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RESUMO

Milcheski DA. Estudo experimental de avulsdo parcial de retalho cutaneo
em membros inferiores de ratos [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2010. 69p.

INTRODUCAO: Os desenluvamentos cutdneos s&o lesdes graves e
frequentemente ha dificuldade para o cirurgidao decidir qual o tratamento
mais adequado a ser instituido, o reposicionamento e sutura do retalho ou o
desengorduramento do retalho e enxertia da pele avulsionada. A conduta
cirurgica de reposicionamento e sutura do retalho é mais rapida e simples de
ser realizada, mantém as caracteristicas anatébmicas e fisiolégicas locais,
mas frequentemente evolui com perda parcial ou total do retalho
avulsionado. O tratamento cirurgico de adelgagamento do retalho
desenluvado e enxertia da pele obtida tem a desvantagem de resultar em
aspecto estético e protetivo inferiores, mas € o tratamento mais utilizado
devido a maior taxa de integragcédo do enxerto. Medicagdes com propriedades
de aumentar a perfusdo do retalho desenluvado podem permitir a conduta
cirurgica de reposicionamento e sutura do retalho ao seu leito original,
mantendo as vantagens da cobertura cutanea original e preservando total ou
parcialmente a viabilidade do retalho. Este estudo avaliou o efeito dos
farmacos enoxaparina, pentoxifilina e alopurinol na diminuicido da area de
necrose de retalhos cutaneos avulsionados através da utilizagdo de um
modelo experimental de desenluvamento cutdneo em membros inferiores de
ratos. METODOS: Os animais foram divididos em 4 grupos com 25 ratos em
cada um deles. Os quatro grupos foram submetidos ao modelo proposto de
desenluvamento de todo membro inferior, resultando em um retalho de fluxo
distal que foi reposicionado ao leito e suturado. O grupo 1 (avulsao /
controle) recebeu 1ml de solugdo salina via intraperitoneal. O grupo 2
(avulsdo / enoxaparina) recebeu 1 ml de enoxaparina (320 Ul/kg) via
subcutanea. O grupo 3 (avulséo / pentoxifilina) recebeu 1 ml de pentoxifilina
(25 mg/kg) via intraperitoneal. O grupo 4 (avulsao / alopurinol) recebeu 1 mi
de alopurinol (45 mg/kg) via intraperitoneal. As medicag¢des foram infundidas
em dose unica imediatamente apds o reposicionamento e sutura do retalho
avulsionado. Os animais foram observados até o 7° dia pds-operatorio,
quando foram sacrificados e o retalho desenluvado foi retirado e analisado.
A area total do retalho e a area de necrose do retalho foram quantificadas
para todos os animais e analise estatistica foi realizada entre os grupos.
RESULTADOS: a mediana da area total do retalho desenluvado (cm?) foi de
5,633 para G1, 5,353 para G2, 5,505 para G3 e de 5,870 para G4 (p =
0,7460). A mediana da area de necrose do retalho desenluvado (cm?) foi de
3,368 para G1, 1,663 para G2, 2,297 para G3 e de 1,888 para G4 (p <



0,0001). Houve diferenga estatistica entre os pares G1 e G2, G1 e G3, G1 e
G4 (p < 0,05). A relagao entre a area de necrose e area total do retalho
desenluvado para os quatro grupos foi de 63,34% (G1), 32,71% (G2), 41,7%
(G3) e 34,85% (G4) (p < 0,0001). Houve diferenca estatistica entre os pares
G1e G2,G1e G3, G1 e G4 (p < 0,05). CONCLUSOES: Houve diminuicado
da area de necrose em retalhos cutaneos avulsionados em membros
inferiores de ratos com a utilizacdo das medicagbes enoxaparina (G2),
pentoxifilina (G3) e alopurinol (G4) quando comparados ao grupo controle
(G1). Nao houve diferenga estatistica significativa entre os grupos
terapéuticos com relagdo a area de necrose nos retalhos cutaneos
avulsionados (G2 x G3; G2 x G4; G3 x G4).

Descritores: ferimentos e lesdes; extremidade inferior; transplante de pele;
fendmenos fisiolégicos da pele; pele / lesbes; necrose / etiologia; uso de
medicamentos; modelos animais; cirurgia plastica.



