de complicacdes em retalhos cutaneos, necessitando ainda de estudos clinicos

para comprovar os achados encontrados neste modelo experimental.

CONCLUSAO

Concluimos que a aplicacdo das CTDA em um modelo experimental de
retalho cutdneo randémico em ratos com injecao de nicotina subcutanea reduz

o percentual de necrose dos retalhos.
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ABSTRACT
Objectives: To test the use of adipose-derived stem cells (ADSC) in reducing the
necrosis area in an experimental model of cutaneous ischemic flap in rats
submitted to subcutaneous nicotine injection to simulate a smoker patient.
Methods: In an experimental study, 30 rats were enrolled. Divided into two
experimental groups of 15 animals all submitted to a subcutaneous nicotine
injection to created an ischemic cutaneous flaps on their backs. Other 10 animals
were used only to obtain adipose tissue derived stem cells (ADSC). The first
group (n = 15) received ADSC treatment at the end of surgery while the other
group, the control (n = 15), received no other interventions. After euthanasia, a
decal was performed on the whole area of the flap, accurately defining the
transition from necrosis to healthy region. Photos of all animals were collected
and evaluated by scales standardized by PaintAutocad- 2015 software to define
the area of flap necrosis in each rat. Student T testwere performed to compared
the groups, considering a p< 0.05 significant. Data were analyzed using SPSS
IBM® 18 version.
Results: Through the analysis of the images by the program Paint-Autocad-2015
and the area of decal obtained by the transparent sheet, we obtained a mean of
46% necrosis of the total area of the flap in the treatment group and 69.4% in the
control group. In the descriptive analysis, a mean of 3.7 cm of necrosis Cl195%
(3.2 - 4.2) was evident in the treatment group whereas a mean value of 5.56 CI
95% (5.2 - 5.9) was found in control group, with p value <0.001 for this
comparison.
Conclusions: We concluded that the application of ADSC reduces the
percentage of necrosis in an experimental model of randomized cutaneous flap

in rats submitted to subcutaneous nicotine injection.
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Introduction:

Cutaneous scarring is a complex phenomenon, in which small changes
can lead to an undesirable pathological outcome. Intercurrences in this process
are frequent in plastic surgeries, sometimes leading to unsightly results and
frequently requiring reinterventions. A common and well-described complication
in the literature is cutaneous necrosis secondary to chronic smoking and the
patients' difficulty in stopping it for surgery. About 5% of patients are able to stop
smoking before surgery, and this number increases to 15% after medical advice?®.
If active in the pre and postoperative periods, smoking generates an environment
of ischemia and hypoxia of the surgical wound. Mainly because nicotine, which
generates vasoconstriction in the microcirculation of the skin, decreases the distal
blood flow in the flaps, which results in cutaneous necrosis and subsequent
secondary infection?. Maintaining smoking in an elective surgical procedure can
lead to a risk of delayed healing, dehiscence and infection up to three times higher
in comparison to nonsmokers, which often leads to partial or total loss of flaps,
secondary scarring and a negative impact on the aesthetic outcome?3#*. Several
clinical studies and experimental models associating tissue necrosis of flaps with
smoking have been described®2. To allow the evaluation of the damages caused
by smoking, experimental models were created that induce the complications
caused by smoking, in cutaneous flaps, through the subcutaneous injection of
nicotine, without the need to produce toxic smoke, facilitating the realization of
the studies. ° The application of the Adipose Derived Stem Cells (ADSCSs) in the
cutaneous wound improves cicatrization by cell differentiation and mainly by its

important improvement of paracrine action, increasing the stimulation to
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neovascularization and regulating the coagulation cascade'®. The objective of the
study was to test the use of ADSCs in an experimental model of a randomized
cutaneous flap in mice with subcutaneous nicotine injection to reduce necrosis

area.

