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RESUMO:

A criocirurgia € uma técnica terapéutica muito eficaz no tratamento de
diversas lesdes cutdneas benignas e malignas. O principal mecanismo de agao
desta técnica esta relacionado aos seus efeitos vasculares no tecido tratado. Apds
o procedimento criocirdrgico ocorre a formagédo de um tecido de granulagéo
exuberante no local da aplicagdo, provavelmente por estimulo angiogénico do
cribgeno e da resposta inflamatdria, particularmente nas células endoteliais.
Objetivos: avaliar e comparar os efeitos angiogénicos da criocirurgia, por método
histopatologico (hematoxilina-eosina), na pele normal e previamente submetida a
injuria experimental de ratos, utilizando-se o nitrogénio liquido como criégeno de
escolha. Métodos: Foram realizadas duas feridas experimentais no dorso de 20
ratos, machos, linhagem Lewis, adultos jovens, com peso entre 180 e 220gramas,
utilizando-se punch de 5mm, distantes 2 cm uma da outra. Apoés 3 dias, foi
realizada criocirurgia com nitrogénio liquido em uma delas, utilizando-se a técnica
do spray aberto por 15 segundos. Os animais foram divididos de forma aleatéria
em dois grupos de dez animais. Apds 7 dias (grupo |) e 14 dias (grupo Il), as
amostras foram coletadas e encaminhadas para analise histolégica, para
avaliagdo da celularidade (angiogénese) local nos diferentes momentos e
situacbes. Resultados: Foi possivel comprovar que a criocirurgia, apesar de
promover morte celular logo apds sua aplicagdo e um processo inflamatério local
acentuado, induz em um segundo momento, uma rapida proliferagéo celular e a
manutencao desta taxa de celularidade, quando comparada ao mesmo fendmeno
na cicatrizacdo tecidual sem este procedimento. Conclusdo: Estes achados,
juntamente com o conhecimento de que existe uma relagéo direta entre as células
mononucleares e neovascularizagdo, e que ha o desenvolvimento de um rico
sistema de novos vasos em injuria causada pelo frio, sugerem que a criocirurgia,
apesar de levar a uma cicatrizagdo completa em um tempo mais prolongado,

possui estimulo angiogénico.

Palavras-chave: Criocirurgia; ulcera cutanea; cicatrizagdo; neovascularizagao
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ABSTRACT:

Cryosurgery is a very efficient therapeutic technique to treat benign and
malignant cutaneous diseases. The primary active mechanism of cryosurgery is
related to vascular effects in treated tissue. After a cryosurgical procedure,
exuberant granulation tissue is formed at the injection site, probably as a result of
angiogenic stimulation of the cryogen and inflammatory response, particularly in
endothelial cells. The objective of this study is to evaluate the angiogenic effects of
freezing, as part of the phenomenon of healing rat skin subjected to previous
injury. Methods: 20 young adult Lewis strain male rats were used, weighing
between 180 and 220 grams. Each rat received two wounds that were
administered 2 cm apart using a 5Smm punch. After 3 days, cryosurgery with liquid
nitrogen for 15 seconds, using the open spray technique, was done in one of them.
These rats were divided randomly into two groups of 10 animals, group | (Gl) and
group Il (Gll). After 7 days (Gl) and 14 days (Gll), samples were collected cut and
stained to realize histopathological examination, to assess the local angiogenesis
in differents moments and situations. Results: It was possible to demonstrate that
cryosurgery, in spite of promoting cell death and accentuated local inflammation
soon after its application, induces a more rapid cell proliferation in the affected
tissue and maintenance of this rate in a second phase, than in tissue healing
without this procedure. Conclusion: These findings, together with the knowledge
that there is a direct relationship between mononuclear cells and
neovascularization (the development of a rich system of new vessels in injury
caused by cold), suggest that cryosurgery possesses angiogenic stimulus, even if

taking longer for complete healing to occur.

Keywords: cryosurgery; skin ulcer; healing; neovascularization
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1. INTRODUGAO
1.1. Definigdo

Um dos primeiros conceitos sobre a criocirurgia foi referido por Withrow
em 1980, como sendo o uso de baixas temperaturas, induzindo a morte celular .
Com o passar do tempo e pesquisas relacionadas a criocirurgia, varios conceitos

surgiram para definir e explicar o que ela representa.

Em 1994, Drake et al., a classificaram, como um procedimento que
utiliza agentes criogénicos para tratar varias desordens cutaneas, onde as
temperaturas de congelamento destes agentes, aplicadas direta ou indiretamente

sobre a pele causam destruicdo do tecido local 2.

Atualmente, a criocirurgia pode ser definida como uma técnica que
utiliza substancias (criogenos) que produzem temperaturas baixas nos tecidos,
para o tratamento de diversas lesdes, por meio de mecanismos imediatos, tardios

e imunomoduladores.

1.2. Histéria da Criocirurgia

A criocirurgia ou crioterapia esta datada desde 2500 A.C., por
ancestrais egipcios, que observaram que a aplicagado do frio exercia um efeito

calmante no local do trauma e reduzia a inflamagao >.

Em 1851, James Arnott alcangou temperaturas de — 24°C, empregando
solugao de gelo com sal. Foi pioneiro no uso de refrigeragcao para o congelamento
de tumores, e ficou famoso por apresentar, no mesmo ano, alguns equipamentos
para esta finalidade, em uma feira em Londres. E frequentemente descrito como o

pai da criocirurgia moderna *°.
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Em 1877, Calliet et al., alcancou temperaturas extremamente baixas ao
utilizar o oxigénio e o0 monoxido de carbono como agentes criogenos, baseado no
principio do efeito Joule Thomson. Este efeito foi descoberto em 1852,
observando-se que um gas sofre expansao no vacuo, e descreve a mudanga de
temperatura de um gas ou liquido quando sao forgados através de uma valvula ou
de conexdes porosas, enquanto sdo mantidos isolados, para que nenhum calor

seja trocado com o meio ambiente *.

O primeiro uso significativo de agentes refrigerantes, com temperaturas
extremamente baixas, para o tratamento de desordens médicas foi atribuido a
White em 1899. Inicialmente, ele mergulhou aplicadores com extremidade de
algodao em ar liquefeito e reportou com sucesso o tratamento de verrugas, nevus
e varias condi¢gdes cutaneas pré-cancerigenas. Ele também tratou varias

condicdes malignas de pele com bons resultados °.

Em 1951, Alington utilizou o Nitrogénio liquido (NL) no tratamento de
doengas dermatologicas e ginecologicas, devido a observagcdo de que, os
principios do nitrogénio liquido eram semelhantes aos do oxigénio e mondxido de

carbono”.

A era moderna da criocirurgia se deu quando Irving Cooper, um
neurocirurgido, desenvolveu o primeiro sistema de sonda criogénica fechado.
Inicialmente este sistema foi utilizado pelo Dr. Cooper no tratamento da doenca de
Parkinson, e a partir dai, a criocirurgia passou a ser utilizada no tratamento de

tumores de diversas regides do corpo °.

Em 1985, Zacarian desenvolveu a sonda de cobre, atingindo
temperaturas ainda mais baixas, proporcionando o uso da criocirurgia com NL

para o tratamento de lesées mais profundas *

Desde o surgimento da criocirurgia, varios cridgenos foram utilizados,

22



obtendo-se nos tecidos diferentes temperaturas, dioxido de carbono (-78,5°C),
oxigénio (-187,5°C), éxido nitroso (-89,5°C) . Nas ultimas décadas, o nitrogénio
liquido tem sido o criégeno de escolha, tanto para congelamentos superficiais
como para profundos de diversas condi¢gées dermatoldgicas. O NL na fase liquida
esta a —196°C, é de facil armazenamento em pequenas quantidades, de baixo

custo e ndo poluente para atmosfera °.