SUMMARY

Milcheski DA. Experimental study of partial avulsion of skin flaps in hind
limbs of rats [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo”; 2010. 69p.

INTRODUCTION: Degloving injuries may be a challenge when it comes to
deciding the surgical approach to be used. Repositioning of the flap and
suturing is faster and more straightforward, but often leads to total or partial
loss of the avulsed flap. Skin flap deffating and grafting of the detached flap
have the disadvantages of resulting in poor aesthetic appearance and being
less protective, but they have been the most widely used due to the higher
rate of graft take. Pharmacological agents with vascular properties that
enhance the viability of the reattached flap could be beneficial to patients with
degloving injuries. This study evaluated the effects of enoxaparin,
pentoxifylline and allopurinol in reducing necrosis area of avulsed skin flaps
through a degloving experimental model in the hind limb of rats. METHODS:
Rats were grouped in four groups with 25 rats each. The four groups were
subjected to the proposed degloving model of hind limb, resulting in a
reverse flow flap. The flap was then repositioned and sutured. Group 1
(avulsion / control) received 1 ml saline solution intraperitoneally. Group 2
(avulsion / enoxaparin) received 1 ml of enoxaparin (320 [U/kQ)
subcutaneously. Group 3 (avulsion / pentoxifylline) received 1 ml of
pentoxifylline (25 mg/kg) intraperitoneally. Group 4 (avulsion / allopurinol)
received 1 ml of allopurinol (45 mg/kg) intraperitoneally. Saline solution and
medications were infused in single dose after wound closure. The animals
were observed until 7 days postoperatively, when they were sacrificed and
the degloved flap was removed and analyzed by image processing software.
The total area of the avulsed flap and the necrotic area were measured for all
animals and statistical analysis was performed between groups. RESULTS:
The median total flap area (cm?) was 5.633 for G1, 5.353 for G2, 5.505 for
G3 and 5.870 for G4 (p = 0.7460). The median necrotic flap area (cm?) was
3.368 for G1, 1.663 for G2, 2.297 for G3 and 1.888 for G4 (p < 0.0001).
There was statistical difference between pairs G1 and G2, G1 and G3, G1
and G4 (p < 0.05). The ratio between the necrotic flap area and total flap
area was 63.34% (G1), 32.71% (G2), 41.7% (G3) and 34.85% (G4) (p <
0.0001). There was statistical difference between pairs G1 and G2, G1 and
G3, G1 and G4 (p < 0.05). CONCLUSIONS: There was a decrease in
necrosis of the avulsed skin flap in the hind limbs of rats with the use of
medications enoxaparin (G2), pentoxifyline (G3) and allopurinol (G4)
compared to the control group (G1). There was no statistically significant
difference in the necrosis area of avulsed skin flaps between treatment
groups (G2 x G3; G2 x G4; G3 x G4).



Descriptors: wounds and injuries; lower extremity; skin transplantation; skin
physiological phenomena; skin / injuries; necrosis / etiology; drug utilization;
models, animal; surgery, plastic.



INTRODUGAO

Os desenluvamentos cutaneos sao lesbes graves e frequentemente
ha dificuldade para o cirurgido decidir qual o tratamento cirurgico mais
adequado a ser instituido '. Observa-se, adicionalmente, aumento na
frequéncia de ferimentos descolantes atendidos na urgéncia em Centros de
Atendimento ao Trauma como no Pronto Socorro do Hospital das Clinicas —

FMUSP 2.

Os desenluvamentos também sao chamados ferimentos descolantes
ou avulsdes parciais. O termo desenluvamento deriva da palavra inglesa
degloving e é o mais encontrado na literatura de lingua inglesa. Consideram-

se os trés termos equivalentes.

Estas lesdes sdo secundarias a preensao da extremidade entre uma
superficie mével e uma superficie fixa, como nos casos de atropelamentos,

resultando no cisalhamento e avulsdo parcial do tecido *

. A pele e o
subcutaneo desenluvados ficam conectados apenas por uma das
extremidades do membro (proximal, distal, lateral ou medial). Se ndo houver
avaliagdo adequada e tratamento correto pode ocorrer insuficiéncia

circulatéria, seja arterial ou venosa, com consequente necrose do tecido

descolado “.