MATERIAL AND METHODS

An experimental study, carried out at the Laboratory of Embryology and
Cell Differentiation, at the Animal Experimentation Unit (UEA) and at the
Experimental Pathology Unit, located at the Experimental Research Center of the
Hospital. Fourty male mice, Rattus norvegicus albinus, Rodentia, Wistar lineage
Mammalia, weighing 250 to 300g young adults, 4-8 weeks, were obtained
according to the criteria of the HCPA Animal Experimentation Unit. The rats were
housed in the UEA-HCPA, according to the use pattern of this unit, where they
received commercial ration and water ad libitum, under controlled temperature
(22°C + 2°C) and air relative humidity (55% + 5%) and photoperiod of 12 / 12
hours. Prior to initiating procedures, the animals were quarantined and acclimated
for at least 15 days. In vivo procedures were carried out in accordance with
Brazilian legislation, Law 11.794 (Official Gazette of the Union - 8/10/2008), which
establishes procedures for the scientific use of animals and regulates the
registration of Bioterrories and Experimental Centers. All procedures were based
on the Brazilian Guideline for the Care and Use of Animals for Scientific and
Educational Purposes - DBCA (2016). The completion procedures follow the
standards indicated by the CONCEA Guidelines for Euthanasia Practice (2013).

Experimental groups

Thirty mice were divided into two experimental groups of ischemic

cutaneous flap on the back of mice injected with subcutaneous nicotine. The first
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group (n = 15) received ADSCs treatment at the end of surgery and the other
group was the control group (n = 15). Both groups underwent euthanasia 7 days
after surgery.

Nicotine Injection

The animals treated with nicotine were injected into the subcutaneous
tissue at a dose of 1.2 mg / kg / day, which corresponds to a dose equivalent to
a heavy human smoker for a period of 7 days before surgery after the intervention
, until the day of euthanasia without interruption. **

Collection and processing of adipose tissue to obtain mesenchymal
stem cells

For the collection of adipose tissue, 10 mice, Rattus norvegicus albinus,
Rodentia, Wistar lineage Mammalia, weighing 250-300 g, young adults, 4-8
weeks young, were obtained and maintained as previously described. The
animals had gonadal and abdominal adipose tissue collected aseptically, under
general inhalation anesthesia, with Isoflurane, vaporized in 100% oxygen, at a
dose of 5% for induction and 2% for maintenance, at 0.5L / min. After collection,
euthanasia was performed through anesthetic overdose with isoflurane until the
promotion of cardiorespiratory arrest. The fragments of adipose tissue were
immediately sent to the Laboratory of Embryology and Cell Differentiation at the
Experimental Research Center of HCPA, where they were submitted to

enzymatic digestion for the isolation of ADSCs.

Obtaining MSC
In a laminar flow hood, tissue from the donor animals was incubated in
collagenase type | solution (Img.mL-1 in DMEM 9mM HEPES) for a period of

one hour at 37 ° C. After, the enzyme was inactivated by the addition of
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Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) culture medium supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS). The cell suspension was centrifuged for 5 min at
2000 rpm, and the formed pellet was suspended again in DMEM medium,
supplemented and plated. After isolation, the cells were cultured in DMEM,
containing a low glucose concentration, supplemented with 15mM HEPES 9mM,
15% FBS and antibiotic solution of 100 units.mL-1 of penicillin and 100mg.mL-1
of streptomycin, at 37 ° C, in an atmosphere of 5% CO2 and 100% humidity. After
24 hours of cultivation, the culture medium was aspirated and fresh medium
added. When the cell culture reached 80% confluence, the adherent cells were

removed with 0.05% trypsin-EDTA solution and subcultured in DMEM.

