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Avaliacao histolégica e morfométrica do retalho axial oris
angularis e da terapia por ondas de choque aplicados a
defeito palpebral experimental em caes

Histologic and morfometric evaluation of oris angularis axial skin flap and extracorporeal
shockwave on experimental eyelids defects in dogs
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Resumo

Os retalhos de padrao axial tém como caracteristica significativa vascularizagdo intrinseca, considerada uma vantagem
sobre outras técnicas. Considerando que complicagdes isquémicas podem afetar os retalhos cutineos, técnicas de
salvamento sdo descritas, dentre estas, a terapia por ondas de choque extracorpéreas (TOCE), descrita como capaz
de modular a vascularizagio e cicatrizagdo dos retalhos. O presente estudo avaliou histoldgica e morfometricamente
21 amostras de pele; destas, 14 foram submetidas & confec¢do do retalho axial, sendo sete tratadas também pela
TOCE, obtidas da regido distal do retalho axial oris angularis, utilizado para a reconstrucido de defeitos palpebrais
experimentais extensos em caes. Foram avaliadas também sete amostras de pele normal da mesma regido acima
descrita (grupo controle). Nao foram evidenciadas diferengas histoldgicas significativas no infiltrado inflamatério e
atrofia epidérmica microscopicamente. Na andlise morfométrica, o nimero de vasos, a area vascular total e a drea média
foram semelhantes entre os grupos experimentais. O retalho oris angularis associado ou ndo a TOCE nio apresentou
caracteristicas microscopicas de complica¢des inflamatorias e atréficas significativas. Sinais de integridade tecidual e
vascularizagiao sanguinea adequados foram observados em ambos os grupos tratados, demonstrando efetividade do
retalho oris angularis. A aplicacdo da TOCE no retalho oris angularis, em dose tnica de 2500 impulsos a 0,15 mJ/mm?
no pos-operatdrio imediato, ndo promoveu efeitos colaterais deletérios.

Palavras-chave: Avaliacao histologica. Morfometria. Retalho oris angularis. Terapia por ondas de choque extracor-
poreas. Caes.

Abstract

Considering that the cutaneous flap can be affected by isquemic complications the extra corporeal shock wave
therapy (ESWT) was described as rescue techniques. The present study was developed to analyze histological and
with morfometry, twenty one skin samples treated or not with the shock wave therapy, obtained from flap’s distal
border, used in this study to repair eyelids’ experimental defects in dogs. The flap with or without ESWT did not
show any histological sign of inflammatory or atrophic alterations. Both group treated showed similar morphometrical
characteristics. The ESWT with the protocol used in this study (2500 impulses at 0,15 mJ/mm?) did not demonstrate
significant clinical outcomes as a rescue technique when applied over the oris angularis flap, however results showed no
signals of collateral deleterious effects.

Keywords: Histologic evaluation. Morphometry. Oris angularis flap. Extracorporeal shockwave therapy. Dogs.
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vimento ou adquiridos, podem comprometer a ana-
tomia e funcionalidade das palpebras, e refletir nas
estruturas que as mesmas protegem, podendo afetar a
acuidade visual em decorréncia da irritacdo cronica®’.

A reparagdo de defeitos extensos na face, princi-
palmente os relacionados a neoplasias infiltrativas,
constitui um desafio cirdrgico, sendo primordial o
conhecimento anatémico da drea afetada bem como
do tecido adjacente ao defeito para assim preservar a
fungao e a cosmética da regido*’. Muitas vezes reta-
lhos cutaneos sdo necessarios para restaurar defeitos
em regides corporais onde a pele que os circunda nao
é suficiente. Os retalhos de padrao axial mantém, no
seu pediculo, artérias e veias cutaneas diretas, as quais
suprem um territério denominado angiossomo, com-
posto pela musculatura cutinea superficial, tecido
subcutaneo e pele®. A manutengao do pediculo intac-
to ¢ de vital importancia para assegurar que o retalho
possa restituir a circulacdo de areas isquémicas’.