Duas opcdes de tratamento cirdrgico sdo possiveis para os pacientes

com ferimentos descolantes. A primeira delas foi estabelecida por Farmer °,



em 1939, que propbs completar a resseccdao do retalho desenluvado,
desengordurar o retalho até a espessura de pele e realizar a enxertia desta
pele assim preparada no mesmo tempo cirurgico. Com esta conduta,
consegue-se integracdo da pele avulsionada, cobrindo parcial ou
completamente o defeito ja no atendimento inicial do paciente sem
necessidade de se acrescentar nova area doadora de auto-enxerto. Farmer
relatou série clinica com 4 pacientes e notou haver evolugao satisfatoria com
esta conduta cirurgica. Posteriormente outros autores reafirmaram os
achados de Farmer e outros estudos foram apresentados em acordo com
esta conduta cirGirgica na década de 80 " % ® 7. Como desvantagens deste
tratamento cirdrgico observam-se desnivel entre as areas de enxerto e de
cobertura cutadnea integra, resultando em menor prote¢cdo das estruturas
subjacentes na area enxertada, edema na extremidade acometida nos casos
de ferimentos circunferenciais (por dificuldade de drenagens linfatica e
venosa) e aspecto estético inferior ao aspecto da cobertura original. Apesar
disso, esta tem sido a conduta mais aceita e utilizada para o tratamento dos
ferimentos descolantes devido a maior taxa de integracdo do enxerto com

resolucdo da ferida & ° 1°.

Mais recentemente, acrescentou-se como tratamento cirdrgico
adjuvante dos ferimentos descolantes a utilizagdo de banco de tecidos para
acondicionamento da pele do ferimento descolante e enxertia posterior, bem
como a utilizacdo do sistema de curativo a vacuo sobre o leito da ferida ou

sobre o enxerto de pele.



Em 1967 "2, Hueston e Gunter relatam a conservagdo da pele
avulsionada em banco de tecidos para os casos de traumas mais extensos,
de contaminacdo da ferida, e de tecidos com viabilidade incerta. Eles
preconizaram o desengorduramento do retalho e conservagao do enxerto
resultante em banco de tecidos. A pele era utilizada varios dias apés o
trauma, quando a granulagdo estava favoravel a recepgdo de enxerto de
pele. O enxerto de pele deve ser aproveitado o mais brevemente possivel,
preferencialmente dentro de 48 a 72 horas, para que nao haja perda
excessiva da pele acondicionada em banco de tecidos '* . Hoogeboom et
al ™ em 1989 foram os primeiros a descrever a utilizacdo da conservacado da
pele em banco de tecidos para os desenluvamentos de membros inferiores,

seguidos por Nogueira et al '®> em 2001.

Outro avango no tratamento cirurgico dos ferimentos descolantes é a
utilizagcao do sistema de curativo a vacuo nestes casos. Nakayama et al em
1990 '®, foram os primeiros autores a descrever um sistema de curativo a
vacuo sobre enxertos de pele. Eles descreveram um dreno de sucg¢ao sob
um curativo adesivo transparente com a finalidade de manter pressao
subatmosférica constante sobre o enxerto de pele e de facilitar a
monitoragdo do enxerto através do curativo. Em 1997, Argenta e Morykwas
7 desenvolvem o sistema de curativo a vacuo que é utilizado atualmente no
tratamento de feridas complexas. Os primeiros autores a relatar, em artigos
diferentes, o sistema de curativo a vacuo sobre o enxerto de pele nos casos

|18

de ferimentos descolantes foram Meara et al ® e DeFranzo et al '°, em 1999,

havendo relatos subsequentes na literatura ?* 2'. As vantagens observadas



sao a imobilizacao do enxerto, a manutencdo de ambiente umido, a coleta
de debris no leito da ferida e a diminuigdo da taxa de contagem bacteriana.
Estes fatores possibilitam taxas de integragcao do enxerto da ordem de 95%