Surgical model

The animals were submitted to general inhalation anesthesia with
Isoflurane, vaporized in 100% oxygen, at a dose of 5% for induction and 2% for
maintenance, at 0.5 L / min. For analgesia, tramadol hydrochloride (20mg.kg-1)
was administered intraperitoneally (IP) and after induction of lesions, every 12
hours until euthanasia. A wide tricotomy of the dorsal region was performed, and
the animals were placed in a ventral decubitus position to perform antisepsis of
the surgical field with alcohol solution of 2% chlorhexidine gluconate. It was used
an experimental model already described in the literature, cranial base flap, 8cm
long and 2cm wide on the back of the animals. The flap is bounded by a linethat
joins the lower angles of the shoulder blades and the upper edges of the pelvic
girdle bones. The flaps were raised from the superficial fascia of the skeletal
muscles containing the skin and subcutaneous tissue (Figure 1.2). A plastic
barrier (polyester / polyethylene) with the same dimensions (8x2) was interposed

between the flap and the donor bed, preventing revascularization of the flap by
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means of bedding vessels (Figure 3). Next, the flap was sutured with single
stitches of 4-0 monofilament nylon thread in the same original position ("donor
area"), spaced 1lcm apart between stitches®!15, In the ADSCs treatment group,
cells were used between the 3rd and 5th passage, in the approximate
concentration of 1X106 cells, suspended in 1ml of 0.9% NaCl. After finishing the
suture throughout the flap was injected intradermally, with 1ml syringe and
27gauge needle, being 0.1ml every 1.5cm on the side of the flap, totalizing 0.4ml
on each side of the flap and 0.2ml in the distal portion of the flap. After the
procedure the animals were observed every 8 hours for the first 48 hours and
thereafter daily for the remainder of the 7 day experiment. The mouse patterns
were noted after the procedure to report any change in appetite or behavior.
Death-anticipation measures were defined as a refinement procedure and
protection / preservation of animal welfare, if the animals presented altered
behavior, such as excessive weight loss, anorexia, signs of pain that could not be
treated, following the recommendations of CONCEA (2013). There was no loss
of the animal in the postoperative period or it was necessary to anticipate

euthanasia due to failure of the analgesia protocol.
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Figure 3: Plastic barrier properly positioned at the time of euthanasia. Rat
left group treatment, right mouse control group.

Euthanasia:

The animals were submitted to euthanasia with anesthetic overdose with
Isoflurane, at a dose five times higher than the therapeutic dose, until the

promotion of cardiorespiratory arrest, confirmed by a trained Veterinarian.

Necrosis area evaluation

After euthanasia, a decal of the whole area of the flap will be performed,
accurately defining the transition from necrosis to the healthy region. For this, a
transparent plastic sheet was placed on the back of the animal with pen-marking.
Then the area representing the necrosis will be cut and measured. By dividing
the value obtained for necrosis by the total flap and multiplying the result by 100,
the percentage of necrosis is obtained. In addition, all animals were

photographed and evaluated by Scales standardized by the Paint-Autocad-2015
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program and performed patchy patch analysis, recording in square centimeters
the total area, area of viable vascularized tissue and area of necrotic tissue

(Figure 5, 6) 6.

Figure 4. Mouse of the control group at the time of euthanasia
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Figure 5. Rat of the treatment group at the time of euthanasia

Statistical analysis

For statistical analysis, IBM SPSS version 18 software (SPSS Inc. IBM
Company) wasused. The main outcome variable was the area of necrosis,
measured in cm?. For continuous and normal distribution variables, we used the
Student's T test. The results were expressed as mean and standard deviation.
We considered a significant difference when p <0.05 and the 95% confidence

interval did not cross 1.00.

Results:

Comparison of the area of necrosis of the flap:

30 Rattus norvegicus albinus, Rodentia, Wistar lineage mammalia were
included in the study, which were submitted to ischemic cutaneous flaps on the
back with subcutaneous nicotine injection. The weight ranged from 250 to 300g.
All young adults between 4-8 weeks. There was no case that required measures
of anticipation of death due to failure of the analgesia protocol, following CONCEA
recommendations (2013). There was no loss of animal in the postoperative
period. Two animals had episode of epistaxis after injection of nicotine and one
convulsed, without need of any intervention.