Um grande avancgo da criocirurgia, ocorreu no final do século XX, com o
uso do gas argbnio e desenvolvimento de equipamentos de monitoramento e
imagem do procedimento criocirurgico. O que permitiu no século XXI, a aplicagéo
da criocirurgia no tratamento de diversos tumores cavitarios, baseada em um
sistema operacional denominado Argon- helium knife, que utiliza o gas argdnio
para o congelamento e o gas hélio para o aquecimento, obtendo-se um controle

na formagao da bola de gelo *.

1.3. Principios da Criocirurgia

As indicagdes da criocirurgia estao voltadas para os quadros estomato,
oftalmo, procto e dermatopaticos '. Atualmente muitos trabalhos mostram a
efetividade da criocirurgia com NL também em alguns casos de neoplasias
hepaticas. Segundo Koushafar, em 1997, imagens intraoperatdrias do
congelamento, podem ser obtidas com ultra-som e ressGnancia magnética, o que
tem produzido um novo impulso para o uso da criocirurgia no tratamento de

tumores soélidos e profundos no corpo, como tumores de figado e prostata **.

A grande dificuldade com relagdo a criocirurgia é a determinagdo do
limite da destruic&o lesional. O ultra-som e a ressonéncia magnética sao técnicas
que tém sido avaliadas e tém se mostrado como importantes ferramentas para

determinacéao precisa do tamanho e profundidade lesional na borda da bola de
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gelo °. Lucas, em 1997, também referiu tomografia computadorizada como técnica
para o acompanhamento do congelamento de tecidos em pacientes submetidos a

criocirurgia .

Apesar da borda da bola de gelo, que estd a — 0,5°C, poder ser
visualizada por ultrasom, tomografia computadorizada e ressonancia magnética,
meios para identificar a “zona de morte” dentro da bola de gelo, sdo uma
necessidade urgente. Também tem se mostrado como um grande interesse dos
pesquisadores, a utilizagdo de adjuvantes moleculares para aumentar a
criosensitividade do tecido na borda da bola de gelo, o qual, ao contrario,
permaneceria viavel. Desta forma, a destrui¢cao tecidual causada pela criocirurgia
poderia ser conseguida ndo s6 no centro da bola de gelo, mas também em sua
borda '°.

Os efeitos destrutivos do congelamento tecidual ocasionado pela
criocirurgia sao baseados em fatores que podem ser agrupados em dois grandes
mecanismos, um imediato, e o outro retardado. A causa imediata da injuria é o
efeito deletério do ciclo congelamento e descongelamento sobre as células. Apds
o descongelamento do tecido, o mecanismo retardado da injuria, a faléncia
progressiva da microcirculagdo e por fim a estase vascular. A importancia relativa
destes dois mecanismos tem sido motivo de longos debates. Além disto, sua
complexidade causa consideravel dificuldade em pesquisas in vivo. Um terceiro
ponto a se considerar € o efeito imunoestimulante que a criocirurgia desencadeia.
Foi observado, através de estudos, que ao se tratar um tumor primario com a
criocirurgia, houve uma redugao no tamanho dos tumores metastaticos. Tal fato

sugere um beneficio sistémico a partir de uma terapia local "2,

Estudos recentes para a determinacdo do principal mecanismo pelo
qual a criocirurgia pode modular o sistema imunoldgico, tém sido de grande
interesse dos pesquisadores. Tal poder pode ser demonstrado tratando-se um

tumor primario (induzido), e apés um periodo de tempo apropriado, redesafiar o
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animal a uma segunda dose tumorigénica, com a auséncia do crescimento de um
tumor secundario, evidencia-se a resposta imune. Esta agdo imunoldgica também
pode ser demonstrada devido um aumento significativo de IL-12 sérica e IFN-c
logo apds o congelamento, alteragées na concentragéo sérica de IL-4 e IL-10 ndo

foram observadas 2.

Gazzaniga, et all em 2001, evidenciaram um aumento na reatividade
dos anticorpos as células tumorais de melanoma humano implantado em ratos,
através do ELISA™.

A criocirurgia produz um dano celular profundo através do
congelamento do tecido. Se temperaturas suficientemente baixas (-50°C) né&o
forem alcancadas no tecido tumoral, a destruicdo podera ser incompleta, e as
células neoplasicas remanescentes podem ser a fonte para a recidiva tumoral. E
importante salientar que a completa criodestruicido do tecido tumoral sera
alcancada se cuidados forem tomados para assegurar temperaturas

suficientemente baixas no tecido .

A perda da circulagdo e andxia celular, sdo comumente considerados
por serem 0s principais mecanismos da injuria na criocirurgia. Experimentos em
varios tecidos tem demonstrado que alteragdes vasculares sao vistas em
temperaturas de - 20°C. A resposta inicial para o congelamento do tecido €&
vasoconstricgdo e uma diminuigdo do fluxo de sangue. Com o congelamento, a
circulacdo cessa. Assim que o tecido descongela e a temperatura atinge 0°C, a
circulagdo retorna, agora com vasodilatagcdo. O dano endotelial resulta no
aumento da permeabilidade da parede do capilar, edema, agregacao plaquetaria,
e formagdo de microtrombos, que resultam na estagnagdo da circulagdo em
aproximadamente 45 minutos. A perda do suprimento sanguineo priva todas as
células de nenhuma possibilidade de sobreviverem e resulta em uma necrose

uniforme do tecido, exceto na periferia que antecedente ao volume congelado ™.
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Bellman e Adams-Ray em 1956 , ja demonstraram os efeitos vasculares
apos injuria pelo frio na orelha de ratos, através da microangiografia. Foi concluido
que o trauma pelo frio envolvendo rapido congelamento seguido por rapido
descongelamento, danifica menos o tecido do que um rapido congelamento e

descongelamento lento ™.

Na criocirurgia, em qualquer simples ciclo congelamento-
descongelamento, os fatores letais da técnica incluem o tempo de congelamento,
a temperatura mais baixa alcangada, a duragdo do congelamento e a tempo de
descongelamento. Qualquer destes fatores pode produzir a morte celular. A
determinagdo da importancia relativa de cada um destes fatores é dificil em
condi¢des criocirurgicas, especialmente devido os ciclos de congelamento serem
comumente repetidos e a isquemia tecidual ter a maior importancia no mecanismo
de morte tecidual °.

Pesquisas in vitro ndo fornecem informagcdes sobre o efeito das
mudangas no fluxo sanguineo, mas sao importantes para entender a injuria
criogénica em relagdo aos efeitos deletérios diretos do congelamento sobre as

células .

Para que se tenha sucesso no emprego da criocirurgia, € necessario
atentar para as variantes: tecido a ser congelado, temperatura alcangada no
tecido, técnicas e equipamentos utilizados, dimensdes da lesdo, rapido

congelamento e lento descongelamento, e a repeticdo do ciclo *°.

1.4. Técnicas de Criocirurgia

O cridgeno (NL) pode ser pulverizado, derramado no tecido, ou usado

por meio de sondas de metal resfriadas durante a aplicagcao. As técnicas do spray
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(pulverizagdo) ou do derramamento sao aplicadas somente para lesbes
superficiais, mas as sondas sdo mais versateis e podem ser utilizadas de forma
limitada para o congelamento de algumas lesdes localizadas mais profundamente.
A temperatura na superficie da sonda comumente esta entre -165°C e - 195°C,

dependendo do diametro da sonda ’.

1.5. Criolesao

A resposta do tecido ao procedimento criocirurgico varia desde uma
resposta inflamatéria, quando a aplicagao € realizada por poucos segundos € um
unico ciclo, até a destruigdo do tecido (morte celular), quando a criocirurgia € mais

agressiva, por mais tempo e mais de um ciclo'".