O retalho auricular caudal®*® e retalho temporal su-
perficial'®'"'? foram descritos com resultados satisfa-
tdrios na reparacgdo de defeitos da drbita, palpebras e
comissuras palpebrais, associados a excisdo de massas
tumorais, traumatismos extensos e defeitos que difi-
cilmente fechariam em um unico procedimento ci-
rurgico. Alguns autores estudaram a aplicagao clinica
do retalho axial oris angularis, com resultados favo-
raveis para a reconstru¢ao do palato duro® e para a
regido nasal e facial, nos caes".

Entre as complicagdes associadas a reconstrugéo fa-
cial mediante retalhos cutaneos, necrose periférica é
mencionada com maior frequéncia na literatura®'>'¢. A
irrigacdo sanguinea inadequada ¢é a principal causa de
necrose’; assim, reduzir a isquemia é o foco de vérias
técnicas de salvamento de retalhos descritas, entre elas
a administragao exogena de fatores de crescimento'”%,
oxigenagdo hiperbadrica', e a terapia génica??"*.

Nas ultimas décadas, a terapia por ondas de choque
extracorpdreas (TOCE) tem sido descrita como uma

ferramenta util na modulagdo da cicatrizagdo que
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exerce nos diferentes tecidos aos quais ¢ aplicada,”
demonstrando interagdo satisfatéria com os tecidos,
dose dependéncia, bom desempenho na sobrevivén-
cia de retalhos em modelos experimentais*. Acredi-
ta-se que a TOCE promove a liberagdo de fatores de
crescimento, assegurando a angiogénese da area com-
prometida e assim a reparagdo tecidual®*.

Nao ha relatos da utilizagdo do retalho de padrao
axial oris angularis, para a reconstru¢ao de palpebras,
na literatura veterinaria consultada, assim como da
aplicacao da terapia por ondas de choque extracorpo-
reas como técnica de salvamento do mesmo na regido
facial periorbitaria.

O presente estudo teve por objetivo avaliar aspectos
histologicos e morfométricos da utilizagao do retalho
de padrao axial oris angularis, bem como da aplicagao
da terapia por ondas de choque extracorpdreas sobre
o mesmo, no reparo de defeitos experimentais nas

pélpebras inferiores de caes.

Material e Método

Para a realizagdo do presente estudo o mesmo foi
aprovado pela Camara de Etica em Experimentacdo
Animal (CEEA) da Faculdade de Medicina Veterina-
ria e Zootecnia - UNESP - Campus de Botucatu (pro-
tocolo n° 186/2007).

Foram utilizados 14 cédes (Canis familiaris - LIN-
NAEUS, 1758), sem raca definida (SRD), de ambos
os sexos, adultos jovens (dois a cinco anos), pesando
entre oito e 25 kg, sadios, selecionados apds exame
clinico completo, com especial atengdo a superficie
ocular e anexos. Foram descartados aqueles que nao
apresentaram integridade palpebral, bem como irre-
gularidades na pele da face.

Sete cdes (14 lados faciais) foram submetidos ao
procedimento de reparacio de defeitos experimentais
nas palpebras inferiores esquerdas e direitas mediante
utilizacdo do retalho de padrao axial oris angularis.
Apos sorteio, um dos lados faciais foi submetido ape-

nas a realizagdo do retalho (grupo retalho-GR), e o



outro lado associado a aplicagdo da terapia por ondas
de choque extracorpoéreas (grupo TOCE-GT). O gru-
po controle (GC) foi constituido por sete cées, os quais
néo foram submetidos a nenhum procedimento.

A medicagao pré-anestésica foi realizada com ace-
promazina (0,05 mg/kg) e morfina (0,5 mg/kg); para
a indugdo da anestesia utilizou-se propofol (5 mg/kg)
e isofluorano para manuten¢do. Apds antissepsia da
regido, utilizou-se um marcador estéril para a delimi-
tacdo do defeito palpebral experimental, o qual envol-
veu todo o comprimento da palpebra inferior e apre-

sentou dois centimetros de largura (Figura 1).