Through the analysis of the images by the Paint-Autocad-2015 program
and the decal area obtained by the transparent sheet, the necrosis length ranged
from 2.4cm to 4.88cm in the treatment group, whereas in the control group it
varied from 4.87 to 6 , 9cm. An average of 46% necrosis of the total flap area was

obtained in the treatment group and 69.4% in the control group (TABLE 1 and 2).

70



Table 1: Results of the necrosis area in the rats of the ADSCs - treated group.

Rat (n=15)

Necrosis area (%)

Co~NOoOUIT~hWNE

RPRRRR R
arhWNEO

35
56
50
33
59
56
56
42
58
34
50
61
30
40
39

Table 2: Results of the necrosis area in the rats of the ADSC - control group..

Rat (n=15) Necrosis area (%)
1 61
2 64
3 74
4 61
5 81
6 64
7 66
8 69
9 66
10 71
11 62
12 74
13 76
14 86
15 67
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In the descriptive analysis, a mean of 3.7 cm of necrosis (Cl 3.2 - 4.2) and

a mean of 5.56 (Cl 5.2 - 5, 9) p <0.001 (TABLE 3).

Table 3: Results of mean necrosis length in treated and control groups.

Variable Treatment Control p
W (DP) u (DP)
Length of necrosis (cm) 3,7 (+/-0,86)* 5,56 (0,61+/-)*  0,001**

* Data with normal distribution represented by mean and DP.
** Data obtained from the comparison of the means of the groups through Student's T-Test.

The mean and standard deviation of the necrosis area in the treatment and
control group are plotted on the Boxplot graph which was used to evaluate the

distribution of the data (FIGURE 6).
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Figure 6. Mean and standard deviation in cm in the treatment group and
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control group.
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Discussion:

Cigarette smoke is made up of nearly 4,000 chemicals, most of which are
toxic to the body. When the skin flap vascularisation is studied in smokers, the
main harmful substance is nicotine because it reduces perfusion of the flaps by
vasoconstriction!’, increased platelet adhesiveness!® and reduced coagulation
time'®. The cutaneous flap is affected by intrinsic and extrinsic factors. Extrinsic
factors can be systemic (infection, arteriosclerosis, hypotension and nutritional
deficiency) or local (compression, tension or thrombosis of the anastomosis). The
main intrinsic factor is inadequate blood flow due to arterial insufficiency in the
distal part of the flap. Nicotine treatment in experimental skin flap models results
in vasoconstriction, reducing blood flow, especially to the distal flap. This drug
also impairs the healing of wounds in the inflammatory and epithelial phases11.
Several measures have been described in an attempt to minimize the deleterious
effects of smoking on the vascularization of the flaps, due to their potential for
damage and mainly because even after counseling, 85% of patients continue to
smoke before and after surgery!. The authors use the experimental model of
mouse cutaneous flaps well established in the literature as a basis for testing new
treatments'?, adding nicotine injection in the subcutaneous to simulate a chronic
smoker individual.

Russo et al described the use of transcutaneous electrical nerve
stimulation (NTG) demonstrating increased viability of the cutaneous flap in mice
treated with nicotine, 45% of mean necrosis in the control group and 21% in the