com a utilizagcado do curativo a vacuo sobre o enxerto em feridas complexas

18, 22, 23, 24

A outra modalidade de tratamento cirurgico possivel para os
ferimentos descolantes consiste em realizar a limpeza da ferida e em
reposicionar e suturar o retalho avulsionado a posicéo original. Esta conduta
leva frequentemente a necrose parcial ou total do tecido avulsionado,
resultando em perda do retalho, maior risco de infecgdo, aumento da
morbidade, acréscimo de area doadora de enxerto de pele, maior numero de
procedimentos cirurgicos subsequentes e aumento no tempo de internagéo
® Quando n3o ha necrose do retalho reposicionado este tratamento
apresenta vantagens potenciais tais como ser mais simples e rapido,
preservar a anatomia (com a manutencdo do aspecto original e da

espessura do tecido) e a fisiologia locais (com auséncia de

comprometimento do retorno venoso e preservacgao dos linfaticos).

Em adicdo a estas duas condutas cirurgicas relatadas, alguns
pacientes se beneficiam de tratamentos cirurgicos adicionais como a
realizacdo de retalhos cirurgicos para a cobertura de estruturas

especializadas expostas (tendao, osso e articulagao) %,

Medicagdes com propriedades de aumentar a viabilidade do retalho

desenluvado, através de mecanismos diversos, podem ser testadas em



conjunto com a conduta de reposicionamento e sutura do retalho a posigao
original com a finalidade de diminuir parcial ou totalmente a necrose do
retalho descolado. Entre os farmacos disponiveis para este fim podem ser
sugeridos as heparinas de baixo peso molecular como a enoxaparina, 0s
agentes hemorreoldégicos como a pentoxifiina e as medicagdes
antioxidantes como o alopurinol. Caso estas medicacbes aumentem a
viabilidade do retalho avulsionado reposicionado, evitando ou diminuindo
sua necrose, este tratamento pode ser instituido como rotina, com suas
vantagens potenciais de manutengao da cobertura original, de preservagao
da fungdo (drenagens venosa e linfatica através do retalho) e de
manutengdo do aspecto estético (preservagdo da cobertura cutanea e

auséncia de area de enxerto) na extremidade acometida.

A enoxaparina, uma heparina de baixo peso molecular, tem sido
utilizada na pratica clinica e vem sendo mais empregada que a heparina
devido ao seu perfil favoravel de biodisponibilidade e a sua maior meia vida
26,27 Ela também demonstrou melhorar a microcirculagdo apds sua injecéo
subcutanea, resultando em aumento da area de viabilidade em retalhos de
pele e em retalhos livres, conforme relatado separadamente por Buckley e
Sorkin ?® e por Ritter et al ?°. Dessa maneira, a enoxaparina poderia
aumentar a viabilidade do retalho desenluvado em um modelo experimental,

evitando a necrose total ou parcial do tecido. Nao ha estudo experimental

testando a enoxaparina na perfusao de retalhos avulsionados.

A pentoxifiina € um derivado das metilxantinas e um inibidor

inespecifico da enzima fosfodiesterase. Através das suas propriedades



hemorreoldgicas esta medicagcdo altera a plasticidade das hemacias,
levando a diminuicdo da viscosidade sanguinea e ao aumento do fluxo

| 3931 Mais recentemente, foi descrito que a pentoxifilina

sanguineo tecidua
age em diversas etapas da cascata inflamatéria, levando a diminuigdo da
ativacao de neutréfilos com consequente diminuicdo da lesao inflamatdria
tecidual *. A pentoxifilina demonstrou aumentar a viabilidade de retalhos
avulsionados da cauda de ratos em um modelo experimental **. Entretanto,

nao ha modelo experimental de avulsdo de retalhos em membros inferiores

associado a utilizacao de pentoxifilina.

O alopurinol, um farmaco antioxidante, atua como inibidor da enzima
xantina oxidase, a qual exerce importante papel na formacao de radicais

livres. Estudos 3* 3% 3¢

implicam os radicais livres como participantes do
processo de necrose em retalhos cutdneos e mostram efeito favoravel do
alopurinol e outros antioxidantes na diminuicdo da necrose. A hipdtese de
que os radicais livres estdo envolvidos na necrose de retalhos foi

| % em 1983. Utilizando um

primeiramente demonstrada por Manson et a
modelo de obstrucido venosa induzida em retalhos fasciocutaneos em ratos,
os autores demonstraram que os radicais livres eram formados apds a
reperfusdo e que agentes como o alopurinol poderiam evitar a produgéo
destas substancias téxicas. Entretanto, no caso dos retalhos avulsionados

nao ha estudo experimental ou clinico investigando a agdo de agentes

antioxidantes na viabilidade destes retalhos.