O curso clinico-fisico da criolesdo na pele se inicia com a fase do
congelamento, seguida por um eritema na periferia que ocorre imediatamente e
até 30 minutos apds a exposi¢ao ao cribgeno. A area tratada se torna edemaciada
entre alguns minutos e algumas horas do procedimento. A bolha se forma entre 1
a 3 dias. Em procedimentos mais agressivos, onde a aplicagéo do criogeno se da
por periodos mais longos, havera exsudagao por pelo menos uns 14 dias, seguida
da mumificagdo da lesdo. Desta forma, uma crosta é formada a partir da segunda

a quarta semana apos o tratamento 8.

Os efeitos deletérios da baixa temperatura na célula comegam
conforme a temperatura cai para faixa de hipotermia e a fungéo e estrutura celular,
inclusive de seus constituintes (proteinas e lipideos), sao alterados. Conforme a
temperatura cai, o metabolismo celular também cai progressivamente. Se
continuar por tempo suficientemente longo, a célula é tdo prejudicada pela
hipotermia que a morte pode ocorrer, mesmo que a célula nao tenha sido

submetida a temperatura de congelamento. A célula sobrevive a 0°C nao mais do
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que poucos dias e mesmo exposi¢cao curta a temperaturas ndo muito baixas

podem matar a célula’’.

E a partir da formagdo de cristais de gelo extra e intracelulares que
ocorre a morte celular através da danificagdo da membrana citoplasmatica .
Conforme a temperatura cai, a agua vai se cristalizando, o que gera
consequéncias mais sérias do que o resfriamento anterior. A formagao dos cristais
de gelo se da primeiramente no espacgo extracelular. A retirada da agua deste
espaco cria um ambiente hiperosmoético extracelular, que, por sua vez, atrai agua
das células, predominantemente em congelamentos moderados de cerca de -
20°C. Conforme o processo continua, o cristal de gelo cresce, as células
encolhem, e a membrana e os constituintes celulares s&o danificados. Dado
determinado tempo, o aumento da concentragao de eletrélitos é suficiente para
destruicao celular. Com resfriamento adicional, cristais de gelo podem se formar
dentro da célula. A formacéo de cristais intracelulares ocorre mais comumente
com rapido congelamento, o que ndao permite tempo para que a agua saia da
célula. O efeito deletério da desidratacdo e concentragao de soluto nem sempre é
letal para a célula, mas a formacao do gelo intracelular gera uma séria ameaca

para a viabilidade celular e quase sempre letal .

O efeito da criocirurgia nas células neoplasicas cutaneas € maior do
que nas células normais. Porém, células tumorais de metastase hepatica tém se
mostrado mais resistentes as baixas temperaturas do que tecidos hepaticos
saudaveis, provavelmente devido a menor susceptibilidade a desidratagao celular.
Estudos recentes, in vivo, tém evidenciado que em figado normal, a temperatura
de 0°C é suficiente para completa perda da microcirculagdo hepatica, resultando
em morte celular e necrose tecidual. A temperatura de congelamento requerida
para completa perda da microcirculacdo tumoral, por outro lado, ainda nao foi

determinada '°.
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Um dos efeitos adversos da criocirurgia € hipopigmentagdo, mas
estudos e a experiéncia clinica, indicam que repigmentagdo frequentemente
ocorre ao longo de varios meses, devido aos melandcitos intactos dentro do
foliculo piloso, ou pela migragdo de melanécitos a partir da borda da zona
congelada. No entanto, a previsibilidade da repigmentagcdo em pacientes

individuais é incerta %°.

1.6. Criocirurgia e angiogénese

A vasculogénese, desenvolvimento do sistema vascular fetal, € um dos
primeiros eventos do processo de organogénese. No embrido humano, esse
processo se inicia pela migragao de células do folheto mesodérmico entre 0 15° e
18° dia de vida, dando origem as ilhotas sanguineas. Varias etapas posteriores

s30 necessarias para formagao do sistema vascular funcional ?'.

A angiogénese ¢é definida como neoformagao vascular, que ocorre em
decorréncia de estimulos desencadeados por fatores de crescimento especificos.
E essencial para o crescimento tecidual e para os processos proliferativos
celulares tanto fisioldgicos como patolégicos. E comumente determinada por meio
da avaliacdo clinica, bem como da quantificacdo ou expressdo de fatores de
crescimento, citocinas, moléculas de adesdo e migragdo de macromoléculas

endoteliais, que podem estimular ou inibir este processo %.

Sao frequentes as situagdes em que a angiogénese ocorre na vida pés-
embrionaria. Em situacdes fisioldgicas, exemplos classicos incluem o ciclo
ovulatério (formacgao e regressao do corpo luteo) e o processo de cicatrizacdo de
feridas. Além disso, varias situagdes patoldgicas estdo associadas ao aumento da
angiogénese, tais como a inflamacdo, adaptacdo a isquemia, retinopatia

proliferativa e o crescimento e disseminacédo de tumores 2'. A visdo corrente do
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processo de crescimento vascular pés-natal baseia-se na premissa de que muitos
dos eventos que ocorrem durante o desenvolvimento embrionario do sistema

vascular s&o recapitulados no periodo pds-natal %°.

Giampapa, em 1981, pesquisou os efeitos vasculares da injuria pelo
frio, na tentativa de propor técnicas de criocirurgia para hemostasia em
hemorragias gastrointestinais agudas. Segundo os autores, pode existir uma
relagdo entre tamanho do vaso e tempo de congelamento envolvidos na
estagnagao vascular. O fluxo sanguineo de pequenos vasos e capilares (<
0.33mm) cessa imediatamente com o congelamento. No entanto, médios (> 0.3 e
< 1.0 mm) e grandes (> 1.0 e < 1.5 mm) vasos n&o sao afetados até 2 a 5 dias

apds. Os maiores vasos requerem mais tempo para estagnacao vascular 2.

A formagao de novos vasos apdés uma injuria causada pelo frio ja é
observada entre 24 a 48 horas apoés o trauma, com uma boa quantidade de vasos
bem finos. Passados alguns dias, estes vasos ja podem ser identificados na
periferia da lesdo. Vasos sanguineos maiores, com diametro em torno de 0,3mm
aparecem no centro da lesdo em 3 a 4 dias. Possuem formato serpinginoso e a
maioria irradia da periferia da lesdo para grandes vasos sanguineos no tecido
envolvente. Foi comprovado que o tecido submetido ao frio ndo precisa morrer
para que os pequenos vasos sejam danificados e permanentemente excluidos da
circulagdo. Isto prova que o tecido pode ter nutrigdo suficiente através de mera
difusdo dos vasos da area ao redor e do rapido desenvolvimento de novos vasos
sanguineos. Baseado no resultados de diversos experimentos, concluiu-se que
logo apo6s o trauma pelo frio ocorre uma oclusdo permanente dos pequenos vasos
do tecido, seguido pelo desenvolvimento de um rico sistema de novos vasos entre
o tecido envolvido e a parte externa da lesédo, e que mais tarde a lesdo causada

pelo frio é revascularizada "°.
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1.7. Criocirurgia e celularidade

A liberagao dos constituintes sanguineos a partir dos vasos danificados
€ o inicio do processo de cicatrizacdo tecidual. Os componentes teciduais que
estdo envolvidos na cicatrizacdo sdo: vasos sanguineos, epiderme, derme,
anexos, incluindo pélos e glandulas, nervos, e tecido subcutaneo.
Consequentemente, os tipos celulares envolvidos incluem principalmente células
endoteliais, macréfagos, neutrofilos, plaquetas, queratinécitos epidérmicos,
fibroblastos, células da bainha radicular externa, neurdnios e adipdcitos 2°. E
possivel afirmar que existe uma relagdo direta entre a quantidade de células

mononucleares e vasos neoformados no tecido .