Figura 1 - Imagens fotogréficas evidenciando
um cdo em decubito lateral direito
com defeito palpebral e retalho oris
angularis demarcados com tinta
estéril

Mantendo-se a base do retalho centrada na comis-
sura bucal, realizaram-se duas incisdes paralelas; a
ventral, limitada pela borda ventral do ramo mandi-
bular horizontal, e a dorsal, pelo aspecto ventral do
arco zigomatico; as linhas foram estendidas caudal-
mente um centimetro apds o término do defeito pal-
pebral induzido. Manteve-se a integridade das artérias
oris angularis, labial superior e inferior no dngulo da
boca, e a dissec¢ao foi realizada subjacente a0 muscu-
lo platisma cutaneo. O retalho foi deslizado cuidado-
samente, e posicionado sobre o defeito cirurgicamen-
te criado. Trés pontos subcutineos foram colocados
para facilitar a aproximagdo das margens cuténeas, as

quais foram suturadas com pontos simples separados
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e nailon 4-0, na borda palpebral e no restante do reta-

lho com nailon 3-0 (Figura 2).

Figura 2 - Aspecto do retalho posicionado e
suturado sobre o defeito palpebral

No periodo pds-operatério imediato, sob aneste-
sia cirurgica, o GT recebeu uma unica aplica¢ao de
terapia por ondas de choque (TOCE), sobre a regido
correspondente a extremidade distal do retalho em
relacao ao pediculo, sendo considerada a area mais
suscetivel a necrose.

Aplicaram-se 2500 impulsos a 0,15 mJ/mm? a fonte
utilizada foi um gerador de ondas de choque eletroi-
draulico portatil (VersaTron, High Medical Techno-
logies do Brasil Ltda.). O dispositivo de focalizacao
concentrou as ondas a 5 mm de profundidade desde
a superficie de contato; gel de ultrassom foi utilizado
para o acoplamento. Um tripé permitiu aperfeigoar a
distancia de contato entre o dispositivo de focalizacao
(probe) e a pele dos caes (Figura 3).

Aos dez dias no pos-operatorio, todos os animais fo-
ram sedados seguindo-se o protocolo pré-anestésico de
rotina, para realizar a biopsia de pele. Utilizou-se punch
dérmico de 8 mm de didmetro. O local padronizado
para a obtengao das amostras foi um centimetro lateral
e ventral ao canto temporal do olho (Figura 4), area que
recebeu a aplicagdo direta da TOCE nos animais do
grupo GT; um ponto simples separado, com fio nailon

3-0, foi aplicado para aproximagao da pele.
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Figura 3 - Gerador de ondas de choque extracorpdreas
eletroidraulico portatil (Versatron®*-HMT) (seta
grande) montado sobre um tripé, para otimizar a
distancia da probe (seta pequena) da pele da face

Figura 4 - Local da biopsia de pele no
extremo distal do retalho, a 1
cm lateral do canto temporal
do olho (seta)

As amostras de pele foram imersas em solugdo de
formol tamponado a 10%, em frascos separados e
identificados durante 24 horas; posteriormente foram
retiradas, cortadas sagitalmente em duas pegas, colo-
cadas em cassetes plasticos e inseridas em alcool 70%,
até o momento do processamento. Apds inclusdo em
blocos de parafina, as amostras foram cortadas e cora-
das pela técnica de hematoxilina - eosina (H-E) para
posterior avaliacdo das mesmas.

As avaliagoes morfologicas e morfométricas foram
realizadas em dez campos de cada lamina, de maneira
aleatdria, utilizando-se microscépio Optico e aumento

de 40x. Os critérios de avaliagdo morfologica inclui-
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ram presenca de infiltrado inflamatdrio (mono e poli-
morfonucleares) e atrofia epidérmica, utilizando-se o
sistema de escores para graduar a intensidade das va-
ridveis em 0: ausente, 1: leve, 2: moderada, 3: intensa.