group exposed to NTG, due to improvement of blood flowl1l. Leite MR et al.,
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Used Dimethyl Sulfoxide as a blocker to the deleterious effect of nicotine
demonstrating a mean area of necrosis of 20% while in the control group 40%,
concluding that due to the specific antioxidant effect, the drug blocked the harmful
effect of nicotine, acting primarily on the hydroxyl radicals, considerably reducing
the deleterious effect of nicotine20. Uzun H. tested the use of Vareneclin before
raising the flaps, describing a significant improvement in vascularization and
percentage of flap necrosis, 49% in the control group and 22% in the Vareneclin
group. Also, microangiographically showed that the vascularization was lower in
the nicotine group and higher in the treatment group. Histologically, larger areas
of necrosis, more severe inflammation and less vessel formation were observed
in the nicotine group. Guimardes MVTN, described that with Arginine treatment
at 300 mg / kg in mice exposed to nicotine, vessels counted through
immunohistochemistry with anti-CD31 had a lower mean (2.9), when compared
to the treatment group (4.3). The mean area of necrosis in the treated group was
17% while the mean of the control group was 45%. They attributed the effects of
Arginine to a consequence of the drop in the blood concentrations of pyruvate,
lactate and ketone bodies1l6. Shah A. et al. tested the ability of increased
vasculogenesis and increased blood flow generated by the inhibition of
phosphodiesterase-5 (PDE-5) in reducing the complications generated by
nicotine. It concluded that there was a statistically significant reduction in the area
of necrosis of the skin flap in mice exposed to nicotine when PDE-5 inhibited, this
effect was dose dependent. When administered sildenafil twice daily, the animals
exposed to nicotine had a reduction of more than 50% in cutaneous necrosis
when compared to the control group, in a statistically significant way. When VEGF
was analyzed, the amounts produced in the treatment group, mean of 4.0, were

also statistically higher than in the control group, 2.9 of mean??. Rinker B et al.
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tested the effect of calcium channel blockers on the percentage of necrosis area
of the tobacco-induced skin flap in mice, concluded that calcium channel
blockers, both Verapamil and Nifedipine, administered at the time of surgeryand
post- of the skin flap necrosis in animals exposed to nicotine, 27.2% and 26.3%,
respectively, when compared to the control 36.3% of the mean 23. Selcuk CT et
al. used the therapy with hyperbaric oxygenation to reduce the area of necrosis
in cutaneous flaps of mice exposed to nicotine, describing reduction with
statistical relevance in the treatment group of 35.9% and in the control group
53.9%. Nezami BG et al. demonstrated that single, local and low doses of
Tacrolimus reduced the area of skin flap necrosis in nicotine treated mice
significantly, 28.3% in the treatment group and 53.9% in the control group by
reducing the oxidative stress produced by nicotine®.

This study aims to test the use of ADSCs as a prophylaxis of vascular
complications caused by nicotine in ischemic cutaneous flaps in mice. The
difficulty of patients in stopping smoking follows a recurring problem in the routine
of plastic surgeons. Itis already proven that most of the patients continue smoking
even after preoperative orientation, as well as the various complications that
smoke generates in the vascularization of the tissues, cutaneous scarring, which
can lead to serious complications and need for reoperation'“. The application of
the stem cells to the wound generates an important improvement of the cicatricial
paracrine action, significantly increasing the secretion of VEGF and Angl in
wounds up to five times. The elevation of these proangiogenic factors leads to
the improvement of neovascularization?6-28, Thus, in flaps with ischemic potential,
such as that of smokers, can be used as a therapeutic option to increase
neoangiogenesis and reduce necrosis secondary to vasoconstriction generated

by nicotine.
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For stem cell treatment, cells derived from adipose tissue were chosen.
They are easily accessible in the routine of plastic surgeons and lower morbidity
when compared to bone marrow. In addition, they can yield 500 times more cells
from the same amount of tissue, are genetically more stable in long-term cultures
29.30 and because of the large amount of tissue available, liposuction can be
directly used clinically without culture in vitro®!. The direct use of liposuction can
be safer, since it avoids the in vitro manipulation of ADSCs that could alter its
biological functions. Another advantage of using liposuction without passing
through culture are the extremely rigid regulatory issues of stem cell management
and subsequent clinical application, which require high cost and a properly trained
staff. 32. Also, they can be cryopreserved for up to 6 months while maintaining
their characteristics and allowing its therapeutic use in the future®3. Therefore, its
benefit would be more feasible its clinical application when compared to the other
sources of stem cells.