A fase de proliferagdo do processo de cicatrizagcado é caracterizada pela
formagéao do tecido de granulagédo, que € composto por novos vasos que migram
para dentro da lesdo (angiogénese / neovascularizagdo), acumulo de fibroblastos
e matriz dermal, além das células endoteliais que desempenham o papel mais

importante na angiogénese *>%,

Gazzaniga, em 2001, estudou, em modelos experimentais (orelha de
ratos), as alteragdes inflamatoérias que ocorrem nas primeiras horas e dias apos a
criocirurgia. Leucocitos polimorfonucleares foram densamente recrutados horas
apos a criocirurgia, infiltrando a area peritumoral e atingindo a concentragao
maxima no 3° dia. Macrofagos se tornaram abundantes a partir do 3° dia,

atingindo o pico no 7° dia e mantendo-se até 15° dia. Além destas observacdes'®.

Trabalhos sobre cicatrizacdo de feridas em ratos, utilizaram o exame
histopatologico para avaliar, de forma qualitativa, quantitativa ou semiquantitativa,
a presenga de vasos sanguineos, fibroblastos, leucocitos, mono e
polimorfonucleares, reepitelizagdo e producdo de colageno ?’. Também foram
publicados trabalhos empregando o método imunohistoquimico, com o uso de

marcadores especificos, para avaliar a expressao dos fatores angiogénicos,
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numero de vasos pré-existentes ou neoformados, bem como vasos linfaticos,

sendo Util para a determinacdo da angiogénese local 2.
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2. PROJETO PILOTO
2.1. Objetivos

Obter informacdes sobre a evolugao clinica do processo cicatricial, tempo
de congelamento ideal, estudo da celularidade por método histopatoldgico e
andlise da eficacia dos anticorpos selecionados (CD-34, CD-105, 1A4), para
avaliagdo da angiogénese por método imunohistoquimico, no modelo experimental

selecionado.

2.2. Material e Métodos

Foram utilizados dois ratos, linhagem Lewis, machos, de mesma idade e
pesos semelhantes, sendo denominados grupo | (Gl) e grupo Il (Gll), mantidos em

gaiolas individuais com agua e comida a vontade, durante todo o experimento.

No dorso de cada animal foram realizadas duas feridas experimentais,
utilizando punch de 8mm, distantes 2cm uma da outra, sendo determinadas como
AREA CONTROLE (AC), ferida cranial, e AREA TRATADA (AT), ferida caudal.
Apos a injuria experimental, foi realizada na AT do Gl e Gll, criocirurgia com
nitrogénio liquido (NL), técnica do spray aberto durante 1 minuto, em jato continuo
até a formacdo da bola de gelo de 8mm, e apods, jatos intermitentes para

manuteng¢ao do congelamento e ndo extensao da bola de gelo.

Apos trés dias foram coletadas as amostras do Gl e apds 14 dias as
amostras do Gll, utilizando punch de 8mm, que foram envolvidas em papel
manteiga, acondicionadas em cassetes e guardadas em formalina tamponada por
12 horas, a seguir colocadas em solugdo de alccol 70% por mais 12 horas, e
encaminhados para o Departamento de Anatomia Patologica (DAP) - Unicamp. As
amostras foram emblocadas em parafina e confeccionadas as laminas para

estudo histopatolégico e imunohistoquimico.
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2.3. Resultados
2.3.1. Observagoes clinicas e histopatolégicas

v' A criocirurgia atingiu o tecido muscular, uma vez que, a injuria
experimental provocada anteriormente através do punch removeu as camada da

pele e o subcutaneo.

v" As amostras da area controle (AC), coletadas do Gl (D3),

apresentavam sinais de reepitelizagao.

v As amostras da area tratada (AT), coletadas do Gl (D3),

apresentaram necrose tecidual excessiva.

v" As amostras controle (AC), coletadas do GIlI (D14) demonstraram

cicatrizagao completa.

v As amostras ndo apresentavam tecido sadio, o que prejudicou a boa

fixacado e confeccao de laminas de qualidade.

2.3.2. Observagoes Imunohistoquimicas
v’ CD-34 e CD-105: ndo houve coloracao das células endoteliais.

v 1A4: corou células endoteliais de musculo liso de forma insatisfatoria

e também corou outras células.
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2.4. Conclusoes

241. A criocirurgia sera realizada na AT trés dias apds a injuria

experimental, quando ja ha indicios de reepitelizagao.

2.4.2. A coleta das amostras do Gl devera ser realizada apds quatro
dias da ultima injuria (criocirurgia), evitando a presenca de células

polimorfonucleares.

2.4.3. O tempo de aplicagdo do criégeno devera ser reduzido,

evitando necrose excessiva.

24.4. A coleta das amostras do Gll pode ser mantida catorze dias
apos a injuria experimental, tempo suficiente para avaliacdo da cicatrizagao

completa na AC.

245. Necessidade de amostras com tecido sadio incluso, desta
forma, deve-se diminuir o didametro da area de injuria experimental e da area a ser

congelada, ou aumentar a margem de coleta das amostras.

2.4.6. Devido a nao eficacia dos anticorpos selecionados, mesmo
apos varios testes, a angiogénese sera determinada pela relagao direta existente
entre a quantidade de células mononucleares e vasos neoformados, por meio de

estudo histopatolégico, através da morfometria.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

O objetivo do trabalho € estudar a relagédo entre o efeito do congelamento
do tecido, por meio do nitrogénio liquido e a indugao da angiogénese local, na pele

de ratos, por meio da avaliagao clinica e método histopatologico.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar, de forma comparativa, a cicatrizacdo espontanea e a cicatrizacéo
apos criocirurgia, em ratos, por meio da quantificacdo das células do processo
inflamatdrio pelo estudo morfométrico (histometria), e analise qualitativa e
semiquantitativa, por meio da analise do grau de reepitelizagdo, presenca de
crosta, espessura da epiderme jovem e grau de depressao residual, nos cortes

histologicos de amostras coletadas no 7 ° e 14° dias apos leséo.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Aspectos éticos da pesquisa

O experimento foi realizado com ratos, linhagem Lewis, adultos jovens, com
peso entre 180 e 220gramas, fornecidos pelo biotério central da Unicamp, no
laboratério de Cirurgia Experimental da Unicamp, respeitando os principios éticos
na experimentagado animal estabelecido pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal — COBEA, sendo previamente submetido e aprovado pela Comissao de
Etica na Experimentacdo Animal CEEA — IB (Instituto de Biologia) / Unicamp (N°.
do protocolo: 1666-1) (anexo1).

4.2. Protocolo Anestésico

Todos os animais foram submetidos a anestesia dissociativa com Ketamina
(75mg/Kg) e Xilazina (10mg/Kg), por via intraperitoneal, uma vez que esta técnica
fornece bom relaxamento muscular e boa analgesia parietal por até 20 minutos,
para realizagdo da ferida experimental e da criocirurgia. Nao foi necessaria a
realizagdo de analgesia apos o0s procedimentos, pois estes nao causam

desconforto que exija tal conduta (figura 1).

Figura 1: Procedimento anestésico nos
animais.
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4.3. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos de forma aleatéria em dois grupos de 10
animais, baseado no momento da coleta das amostras para analise
histopatolégica: GRUPO | (Gl) amostras coletadas no 7° dia e GRUPO Il (Gll)
amostras coletadas no 14° dia. Os animais do Gl foram identificados como IA, IB,
IC, ID, IE, IF, IG, IH, Il, IJ, e os animais do GlI como IIK, IIL, [IM, IIN, I1O, lIP, 11Q,
IR, IS, IIT. Para que ndo houvesse erro na identificacdo dos animais, cada um
recebeu uma marcagdo ja padronizada pelo Nucleo de Cirurgia Experimental
(figura 2).

No dorso de cada animal foram realizadas duas feridas experimentais,
sendo determinadas como AREA CONTROLE (AC), ferida cranial, e AREA
TRATADA (AT), ferida caudal (figura 3).

Os animais forma mantidos em gaiolas individuais com agua e comida a

vontade.