O estudo da acdao de medicagdes em ferimentos descolantes nos

membros inferiores demanda a utilizagdo de um modelo experimental para



testar o efeito de farmacos, previamente a realizagao de ensaios clinicos. Ha
trés estudos disponiveis na literatura sobre modelos experimentais de
desenluvamento ** 3" 38 Kurata et al " em 1978 foram os primeiros autores
a propor modelo experimental de desenluvamento de retalhos cutadneos em
coelhos. Eles testaram a importancia dos vasos cutaneos diretos na
viabilidade do retalho avulsionado e a relacdo entre presenca e auséncia de

esmagamento no retalho desenluvado. Em 2006 Oztuna et al >

apresentam
modelo experimental de avulsdo de retalhos na cauda de ratos e testam o
efeito da pentoxifiina no aumento da viabilidade do retalho desenluvado.
Wang et al ¥ em 2008 relatam modelo animal de avulsdo de retalhos
cutaneos axiais e randémicos no dorso de ratos. Estes autores avaliaram a
extensdo da necrose do retalho avulsionado e nao testaram o efeito de
medicagcoes. Nenhum destes estudos relatados se refere aos
desenluvamentos em membros inferiores e apenas o modelo proposto por

Oztuna et al testa medicagcdo para aumento da viabilidade do retalho

avulsionado.

No Laboratério de Microcirurgia da FMUSP foi desenvolvido modelo
experimental de avulsao parcial de retalhos cutdneos em membros inferiores
de ratos. No modelo é realizado o desenluvamento cutédneo de base distal
de toda extremidade inferior do animal e, em seguida, seu reposicionamento

e sutura ao leito original *.

Este modelo permite testar o efeito de
medicacoes para a diminuicdo da area de necrose no retalho cutaneo

desenluvado.



1.1 Objetivo

A presente tese tem por objetivo avaliar o efeito das medicagdes
enoxaparina, pentoxifilina e alopurinol na diminuicdo da area de necrose de
retalhos cutdneos avulsionados, usando modelo experimental de

desenluvamento cutaneo em membros inferiores de ratos.



METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissao de Projetos de Pesquisa do HC-

FMUSP sob o numero 0842/09 (Anexo A).

2.1 Animais

Os experimentos utilizaram 100 ratos (Ratus norvergicus) machos, de

linhagem Wistar, pesando entre 200 e 350 gramas, acondicionados em
recipientes individuais, recebendo agua e ragédo ad libitum e submetidos a

periodo claro/escuro de 12/12 horas (figura 1).
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Figura 1 — Rato acondicionado em recipiente individual - FMUSP - 2010

2.2 Modelo experimental de desenluvamento cutaneo *°

Os ratos foram anestesiados com tiopental sédico (40 mg/kg)

via intraperitoneal. Tricotomias foram realizadas no membro inferior direito e

regido inguinal (figura 2).

"o tiopental (frasco-ampola com 1g) foi diluido em 20 ml de soro fisiolégico a 0.9%,
aplicado na dose de 40 mg/kg de peso intraperitoneal inicialmente; doses de 10 mg/kg
foram repetidas nos casos em que houve necessidade de complementag¢ao da anestesia.
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Figura 2 — Posicionamento do animal e tricotomia na extremidade
inferior direita — FMUSP - 2010

Inicialmente foi realizada a marcagao da incisdo na raiz da coxa do
animal (figura 3). Procedeu-se em seguida a incisdo na base da coxa,
conforme a marcagao, em toda a circunferéncia, abrangendo pele e tecido

subcutaneo (figura 4).
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Figura 3 — Marcagao da incisdo na raiz da coxa e da porcao distal a ser
desenluvada — FMUSP - 2010

Figura 4 — Incisao circunferencial da pele e do subcutaneo — FMUSP -
2010
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Quatro ganchos Backaus foram posicionados na borda distal da
incisdo (localizados nos quadrantes anterior, posterior, lateral e medial do
membro inferior). O desenluvamento do retalho de pele e subcutédneo foi
realizado através de tracdo progressiva distal suficiente para ocorrer o
desenluvamento cutaneo (figura 5), realizando-se a avulsdo até a regiao do

tornozelo, na altura do tergo distal da perna do animal (figura 6).