This experimental model was chosen after a pilot project where 10x4cm
and 8x2cm flaps were tested and the nicotine concentrations of 2mg / kg / day
and 1.2mg / kg / day were tested, as it was not possible to handle the analgesia
in the group with 10x4cm flaps and frequent seizures in the 2mg / kg / day group
of nicotine was chosen to use the 8x2cm experimental model and the nicotine
dose of 1.2mg / kg / day, which simulates the concentrations of a heavy
smoker9.11-15

We found a larger mean area of 8x2cm patch necrosis performed in this
study when compared to the other studies described. In a random skin flap in 10
X 4cm mice with subcutaneous nicotine injection (2.5: 1 length / base ratio) a
mean necrosis of 40% of the total cutaneous flap area is expected!. However, in

the flaps with 8cm of length by 2cm of base the proportion length / base is greater
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4: 1, then a higher percentage of necrosis is expected, in the literature they are
described in average 40% without addition of nicotine!315, A description of an
experimental model of a rare cutaneous flap in 8x2cm mice with nicotine addition
was not found in the literature, which explains the percentage of necrosis in the
total area of this study being higher than the others reported in the literature,
69.4%.

With ADSCs treatment we significantly reduced the necrosis area of the
flap from 69.4% in the control group to 46% in the treatment group (p <0.05). An
average of 23.4% reduction of necrotic area. Although a significant reduction in
the proportion of necrosis area reduction was obtained, it was lower than the other
studies analyzed. In this study a reduction of 69% to 46% of the total area of the
flap, representing a reduction of 34% of the area of necrosis in the treatment
group, while in the other studies the majority obtained a reduction of necrosis from
40% to 20% of the total area of the flap, a 50% reduction of the area of necrosis
in the treatment group. However, we believe that more studies are needed using
the 8x2cm model with nicotine, since the rats adequatelytolerated a greater area
of necrosis of the flap, there is a greater margin for testing new treatments and
their potential for vascularization improvement. There are limitations in this study,
although nicotine is the major byproduct of cigarette smoke, nicotine
administration in the subcutaneous may not represent the actual conditions of a
smoker. Alternatively, passive smoking chambers could be used to ensure the
presence of other constituents of cigarette smoke, but the use of the chamber
was not approved by the hospital's ethics committee because of the risk of toxic
smoke contaminating other non-involved animals and professionals who
participated in the research. In addition, the exposure frequency proposed in

experimental models with passive smoke does not correspond to that of
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smokers, and confinement of animals in a chamber may result in hypoxia.
Because fat liposuction is a recurring practice in the plastic surgeon's
routine and low morbidity, the application of ADSCs, without isolation and
proliferation in vitro pre-treatment, can be routinely aggregated as prophylaxis of
complications in cutaneous flaps, still requiring studies to verify the findings found

in this experimental model.

CONCLUSION
We conclude that the use of ADSCs in an experimental model of a
randomized cutaneous flap in rats with subcutaneous nicotine injection reduces

the percentage of necrosis of the flaps.

79



REFERENCES

10.

11.

12.

American Cancer Society. Guide to quitting smoking. A word about success rates for
quitting smoking.Disponivel em:_

http://www.cancer.org/healthy/stayawayfromtobacco/guidetoquittingsmoking/guide-to-

quitting-smoking-success-rates. Acessado em 21 de marco, 2015.

Jeffery K. Krueger, M.D., and Rodney J. Rohrich, M.D. Clearing the Smoke: The
Scientific Rationale for Tobacco Abstention with Plastic Surgery. Plast Reconstr Surg.
2001 Sep 15;108(4):1063-73.

Sorensen L. Wound Healing and Infection in Surgery: The Clinical Impact of Smoking

and Smoking Cessation: A Systematic Review and Meta-analysis. Arch
Surg.2012;147(4):373-383.
Gravante G, Sorge R, Araco F, Delogu D, Cervelli V. Wound infections in aesthetic

abdominoplasties: the role of smoking. Plast Reconstr Surg. 2008;121:305e-310e.