Figura 2: Marcagao individual dos Figura 3: Demonstragéo das areas
animais. controle (AC) e tratada (AT).
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4.4. Fases do Experimento
4.4.1. Primeira fase - Procedimento nos animais

Realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental da Universidade
Estadual de Campinas-UNICAMP. Compreende os procedimento com os animais
em 4 momentos distintos: Dia zero (DO); Dia 3 (D3); Dia 7 (D7); Dia 14 (D14)

» Dia zero (D0): Realizagao das feridas experimentais nos animais dos

dois grupos

Os animais foram anestesiados, conforme descricdo ja detalhada no
item 4.2. A pele do dorso dos animais foi tricotomizada, utilizando-se maquina
apropriada. Os animais foram posicionados e fixados em tabua de contencdo em
decubito esternal, e a regido dorsal devidamente preparada com clorexidine
alcoodlico 0,5%. Foram delimitadas, com caneta cirurgica, 2 areas de 1,0cm de

didmetro cada, distantes 2,0 cm uma da outra (AC e AT) (figuras 4 € 5).

- .
E N
Figura 4: Antissepsia dos animais. Figura 5: Marcagao das areas a serem

submetidas a ferida experimental.

A seguir, foram realizadas as feridas experimentais (AC e AT), com
punch de 5mm (estéril e descartavel para cada animal) no centro de cada area

marcada (figura 6).
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Figura 6: Realizagao das feridas experimentais.

As amostras coletadas da AC foram envolvidas em papel manteiga e
acondicionadas em cassetes. Apos, foram mantidas em formol 10% por 12 horas,
e solugdo de alccol 70% por mais 12 horas, para confecgdao dos blocos de

parafina, e utilizadas como amostras controle.

» Dia trés (D3): Avaliagéo clinica e dimensionamento da AC e AT, e

realizagéo de criocirurgia na AT nos animais dos dois grupos (Gl e GlI).

No terceiro dia da injuria experimental, os animais dos dois grupos (Gl e
Gll) foram novamente submetidos ao procedimento anestésico. As feridas foram
avaliadas por meio de inspecao clinica, preenchendo-se os dados numa ficha
protocolar e dimensionadas no eixo horizontal (apéndice 1) (figura 7). A AT dos
animais dos dois grupos, ja em processo de cicatrizagdo, foi submetida a
criocirurgia com NL, técnica do spray aberto com o aparelho Cry-AC® , por um
periodo de 15 segundos. Um cone protetor de acrilico de 5 mm de diametro de
abertura foi posicionado no local para restringir a area a ser submetida ao
procedimento (figura 8). A AC foi mantida intocada para se avaliar o processo de

angiogénese espontanea na cicatrizagdo cutanea.
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Figura 7: Dimensionamento horizontal das Figura 8: Aplicagéo do NL com auxilio
areas. de cone protetor.

> Dia sete (D7): Avaliagao clinica, dimensionamento das feridas

e coleta das amostras. Procedimento nos animais do GI.

No sétimo dia da injuria experimental, os animais do Gl foram
eutanasiados pela aplicacao de tiopental intravenoso (veia dorsal da cauda). As
feridas (AC e AT) foram avaliadas por meio de inspegao clinica, preenchendo-se
os dados numa ficha protocolar e dimensionadas (apéndice 2) . As amostras da
AC e AT foram coletadas por meio de punch 8mm, que englobou o tecido
cicatricial e 3mm de tecido normal adjacente a ferida (figuras 9 e 10). As
amostras coletadas foram envolvidas em papel manteiga, acondicionadas em
cassetes e guardadas em formol 10% por 12 horas, a seguir colocadas em
solugdo de alccol 70% por mais 12 horas, para confeccdo dos blocos de
parafina, para avaliagcdo da celularidade (angiogénese) local na AC e AT, por

meio de estudo histopatologico no sétimo dia apds a injuria experimental.
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Figura 9: Acondicionamento do Figura 10: Apés coleta das amostras AC
fragmento apoés coleta. e AT com punch 8mm.

> Dia quatorze (D14): Avaliagéo clinica, dimensionamento das

feridas e coleta das amostras das duas areas. Procedimento nos animais do GlI.

No décimo quarto dia da injuria experimental, os mesmos
procedimentos realizados nos animais do Gl no D7 foram realizados nos animais
do Gll, e as amostras também submetidas a mesma metodologia acima citada,
para avaliagdo da celularidade (angiogénese) local na AC e AT, por meio de
estudo histopatologico no décimo quarto dia apds a injuria experimental (apéndice
3).

44.2. Segunda fase - Preparo das amostras para analise

histopatoldgica:

Realizada no Departamento de Anatomia Patolégica (DAP) da
Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP, por profissionais qualificados e

com experiéncia neste setor. Compreende a montagem dos blocos.
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ApOs a fixagdo das amostras por 12 horas em formol 10%, seguida por
um periodo de mais 12 horas em alcool 70%, as mesmas foram encaminhadas
para o DAP, para processamento no autotécnico e inclusdo em parafina. A seguir,
foram obtidos cortes em micrétomo na espessura de 4y e as laminas coradas com

hematoxilina-eosina (HE).

4.4.3. Terceira fase - Anallise Histopatoldgica

Realizada no Departamento de Anatomia Patolégica (DAP) da
Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP, pela pesquisadora e co-

orientadora.

4.4.3.1. Morfometria Celular

O estudo morfométrico € uma técnica amplamente utilizada para o
dimensionamento e quantificacdo de estruturas biolégicas geométricas (células e
tecidos), por meio de coleta e analise de resultados obtidos em pesquisas
laboratoriais e/ou clinicas, com auxilio da microscopia. Tem por finalidade
relacionar e correlacionar estas estruturas com suas fungdes e alteragdes. A
Histometria se baseia no uso de grades de “superposi¢cdo” (graticulas
histométricas) associadas ao microscopio Optico, que permite a quantificagado das

areas, dos volumes e do numero de estruturas. (Pardini e Assis, 2005).

A contagem dos nucleos celulares foi realizada através de histometria,
acoplando-se uma graticula cicldide a ocular de um microscépio Olympus CBA,
com magnificacdo de 400x (ocular de 10X, conjugada a objetiva de imerséo de
40X). A definicdo dos campos histometrados foi determinada como sendo 10

campos por amostragem sistematica na derme alta a partir da area mais celular,
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evitando-se estruturas anexas e areas necroéticas, onde todos os nucleos que
incidiam nos cicloides foram contados (figura 11 e 12).

A graticula cicléide, possui linhas curvas que atenuam o efeito da
distribuigdo mais paralela das fibras e portanto das células presentes.O teste se

da pelo cruzamento de pontos (Pardini e Assis, 2005).

+
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Figura 11: Ocular do microscépio Figura 12: Graticula Cicléide.
optico.

4.4.3.2. Analise do processo de cicatrizagao

O processo de cicatrizacdo foi analisado de forma qualitativa e
semiquantitativa em microscéopio Olympus CBA, com magnificacdo de 100x, 200x

e 400x (ocular de 10X, conjugada a objetiva de 10x, 20x e 40X), através dos
seguintes aspectos:

v grau de reepitelizacao
v presenca de crosta (presente ou ja descamada)
v’ espessura da epiderme jovem

v’ grau de depressao residual
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4.5. Analise Estatistica

Apos a tabulagdo dos resultados, estes foram encaminhados para o
departamento de Bioestatistica da Unicamp, onde foram analisados através de

estudos estatisticos por profissionais altamente qualificados.

4.5.1. Objetivos

Descrever e comparar as medidas avaliadas entre tratamentos (AC e
AT) e grupos (Gl e Gll).

4.5.2. Metodologia Estatistica

Foi realizada anadlise descritiva com apresentacdo de medidas de
posicdo e dispersdo para variaveis numéricas e tabelas de freqléncias para

variaveis categoricas.