Figura 5 — Posicionamento dos ganchos nos quatro quadrantes -
FMUSP - 2010
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Figura 6 — Desenluvamento do retalho até a porgao distal da perna —
FMUSP - 2010

Apds 5 minutos foi realizado o reposicionamento do retalho ao seu
leito original e procedeu-se a sutura da pele com nylon 5.0 continuo (figuras

7 e 8).



Figura 7 — Reposicionamento do retalho - FMUSP - 2010

Figura 8 — Sutura continua da pele com nylon 5.0 - FMUSP - 2010

15
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Em seguida, foi infundido 1 ml de solugcdo (soro fisiolégico ou
medicacdo, conforme o grupo) via intraperitoneal (grupos 1, 3 e 4) ou via
subcutanea (grupo 2) (figura 9). E, finalmente, realizou-se aspersao do
antibiotico tépico rifampicina na ferida operatéria e o animal foi

acondicionado em recipiente individual (figura 10).

Figura 9 — Injecao de 1 ml de solugao via intraperitoneal — FMUSP -
2010
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Figura 10 — Aplicacao de rifampicina na ferida operatéria — FMUSP —
2010

No periodo pds-operatério os animais receberam a medicagao

analgésica dipirona na dose 30mg/kg via oral (administrado na agua com

*

troca diaria) nos dias subsequentes.

" Conforme procedimento sugerido e em vigéncia no Centro de Bioterismo da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (comunicagio pessoal).
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2.3. Grupos controle e experimentais

Os ratos foram divididos em quatro grupos submetidos ao mesmo
procedimento cirurgico. Cada grupo contou com 25 animais, conforme

relacionado abaixo:

a) Grupo 1 (avulséo / controle). Foi injetado 1 ml de solugédo salina via

intraperitoneal imediatamente apés a sutura da ferida operatéria;

b) Grupo 2 (avulsdo / enoxaparina). Foi injetado 1 ml de solugéo contendo
enoxaparina (320 Ul/kg) via subcutanea imediatamente apds a sutura da

ferida operatoria;

*

A enoxaparina foi diluida em soro fisiolégico 0,9% até atingir a

concentragao e volume finais estabelecidos (320 Ul/kg).

c) Grupo 3 (avulsdo / pentoxifilina). Foi injetado 1 ml de solugdo contendo
pentoxifilina (25 mg/kg) via intraperitoneal imediatamente apds a sutura da

ferida operatoria;

*%

A pentoxifilina  foi diluida em soro fisiolégico 0.9% até atingir a

concentragao e volume finais estabelecidos (25 mg/kg).

:*Clexane® 60 mg/0,6 ml — seringa 0,6 ml, Sanofi Aventis.
Pentox® 100 mg/5 ml, ampola 5 ml, Farmasa SA.
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d) Grupo 4 (avulséo / alopurinol). Foi injetado 1 ml de solugdo contendo
alopurinol (45 mg/kg) via intraperitoneal imediatamente apds a sutura da

ferida operatoria.

*

O alopurinol  foi diluido em hidroxido de so6dio 1 N até

dissolucao total. A esta solucao alcalina foi adicionado acido cloridrico 1 N
até inicio de precipitado, sinalizando maxima solubilidade. Adicionada entéo
uma gota final de hidroxido de sédio 1 N para dissolver o precipitado e
acrescentada agua destilada para se obter o volume final necessario.
Utilizada dose de 45 mg/kg de peso em 1 ml de solugédo aplicada em bolo

intraperitoneal.

A solugdo salina e as medicagbes foram injetadas em bolo
imediatamente apds a sutura da ferida operatéria. Todas as medicacdes
foram administradas em dose unica.

Em todos os grupos o retalho foi observado diariamente para
verificacdo de sinais de viabilidade ou inviabilidade do retalho avulsionado
(coloragao da pele, enchimento capilar, isquemia, congestao ou necrose), e
presenca de complicagbes cirurgicas (hematoma, deiscéncia de ferida e

infecgao).