Os campos de cada lamina foram capturados fo-
tograficamente e as imagens foram analisadas por
meio do programa analisador de imagens Q-win V3
(Leica) versao 2.4 (Microsystems Imaging Solutions
Ltd., Cambridge, Inglaterra), para medigdes manuais
e automadticas. Na analise morfométrica, avaliou-se o
nimero de vasos presentes, a area de cada um deles e
amédia das areas dos mesmos. Para todas as variaveis
morfoldgicas e morfométricas foram adotados como
valores finais, a média de dez campos analisados em
cada lamina (animal) de cada grupo.

Para as variaveis morfoldgicas (infiltrado inflamato-
rio e atrofia epidérmica) foi utilizada a técnica de ana-
lise de variancia ndo paramétrica de Kruskal-Wallis
para o modelo com um fator. As variaveis morfomé-
tricas (numero de vasos, area de vasos e dreas médias
de vasos) foram analisadas pela técnica de analise de
variancia para o modelo com um fator. Os testes fo-

ram realizados a 5% de significancia (p > 0,05)%.

Resultados e Discussao

A reparagdo de defeitos extensos na face constitui
um desafio cirurgico pela pouca disponibilidade de
pele existente na regido’. Alguns retalhos axiais foram
descritos para a reconstrugdo orbitaria e maxilofacial
em animais domésticos>'*'?. O retalho de padrao axial
oris angularis foi citado na literatura veterinaria para
a reconstru¢ao nasal e do palato duro em caes''*. No
presente estudo, o retalho oris angularis foi utilizado
para a reconstrucdo de defeitos experimentais realiza-
dos nas palpebras inferiores de caes, abrangendo toda
sua extensio e a espessura total da pele das mesmas.

A necrose isquémica é uma complicacdo descrita
na confec¢do de retalhos cutineos, havendo varias
técnicas de salvamento dos mesmos, desenvolvidas

com a finalidade de evitar tal complicacdo. A terapia



por ondas de choque extracorpdreas (TOCE) vem
sendo aplicada a varios tecidos com o objetivo de in-
crementar a perfusio dos mesmos, e assim modular
a cicatriza¢ao®. Na pele foi relatada sua aplicagdo em
diversas condigdes, nas quais a irrigagdo esta compro-
metida***. No presente estudo a mesma foi aplicada
sobre o extremo distal do retalho de padrio axial oris
angularis ,com a finalidade de aumentar a vasculari-
zagao da regido.

O exame histolégico e morfométrico das amostras
de pele aos dez dias do pds-operatdrio, obtidas por
biopsia, teve por objetivo identificar possiveis dife-
rengas microscopicas entre os grupos tratados e o

controle (Figura 5).
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Figura 5- Corte histoldgico de pele demons-
trando pardmetros normais em um
animal do GC (colora¢io H & E,
obj. 40X)

A presenca de células inflamatdrias é essencial para
dar inicio ao processo de cicatrizagao®; o infiltrado
inflamatdrio observado no estudo (Figura 6) apre-
sentou um padrao geral leve e sem diferenca entre os
grupos (Tabela 1), de acordo com os autores que con-
sideram os dez dias apds os procedimentos como o
declinio da fase inflamatdria®.

A atrofia epidérmica, caracterizada pelo aspec-
to delgado da epiderme associado a fina camada de
queratina’®' foi identificada discretamente nos grupos
avaliados (Figura 7); esta apresentou grau leve e sem

diferenca entre os tratamentos (Tabela 2). Segundo
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Hargis®, em caes é uma caracteristica frequentemente
associada a transtornos metabolicos como o hipera-
drenocorticismo, portanto, sendo os animais do expe-
rimento saudéveis, acredita-se que a mesma represen-
tou um achado aleatdrio ndo havendo correlagio com

os tratamentos efetuados.