Crig S, Ress TD. The effects of smoking on experimental skin flap in hamisters. Plast
Reconstr Surg 1985;75:842-6.

Forest CR, Pang CY, Lindsay WK. Dose and time effects of nicotine treatment on the
capillary blood flow and viability of random-pattern skin-flap in the rat. Br J Plast Surg
1987;40(3):295-9.

Forest CR, Pang CY, Lindsay WK. Pathogenesis of ischemic necrosis in random-
pattern skin-flaps induced by long-term low-dose nicotine treatment in the rat. Plast
Reconstr Surg 1991;87(3):518-28.

Kaufman T, Eichenlaub EH, Levin M, Hurwitz J, Klain M. Tobacco smoking:impairment

of experimental flap survival. Ann Plast Surg 1984;13:468-72.

Campos H, Ferreira LM, Santos WLC, Aradjo MCM. Effects of nicotine in skin flaps in
rats. Acta Cir Bras. 2001;16(4):206-10.

Hassan WUL1, Greiser U, Wang W. Role of adiposederived stem cells in wound healing.
Wound Repair Regen. 2014 MayJun;22(3):31325.

Russo CR, Leite MT, Gomes HC, Ferreira LM.Transcutaneous electrical nerve
stimulation in viability of a random skin flap in nicotine-treated rats. Ann Plast Surg.

2006 Dec;57(6):670-2.

Mcfarlane RM, Deyoung G, Henry RA. The design of a pedicle flap in the rat to study
necrosis and its prevention. Plast Reconstr Surg. 1965 Feb;35:177-82.

80


http://www.cancer.org/healthy/stayawayfromtobacco/guidetoquittingsmoking/guide-to-quitting-smoking-success-rates
http://www.cancer.org/healthy/stayawayfromtobacco/guidetoquittingsmoking/guide-to-quitting-smoking-success-rates
http://www.cancer.org/healthy/stayawayfromtobacco/guidetoquittingsmoking/guide-to-quitting-smoking-success-rates
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gravante%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sorge%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sorge%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Delogu%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Delogu%20D%22%5BAuthor%5D

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Rocha FP, Fagundes DJ, Rivoire HC, Rech FV, Almeida MW, Pires JA.
Immunohistochemical expression of apoptosis and VEGF expression on random skin
flaps in rats treated with hyperbaric oxygen and N-acetylcysteine. Undersea Hyperb
Med. 2011 May-Jun;38(3):167-74.

Rocha FP; Fagundes DJ,; Pires JA; Rocha FST. Efeito da oxigenacao hiperbérica e da
N-acetilcisteina na viabilidade de retalhos cutaneos em ratos. Rev. Bras. Cir. Plast.
vol.26 no.4 Sao Paulo Oct./Nov./Dec. 2011

Rocha FP, Fagundes DJ,; Pires JA; Rocha FST . Does hyperbaric oxygenation have a
protective effect on random skin flaps? An immunohistochemical study of cellular
apoptosis and vascular endothelial growth factor. Rev. Bras. Cir. Plast. vol.28 no.2 Sao
Paulo Apr./June 2013

Guimaraes, M.V.T. et al. L-arginine action in cutaneous flap evolution under nicotine
exposure in rats. Rev. Col. Bras. Cir. [online]. 2013, vol.40, n.1, pp.49-54.

Van Adrichem, L. N. A., Hovious, S. E. R., van Strik, R., and van der Meulen, J. C.
Acute effects of cigarette smoking on microcirculation of the thumb. Br. J. Plast.Surg.
45: 9, 1992.

Dintenfass,L.Elevationofbloodviscosity,aggregationofred cells, haematocrit values and
fibrinogen levels in cigarette smokers. Med. J. Aust. 1: 617, 1975.

Ambrus, J. L., and Mink, |. B. Effect of cigarette smoking on blood coagulation. Clin.
Pharmacol. Ther. 5: 428, 1964.