Para comparacédo das medidas numéricas entre tratamentos (AC e AT)
e grupos (Gl e Gll) foi utilizada a ANOVA para medidas repetidas com

transformacéao por postos.

Para comparacao da quantidade de nucleos foi utilizado o teste de

Wilcoxon para amostras relacionadas.

Para comparagao de propor¢des entre os tratamentos (AC e AT) foram

utilizados o teste de McNemar e o teste de Simetria (teste de Bowker).

O nivel de significAncia adotado para os testes estatisticos foi 5%
(p<0,05).
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5. RESULTADOS
5.1. Celularidade

5.1.1. Area Controle (AC) X Area Tratada (AT) no sétimo dia (D7):

Houve diferenga significativa entre a quantidade de nucleos, células
mononucleares, da area controle e area tratada no D7. A AC apresenta-se mais
celular que a AT (quadro 1). Isto ocorre devido a destruigdo tecidual (necrose)

intensa na derme alta da AT, causada pela criocirurgia (figura 13).

Quadro 1: Analise descritiva e comparagao da quantidade de nucleos celulares na area
controle (AC) e na area tratada (AT) no Gl (D7).

31.125 2.626 26.100 30.900 43.400
AT 8 20.013 5.876 12.400 22.550 27.800

0,0034

* teste de Wilcoxon para amostras relacionadas (Hipdtese nula: mediana da diferenga=0)

Figura 13: A: AC (controle) no 7° dia ap6s a injuria — celularidade alta; B: AT (tratada) no 7°
dia apos a injuria — baixa celularidade com intensa necrose tecidual.
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5.1.2) Area Controle (AC) no sétimo dia (D7) e décimo quarto dia (D14):

Houve diferenga significativa na quantidade de nucleos da AC no D7 e
D14. E possivel observar uma queda acentuada da quantidade de células da AC
(quadro 2). Tal queda na celularidade também pode ser observada através da

analise qualitativa das amostras (figura 14).

Quadro 2: Analise descritiva e comparagao da quantidade de nicleos celulares na area
controle (AC) no Gl (D7) e Gll (D14).

Gl (D7) 8 31.125 2.626 26.100 30.900 34.400

Gll (D14) 9 18.740 4.096 12.857 18.250 26.000
0,0001

* Resultados da ANOVA para medidas repetidas

Figura 14: A: AC no 7° dia ap6s a injuria — celularidade alta e grande quantidade de vasos;
B: AC no 14° dia apos a injuria — celularidade mais baixa e poucos vasos.
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5.1.3. Area Tratada (AT) no sétimo dia (D7) e décimo quarto dia (D14):

Nao houve diferenga significativa na quantidade de nucleos da AT no
D7 e D14 (quadro 3).

E possivel afirmar a partir da observacdo histopatolégica de grande
necrose tecidual, que a celularidade na AT seria ainda menor, € que houve um
intenso aumento da quantidade de células nesta area (figura 15). Tais dados nao
puderam ser demonstrados estatisticamente, pois foi determinado na metodologia
do estudo, que a contagem celular seria realizada na derme alta evitando-se areas

de necrose e anexos.

Quadro 3: Analise descritiva e comparagao da quantidade de nucleos celulares na area
tratada (AT) no Gl (D7) e Gll (D14).

Gl (D7) 8 20.013 5.876 12.400 22.550 27.800

Gll (D14) 9 19.576 2.900 16.375 19.600 24.444
0,6905

* Resultados da ANOVA para medidas repetidas

Figura15: A: AT no 7° dia apds a injaria — baixa celularidade com intensa necrose tecidual;
B: AT no 14° dia apoés a injuria — alta celularidade.
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5.1.4. Area Controle (AC) e Area Tratada (AT) no sétimo dia (D7) e
décimo quarto dia (D14):

Quando comparamos estatisticamente a celularidade na AC e AT
nos diferentes momentos (D7 e D14), observa-se uma queda significante da

celularidade da AC e a manutencgao da celularidade da AT (Grafico 1 e Quadro 4).
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Grafico 1: Dispersao da quantidade de nucleos celulares entre tratamentos e grupos.

53



Quadro 4: Anadlise descritiva e resultados da comparagao da quantidade de nticleos
celulares entre tratamentos e grupos.

Gl (D7) AC 8 31125 2626 26.100  30.900 34.400
GI (D7) AT 8 20013 5.876 12.400 22550 27.800
Gll AC 9  18.740  4.096 12.857  18.250 26.000
(D14)

%2 Y AT 9 19576  2.900 16.375  19.600 24.444

Fixando tratamento e comparando os grupos:

AC < 0.0001 ( Gl mais nucleos que Gll)
AT 0.6905 (Gligual a Gll)

Fixando grupo e comparando os tratamentos:

Gl (D7) 0.0034 (AC mais nucleos que AT)
Gll (D14) 0.6297 (AC igual a AT)
P-VALOR 0.0137 0.0009 0.0033
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5.2. Outros resultados

5.2.1. Grau de reepitelizacdo no D7:

Estatisticamente nao houve diferencga significativa entre AC e AT quanto
ao grau de reepitelizagao da epiderme no D7. Tal fato ndo era esperado, ja que a
criocirurgia promove necrose tecidual e consequentemente a permanéncia da
crosta. Isto provavelmente se deve ao n baixo. Porém ao observarmos as
porcentagens dos casos ulcerados, parcialmente reepitelizados e totalmente

reepitelizados, podemos verificar diferenca entre AC e AT (Gréafico 2 e 3)

Area Controle

M ulcerado

B parcialmente reepitelizado

totalmente reepitelizado

0%

Grafico 2: Analise qualitativa quanto o grau de reepitelizagdo da AC no D7

Artea Tratada

M ulcerado
M parcialmente reepitelizado

totalmente reepitelizado

0%

Grafico 3: Analise qualitativa quanto o grau de reepitelizagdao da AT no D7
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5.2.2. Presenca de Crosta no D14:

Houve diferenca significativa entre AC e AT quanto a presencga de
crosta. Tal dado € diretamente relacionado ao grau de reepitelizagdo da epiderme,
uma vez que a crosta se destaca quando a reepitelizacdo se completa. (Graficos 4
eb).

Area Controle

B ACcomcrosta B ACsem crosta

Grafico 4: Analise qualitativa quanto a presenga de crosta na AC no D14.

AreaTratada

B ACcomcrosta ® ACsemcrosta

Grafico 5: Anadlise qualitativa quanto a presenga de crosta na AT no D14.



5.2.3) Grau de Depressao Residual da Derme no D14:

Houve diferenga significativa entre AC e AT quanto o grau de
depresséo residual da derme. A criocirurgia induz a depressao da derme. Tal fato

é clinicamente observado com a formagao de uma cicatriz atréfica (Graficos 6 e 7)

Area Controle

B ACcomdepressdo M ACsem depressdo

Grafico 6: Analise qualitativa do grau de depresséo residual da derme na AC no D14.

AreaTratada

B ATcom depressdao B ATsem depressdo

Grafico 7: Analise qualitativa do grau de depresséao residual da derme na AT no D14.
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5.2.4) Espessura final da epiderme no D14:

Nao houve diferenga significativa entre AC e AT quanto a espessura
final da epiderme. A criocirurgia ndo altera a espessura final da epiderme.
(Graficos 8 e 9) .

Area Controle

B ACepiderme normal B ACepiderme delgada

m ACepiderme hiperplasica

Grafico 8: Andlise qualitativa da espessura final da epiderme na AC no D14.

AreaTratada

B AT epiderme normal B ATepiderme delgada

W AT epiderme hiperplasica

Grafico 9: Analise qualitativa da espessura final da epiderme na AT no D14.
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6. DISCUSSAO:

A criocirurgia € um procedimento seguro, de baixo custo e eficaz no
tratamento de diversas lesdes benignas e malignas da pele e outros 6rgéos.
Durante os anos, muitos avangos com relagdo aos efeitos diretos e indiretos da
criocirurgia foram alcangados, principalmente no que diz respeito ao seus efeitos

vasculares.