Os animais foram observados diariamente até o 7° dia pés-operatério,

quando foram sacrificados através de dose letal de tiopental intraperitoneal.

" Alopurinol comprimido 100 mg, farmacia prépria do HC-FMUSP.
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2.4. Critérios de inclusao e exclusao

O critério de inclusdo adotado foi a presenga de necrose parcial ou

total do retalho no 7° dia pos-operatorio (figura 11).

Figura 11 — Necrose parcial do retalho no 7° dia pdés-operatério —
FMUSP - 2010
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Os critérios de exclusao utilizados foram a ocorréncia de 6bito trans-
ou pos-operatorio e a presenga de autofagia total ou parcial do retalho no

pos-operatdrio (figura 12).

Figura 12 — Presenga de autofagia parcial no 7° dia pés-operatério —
FMUSP - 2010

T1111lh
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2.5 Avaliagao da area de necrose e da area total do retalho

A avaliagao final da area necrose do retalho foi realizada através da

ressecc¢ao do retalho em toda a sua extenséo (figura 13).

Figura 13 — Retalho retirado e planificado em mesa operatéria com
escala associada — FMUSP - 2010

O retalho foi entdo planificado na mesa operatéria em conjunto com
uma escala em centimetros e foto digital padronizada foi realizada (mesma

distancia focal, modo macro e sem flash).
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A imagem retirada de cada animal foi processada em computador e
analisada através do programa Image J *°, adequado ao calculo de areas.
Através deste programa foram dimensionadas a area de necrose e a area

total do retalho (figuras 14 e 15).

Figura 14 — Quantificacdo da area total do retalho através do programa
Image J - FMUSP - 2010
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Figura 15 — Quantificacdo da area de necrose do retalho através do
programa Image J - FMUSP - 2010

2.6. Variaveis estudadas

Durante a realizagdo do estudo foram avaliadas as seguintes

variaveis:

- Area total do retalho;
- Area de necrose do retalho;

- Relacao entre a area de necrose e a area total.
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2.7. Analise estatistica

A amostragem foi estratificada em quatro grupos (G1 a G4) e foi
considerada assimétrica nao pareada. Verificou-se que a amostra
apresentou distribuicdo assimétrica apds a aplicacdo do teste de

normalidade de Shapiro-Wilk.

As variaveis quantitativas continuas foram  apresentadas
descritivamente em tabelas contendo medianas, valores minimos e
maximos. As taxas de autofagia e de o&bito (variaveis ordinarias) foram

apresentadas em porcentuais.

Os dados referentes as areas e a relagao entre as areas nos quatro
grupos (variaveis quantitativas) foram analisados através do teste nao

paramétrico para amostras independentes de Kruskal-Wallis.

Utilizou-se também o teste de comparagdes multiplas de Dunn para
verificar diferengas entre os grupos quando pareados dois a dois (G1xG2,

G1xG3, G1xG4, G2xG3, G2xG4 e G3xG4).

Os valores com nivel de significancia de 95% (p < 0,05) foram

considerados significantes.

A analise estatistica foi inteiramente realizada através do programa

Prism 4 for Macintosh versao 4.0 *'.
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2.8 Autofagia e mortalidade

A taxa global de autofagia foi de 15%. A distribuicdo da autofagia por
grupos esta listada na tabela 1. Nao houve diferenga estatistica entre os
grupos (p = 0,998).

Tabela 1 — Autofagia nos grupos estudados — FMUSP - 2010

GRUPO G1 G2 G3 G4
(n =25) (n =25) (n=25) (n=25)
AUTOEAGIA 16% 12% 16% 16%
PRESENTE
4 de 25 3de 25 4 de 25 4 de 25

A taxa global de 6bito foi de 14%. A distribuicdo da taxa de &bito por
grupos esta listada na tabela 2. Nao houve diferenga estatistica entre os

grupos (p = 0,993).

Tabela 2 — Taxa de 6bito nos grupos estudados — FMUSP - 2010

GRUPO G1 G2 G3 G4
(n =25) (n =25) (n=25) (n=25)

OBITO 16% 16% 12% 12%
4 de 25 4 de 25 3 de 25 3 de 25

Os o6bitos ocorreram entre 0 1° e o 6° dia pds-operatorio. Nao foram
observados infecgdo ou hematoma em nenhum animal dos quatro grupos

estudados no periodo de seguimento pds-operatério.
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RESULTADOS

No anexo B encontram-se relacionados os dados completos para os
quatro grupos referentes as taxas de autofagia e de 6bito, a area total, a
area de necrose e a relacido entre a area de necrose e area total do retalho

avulsionado.