Leite MT1, Gomes HC, Percario S, Russo CR, Ferreira LM. Dimethyl sulfoxide as a
block to the deleterious effect of nicotine in a random skin flap in the rat. Plast Reconstr
Surg. 2007 Dec;120(7):1819-22.

Uzun H, Bitik O, Calig M, Aksdyler DY, Ustiin GG, Késemehmetoglu K, Aksu AE.
Varenicline increases random flap survival in rats submitted to nicotine. J PlastSurg
Hand Surg. 2018 Jul 24:1-7.

Shah Al, Pfaff MJ, Assi R, Wu W, Steinbacher DM. PDE-5 inhibition improves skin flap
viability in rats that are exposed to nicotine. Microsurgery. 2014 Jul;34(5):390-7.

Rinker B1, Fink BF, Barry NG, Fife JA, Milan ME. The effect of calciumchannel
blockers on smoking-induced skin flap necrosis. Plast Reconstr Surg. 2010
Mar;125(3):866-71.

Selguk CT1, Kuvat SV, Bozkurt M, Yasar Z, Gulstin N, ligezdi S, Ula M, Ozalp B. The
effect of hyperbaric oxygen therapy on the survival of random pattern skin flaps in
nicotine-treated rats. J Plast Reconstr Aesthet Surg. 2012 Apr;65(4):489-93.

Nezami BG, Rahimpour S, Sianati S, Kalbasi Anaraki D, Sadeghi M, Ghasemi M,
Dehpour AR. Pharmacological preconditioning of random-pattern skin flaps with local
FK506 in nicotine-treated rats: interaction with nitric oxide system. J Plast Reconstr
Aesthet Surg. 2009 Dec;62(12):e643-4.

Hassan WU1, Greiser U, Wang W. Role of adipose+derived stem cells in wound
healing. Wound Repair Regen. 2014 May-Jun;22(3):313-25. doi: 10.1111/wrr.12173.

81



27. Buravkova LB, Grinakovskaia OS, Andreeva EP, Zhambalova AP, Kozionova MP.
[Characteristics of human lipoaspirateisolated mesenchymal stromal cells cultivated
under a lower oxygen tension]. Tsitologiia 2009; 51: 5-11.

28. Grayson WL, Zhao F, Bunnell B, Ma T. Hypoxia enhances proliferation and tissue
formation of human mesenchymal stem cells. Biochem Biophys Res Commun 2007;
358: 948- 53.

29. Zuk PA, Zhu M, Ashjian P, De Ugarte DA, Huang JI, Mizuno H, et al. Human adipose
tissue is a source of multipotent stem cells. Mol Biol Cell 2002; (13):4279+95.

30. Mizuno H. Adipose-derived stem cells for tissue repair and regeneration: ten years of
research and a literature review. J Nippon Med Sch 2009; (76): 56+66.

31. Lako M, Armstrong L, Stojkovic M. Induced Pluripotent Stem Cells : It Looks Simple but
Can Looks Deceive? Stem Cells 2010; (28): 845—-850.

32. Kern S, Eichler H, Stoeve J, Kliter H, Bieback K. Comparative Analysis of
Mesenchymal Stem Cells from Bone Marrow, Umbilical Cord Blood, or AdiposeTissue.
Stem Cells 2006; (24): 1294+301.

33. Schéffler A, Bichler C. Concise review: adipose tissue derived stromal cells basicand
clinical implications for novel cell-based therapies. Stem Cells 2007; (25):818-27.

82



83



CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo foi pioneiro no uso do tratamento com CTDA para as
complicacbes causadas pela nicotina. Ainda ndo existem estudos clinicos
abordando este assunto. O proximos estudos dessa linha de pesquisa serao
destinados a testarem o uso das CTDA para tratamento das complicacbes
iIsquémicas causadas pelo tabagismo na cicatrizagdo cutanea e posteriormente

em retalhos cutaneos.
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