Dos primeiros resultados apresentados nesta pesquisa, nota-se evidente
destruicao celular, no D7, nos fragmentos que foram submetidos a criocirurgia.
Este resultado mostra evidente agédo destrutiva do frio na pele, com destruigao
celular em relagao as feridas de controle. Estes resultados podem inferir a grande
capacidade do método no tratamento de lesdes cutdneas descritas por varios

autores 3111820,

As amostras das feridas de controle, que tiveram somente o corte, sem
aplicacdo de agdes fisicas destrutivas ou provocadoras da inflamagao,
responderam com manutencéo da celularidade e queda no 14° dia. O processo de
cicatrizagao se estabelece mais cedo nesta situacédo. Ha estudos que demonstram
a interferéncia dos agentes fisicos na manutengcido do processo inflamatorio e

conseqiiente demora na cicatrizagao %°.

E observado pelos autores deste estudo e pelos profissionais atuam na
criocirurgia que, na pratica diaria, apds congelamentos extensos e duradouros,
ocorre a formacao de tecido de granulagdo exuberante. A despeito de se obter
uma boa cicatriz, o tempo de cicatrizagdo € mais longo do que em uma ferida

gerada por cirurgia convencional " 182

Estas observagdes fizeram o questionamento de que, se um dos passos
iniciais da crionecrose € a estase e a lesao vascular, como haveria o
desenvolvimento de numerosos vasos neoformados e que persistem até a
completa cicatrizagdo da ferida? Assim, foi possivel supor-se a agado angiogénica

marcante gerada pela criocirurgia. O conhecimento e comprovagao objetiva desta
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acao poderiam, posteriormente, ser aplicados para outras finalidades, inclusive

como recurso de estimulo para o crescimento vascular.

O conhecimento da lesao vascular no congelamento esta consagrado na
literatura %°, porém os estudos que avaliam o desenvolvimento vascular apds o

evento da necrose sio restritos.

Giampapa et all, em 1981, demonstraram existir uma relagao entre tamanho
do vaso e tempo de congelamento envolvidos na estagnacéo vascular. Talvez,
haja um efeito reativo de desenvolvimento dos pequenos vasos apos a obstrugao
vascular. Os autores deste estudo observaram que as feridas provocadas pelo
corte sem agao do congelamento nao desenvolveram o tecido de granulagao

exuberante e tiveram menor tempo de cicatrizagao.

Em 1998, Gage e Baust, demonstraram que o efeito vascular & direto e
resulta na perda da circulacdo e anoxia celular. Os autores deste estudo
comprovaram o efeito vascular, a partir da baixa celularidade e grande necrose

local, observada na area tratada no terceiro dia apds a realizagdo da criocirurgia.

Apesar de estudos para avaliar a relagao da criocirurgia com uma possivel
acao angiogénica ainda serem escassos, Bellman e Adams-Ray, em 1956 ja
demonstraram o desenvolvimento de um rico sistema de novos vasos em injurias
causadas pelo frio. Além disto, apds a criocirurgia, observa-se clinicamente um
processo inflamatério muito intenso, maior do que em processos inflamatorios
induzidos por outros fatores, conseqiéncia da grande lesao vascular, além de um

tecido de granulagado exuberante.

Yamaguchi e Yoshikawa, em 2001, referiram que a fase de proliferagdo no
processo de cicatrizagdo de feridas € caracterizada pela formacéo do tecido de
granulagédo, que consiste de novos vasos que migram para dentro da lesao
(angiogenese/neovascularizagdao), acumulo de fibroblastos, matriz dermal e
células endoteliais, as quais tém um papel importante no processo de

neoangiogénese.
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Carmeliet, em 2003, também cita o processo de cicatrizagdo de feridas,
processo inflamatoério e adaptacdo a isquemia, como sendo situacbes onde a
angiogénese pos-fetal ocorre. Tais fatos, associados ao conhecimento da acéo
direta sobre os vasos e a formagédo de um tecido de granulgéo exuberante apds a

criocirurgia, reforgcam seu provavel efeito angiogénico.

Ha que se reforgar o efeito intensamente exsudativo apds a aplicagado do
cribgeno por tempo prolongado, por exemplo, 60 segundos de congelamento
sobre a pele. Apesar de ser um efeito esperado, trata-se de uma reagao
desconfortavel e que deve ser cuidadosamente orientada ao paciente. Exige
trocas de curativos freqiientes até a diminuicdo deste efeito exsudativo ' 1% 1829,
Provavelmente, a intensa exsudagdo, consequente a lesdo vascular, acumulo
liquido e estruturas celulares nos tecidos povoem, em grande quantidade, a area e
permita maior proliferagcéo tecidual, relatada na literatura e observada no presente

estudo.

Dawber em 2002 atribui que as oclusdes vasculares sao prioritariamente
capilares e venulares nos tratamentos por congelamentos na pratica clinica
dermatoldgica. Este autor alega que oclusbes arteriais séo dificeis de ocorrer e
requerem ciclos de congelamento repetidos com longos periodos de
descongelamento. Entretanto, discutindo esta assertiva, ndo foi escopo deste
trabalho definir o segmento vascular mais acometido pelo congelamento, porém,

se mesmo, somente capilar ou venular, houve intensa resposta proliferativa.

A partir da relacéo direta entre a quantidade de células mononucleares
e vasos neoformados no tecido, ja afirmada por Calvin em 1998, e baseado nos
resultados obtidos deste estudo, onde a area tratada com criocirurgia apresentou
manutengdo da hipercelularidade, sugere-se que a criocirurgia induz a

angiogénese.

Os resultados obtidos com o projeto piloto, na tentativa de marcar, por
imunohistoquimica, o padrao de células vasculares em proliferagédo, ndo foram

consistentes, pois os marcadores utilizados (CD34, CD105 e 1A4) nao foram
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reprodutiveis de forma satisfatéria na pele de ratos. Este achado, embora
negativo, pode colaborar em pesquisas que tentem utilizar estes marcadores na

pele animal e, certamente, para vasos, poderao ter resultados falsos negativos.

Outro efeito da criocirurgia que tem sido de grande interesse dos
pesquisadores, € seu efeito imunoldgico. Este efeito foi também reconhecido neste
estudo considerando que a manutengdo da hipercelularidade inflamatoria esta

relacionada a uma resposta imunoldgica local e sistémica.

Este efeito, hoje reconhecido, pode proporcionar grande beneficio como

adjuvante no tratamento de doencas neoplasicas e infecciosas "% 1% %

Sabel em 2009 demonstrou este efeito ao submeter animais com uma
segunda dose tumorigénica, apds a realizacdo da criocirurgia em um primeiro
tumor e constatou a auséncia do crescimento do segundo tumor. Também

identificou o aumento de IL-12 e IFN-c.

Gazzaniga et al em 2001, também demonstraram o efeito imunoldgico da
criocirugia, por meio do aumento na reatividade dos anticorpos as células tumorais
de melanoma humano através do ELISA. Estudaram as alteragdes inflamatorias
que ocorrem nas primeiras horas e dias apos a crioablagdo. Demonstraram que os
leucdcitos polimorfonucleares foram densamente recrutados horas apés a
crioablacao, infiltrando a area peritumoral e atingindo a concentragdo maxima no
3° dia, depois comegaram a diminuir. Os macrofagos se tornaram abundantes a
partir do 3° dia, atingiram o pico no 7° dia e mantiveram-se até 15° dia. Embora o
escopo do presente estudo ndo tenha sido identificar o efeito imunolégico do
congelamento, assim como Gazzaniga, et all, foi possivel demonstrar a
manutencdo da celularidade de mononucleares entre o 7° o 14° dias na area

tratada pela criocirurgia.