Figura 6 - Corte histologico de pele exemplifi-
cando moderado infiltrado inflama-
torio mononuclear em um animal do
GR (coloragao H & E, obj. 40X)

Tabela 1 - Medianas dos escores do infiltrado inflamatdrio
nos diferentes grupos (G) experimentais (GR-
retalho; GT - TOCE; GC- controle)

Grupos
experimentais GR GT GC
Escores 0,5 0,7 0,3

Figura 7 - Corte histoldgico de pele exemplificando
leve atrofia epidérmica em um animal do
GT (coloragao H-E, obj. 40X)
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Tabela 2 - Medianas dos escores da atrofia epidérmica
nos diferentes grupos (G) experimentais (GR-
retalho; GT - TOCE; GC- controle)

Grupos GR GT GC
experimentais
Escores 0,2 0,1 0,1

A presenca de vasos sanguineos, considerando-os
como estruturas com luz e presenga ou nao de hema-
cias por campo™, foram estruturas estabelecidas como
medida para avaliar a vascularizagao das amostras por
grupo (Figura 8 A e B). Na analise morfométrica, me-
diante o programa analisador de imagens Q-win V3
foram contabilizadas as estruturas vasculares segun-
do Fernandes et al.*, e verificou-se um discreto incre-
mento numérico nos grupos tratados (GR e GT) em

relacao ao GC. Esse resultado pode estar relacionado

Figura 8 - Corte histoldgico de pele em um
animal do GC ilustrando como foi
realizada (A): contagem de vasos
presentes em um campo; (B):
medig¢do do limen de cada vaso em
um campo, obtendo-se a area em
pm? (coloragdo H-E, obj. 40X)
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como descrito na literatura', ao suprimento sangui-
neo adequado observado na confec¢ao do retalho oris
angularis decorrente da presenca da artéria cutanea
direta, bem como angiossomos secundarios e tercia-
rios no mesmo. Entretanto, diferenga significativa nao
foi observada entre os grupos tratados e o controle, o
que demonstra uma aproximac¢ao ao padrdo normal
observada no periodo de avaliagao.

A literatura relata o incremento do numero de va-
sos nas amostras de tecidos submetidos a aplicagao da
TOCE*?*, desigualmente, no presente estudo, nao foi
possivel identificar diferencas significativas entre os
grupos tratados, assim como no controle.

A drea total do vaso (um?) bem como sua drea mé-
dia também foram analisadas pelo programa, obten-
do-se as areas vascularizadas por campo e por amos-
tra*2. Semelhante ao observado com o numero de va-
$0S, Ou seja, discreto incremento numérico nas areas
vascularizadas, também nao se observou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (Tabela
3). Huemer et al.? descrevem o aumento da atividade
angiogénica apds a aplicagdo da TOCE, observagao
que ndo pode ser comprovada diretamente no presen-
te estudo. Acredita-se que tal resultado se deve a boa

irrigagao do retalho oris angularis'.

Tabela 3 - Média e desvio padrao das varidveis: area total,
numero de vasos e drea média do vaso nos
diferentes grupos (G) experimentais (GR-
retalho; GT - TOCE; GC - controle)

Variavel GR GT GC
Area total 171207,71 + 172402,29 + 131888,86 +
52309,63 41444,58 38709,87
Ne de vasos 7,34 + 1,35 6,94 + 1,28 6,11 + 1,52
Area Média 23972,29 + 25777,29 + 22088,57 +
dos vasos 6981,58 5441,67 2891,39

Com o estudo microscépico dos aspectos inflama-
torios, de integridade e estrutura vascular do retalho

oris angularis, verificou-se que a TOCE, como técnica



de salvamento de retalhos, nao foi significativa neste
estudo, ou seja, ndo promoveu efeito positivo sobre
essas variaveis, a diferenca de estudos realizados por
Rompe et al.*, nos quais infiltrados inflamatérios,
proliferacdo da matriz extracelular e aumento dos
capilares foram verificados nos tecidos submetidos a
aplicacdo da TOCE.

Provavelmente devido a boa resposta vascular do
retalho axial utilizado, o efeito da TOCE foi minimi-
zado; entretanto, deve-se ressaltar que a sua aplicac¢ao
na dose estabelecida no presente estudo também nao

promoveu alteracdes deletérias ao retalho axial, como
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