Dos outros achados, cabe a discussao quanto a reepitelizacdo das feridas,
que ocorreu de forma semelhante entre os casos tratados com criocirurgia e os

controles. Tal fato ndo era esperado, j4 que a criocirurgia promove necrose
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tecidual e, consequentemente, a permanéncia da crosta. Isto provavelmente se
deve ao n baixo. Pode-se ainda considerar que, o animal escolhido no
experimento, apresenta rapida taxa de multiplicagdo celular, principalmente na
pele. As feridas cutaneas nestes animais tendem ao rapido fechamento e,
certamente, o tempo atribuido para a avaliacdo e o tamanho das feridas

provocadas teriam mesmo rapida resolugao.

Entretanto, foi possivel observar diferengas importantes na manutencao
da ulcera nas areas submetidas a criocirurgia. Notou-se esta diferenga ainda no
140 dia.

Outro dado, concordante com os dados da literatura é a cicatriz atréfica
resultante apos a criocirurgia. Kuflik em 1994 e Dawber em 2002 relatam os
achados de cicatrizes atréficas apds a criocirurgia, nos casos de congelamentos
mais intensos. A despeito da cicatrizacao se completar, adequadamente, do ponto
de vista morfolégico e funcional, observa-se atrofia na area tratada, o mesmo

encontrado pelos autores desta pesquisa.

Ha questbes que ndo foram respondidas nesta pesquisa, como por
exemplo, se a angiogénese aumentada ocorreria em qualquer area da superficie
corporal do animal experimental. Ainda, se seria necessario a destruicao arterial

para que este fenbmeno se sucedesse.

Finalmente, ainda ndo ¢é possivel afirmar que este efeito de
angiogénese poderia ser utilizado, de forma terapéutica, em areas isquémicas ou

em feridas de dificil cicatrizacao.

Entretanto, estudos futuros, usando marcadores especificos de células

vasculares e testes de permeabilidade destes vasos serdo complementares.

Também, a aplicacédo deste efeito para o desenvolvimento da resposta

imune nos tecidos que necessitam este beneficio podera ser estendido.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo pode concluir que:

- Pela andlise morfométrica das células do processo inflamatdrio, ha

manutenc¢do da hipercelularidade quando o tecido é submetido a criocirurgia.

- Pela relacdo direta entre a celularidade e a neovascularizagao,
demonstrada por diversos autores citados, sugere-se que a criocirurgia tenha um

possivel efeito na indugdo da angiogénese.

- O tempo de cicatrizagao nas feridas submetidas a criocirurgia é mais

lento em relagao aos controles e as cicatrizes tendem a atrofia dérmica.
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9. ANEXOS
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CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentagao Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1666-1, sobre "Estudo da angiogénese nha pele

normal de ratos submetidos a criocirurgia com nitrogénio liquido, através de

métodos histopatoldgico, imuno-histoquimico e a reacio em cadeia

polimerase (PCR)", sob a responsabilidade de Profa. Dra. Aparecida Machado

de Moraes / Camila Bianco Pimentel, esta de acordo com os Principios Eticos

na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp em 06 de novembro de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1666-1, entitied "Angiogenesis study in normal
rat skin following cryosurgery with liquid nitrogen sing histopathology,

immunohistochemistry and the polymerase chain reaction (PCR)", is in

agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on November 6, 2008.

Campinas, Oﬁﬁie novembro de 2008.
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Prof. Dr. Stephen Hyslop Fatima Alonso /
Vice-Presidente Secretaria Executiva
CEEA — Unicamp Telefone: (18) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil hitp:/iwww.ib.unicamp.br/ceea/
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10.APENDICES
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APENDICE 1:

Acompanhamento clinico

(D3)
Gl (D3)
MEDIDAS ] MEDIDAS
IDENTIF. AC ASPECTO AC AT ASPECTO AT

1A 0,5cm 0,6cm

1B 0,4cm 0,4cm

IC 0,4cm 0,3cm

ID 0,4cm 0,3cm crosta hematica

IE Obito

IF 0,4cm 0,3cm

IG 0,4cm crosta hematica 0,3cm

IH 0,4cm 0,3cm

1] 0,3cm 0,3cm

N} Obito

Gll (D3)
MEDIDAS ] MEDIDAS ]
IDENTIF. AC ASPECTO AC AT ASPECTO AT

IIK 0,3cm 0,4cm

IIL 0,4cm 0,4cm

IIM 0,4cm 0,4cm crosta hematica
crosta hematica

IIN 0,4cm 0,3cm discreta

110 0,5cm 0,4cm
crosta hematica

P 0,5cm 0,3cm discreta

crosta hematica bem

1Q 0,3cm evidente 0,3cm

IIR 0,4cm crosta hematica 0,3cm

IS 0,4cm 0,3cm

1) Obito

OBS: medida horizontal
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APENDICE 2:

Acompanhamento clinico

(D7)
Gl (D7)
MEDIDAS

IDENTIF. AC ASPECTO ACI
1A 0,3 x0,2cm
1B 0,4 x0,4cm
IC 0,2 x0,3cm pequena crosta
ID 0,2 x 0,3cm crosta central discreta
IE 0,3 x0,3cm crosta central evidente

crosta central discreta,quase 100%
IF 0,4 x0,4cm cicatrizada
IG Obito
IH 0,3 x0,3cm pequena crosta
Il 0,2 x0,2cm crosta central se despreendendo
IJ oObito
OBS: 1a. medida vertical
Gl (D7)
MEDIDAS

IDENTIF. AT ASPECTO AT
1A 0,4 x 0,5cm crosta hemorragica bem proeminente
IB 0,5 x 0,6cm crosta hemorragica bem proeminente
IC 0,5x0,4cm crosta hemorragica bem proeminente
ID 0,4 x0,4cm crosta hemorragica bem proeminente
IE 0,4 x 0,4cm crosta hemorragica bem proeminente
IF 0,4 x 0,5cm crosta hemorragica bem proeminente
IG Obito
IH 0,5x0,4cm crosta hemorragica bem proeminente
Il 0,4 x0,5cm crosta hemorragica bem proeminente
IJ Obito

OBS: 1a. medida vertical
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APENDICE 3:

Acompanhamento clinico

(D14)
Gll (D14)
IDENTIF. MEDIDAS AC ASPECTO AC
IIK 0,3 x0,3cm cicatrizado
L 0,3x0,3cm cicatrizado
1LY 0,3 x0,3cm cicatrizado
IIN 0,3 x0,3cm cicatrizado
110 0,3 x0,3cm cicatrizado
1P 0,3x0,4cm cicatrizado
1Q 0,2 x0,3cm cicatrizado
IR 0,3 x0,3cm cicatrizado
IS 0,3x0,4cm cicatrizado
T obito
OBS: 1a. medida vertical
Gll (D14)
MEDIDAS
IDENTIF. AT ASPECTO AT
IIK 0,5 x0,4cm centro mais eritematoso com crosta hemorragica central de 0,3 x 0,3cm
1L 0,4 x 0,5cm crosta hemorrdgica linear de 0,2 x 0,4cm
1IM 0,8 x 0,5cm crosta_hemorragica central de 0,3 x 0,3cm
IIN 0,4 x0,4cm pequena crosta hemorragica central e delgada 0,1 x 0,1cm
110 0,4 x0,6cm crosta hemorragica central recobrindo toda area
1P 0,6 x 0,5cm cicatriz eritematosa evidente com pequena crosta hemorragica central de 0,5 x 0,3cm
11Q 0,4 x 0,3cm crosta hemorragica central recobrindo toda area
IR 0,4 x0,4cm pequena crosta hemorragica central 0,1 x 0,1cm
1S 0,4 x 0,4cm pequena crosta hemorrégica central 0,1 x 0,1cm
T Obito

OBS: 1a. medida vertical
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