Foram operados 100 animais distribuidos em quatro grupos (G1 a
G4), com 25 animais em cada grupo. Apds a exclusdo dos animais por
autofagia do retalho e por ébito, restaram 17 ratos no grupo 1 e 18 ratos em

cada um dos demais grupos (G2 a G4).
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3.1 Analise da area de necrose e da area total do retalho

A area total do retalho avulsionado nos 4 grupos encontra-se

relacionada na tabela 3, onde se verificam as medianas e os valores

minimos e maximos. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos (p =

0,7460).

Tabela 3 — Avaliacdo area total nos grupos estudados (cm?) — FMUSP -

2010
GRUPO G1 G2 G3 G4
(n=17) (n=18) (n=18) (n=18)

VALOR

MiNIMO 4 374 3,723 3,756 4 156

MEDIANA 5,633 5,353 5,505 5,870
VALOR

MAXIMO 8,498 8,681 8,600 8,108
NiVEL

SIGNIFICANCIA

p = 0,7460
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No grafico 1 (diagrama da caixa) estdo relacionados os valores

minimo e maximo e os quartis inferior e superior para a variavel area total do

retalho.
Grafico 1 - Area total do retalho - FMUSP - 2010

9-
8+
7=

«g N
54
4-
3 T T T T

e ¥ & ca

Grupos estudados



30

A area de necrose do retalho avulsionado nos 4 grupos encontra-se
relacionada na tabela 4, onde se verificam as medianas e os valores
minimos e maximos. Houve diferenca estatistica entre os grupos (p <

0,0001).

Através do teste de Dunn observou-se que houve diferencga estatistica

entre os pares G1 e G2 (p <0,001), G1e G3 (p <0,05), G1 e G4 (p <0,01).

Tabela 4 — Avaliagdo da area de necrose nos grupos estudados (cm?) —
FMUSP - 2010

GRUPO G1 G2 G3 G4
(n=17) (n=18) (n=18) (n=18)

VALOR

MiNIMO 2,097 0,9470 1,405 1,140

MEDIANA 3,368 1,663 2,297 1,888
VALOR

MAXIMO 6,134 3,053 3,458 3,675
NIiVEL

SIGNIFICANCIA p < 0,0001
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No grafico 2 (diagrama da caixa) estdo relacionados os valores
minimo € maximo e os quartis inferior e superior para a variavel area de

necrose do retalho.

Grafico 2 - Area de necrose - FMUSP - 2010
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3.2 Analise da relagao entre area de necrose e area total do retalho

A razao entre a area de necrose e area total do retalho avulsionado
nos 4 grupos encontra-se relacionada na tabela 5, onde se verificam as
medianas e o0s valores minimos e maximos. Houve diferenga estatistica

entre os grupos (p < 0,0001).

Através do teste de Dunn verificou-se que houve diferenca estatistica
entre os pares G1 e G2 (p < 0,001), G1e G3 (p<0,01) e G1 e G4 (p <

0,001).

Tabela 5 — Anadlise da relagdo entre area de necrose e area total do
retalho nos grupos estudados (%) — FMUSP - 2010

GRUPO G1 G2 G3 G4
(n=17) (n=18) (n=18) (n=18)

VALOR

MiINIMO 33,64 19,95 27,66 18,43

MEDIANA 63,34 32,71 41,70 34,85
VALOR 76,68 57,21 45,23 58,21
MAXIMO
NIVEL

SIGNIFICANCIA p < 0,0001
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No grafico 3 (diagrama da caixa) observam-se os valores minimo e
maximo e os quartis inferior e superior para a relacdo entre a area de

necrose e a area total do retalho desenluvado.

Grafico 3 - Relagao entre areas de necrose e total - FMUSP - 2010
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DISCUSSAO

4.1 Consideragoes gerais

O estudo dos ferimentos descolantes apresenta interesse renovado
nas ultimas décadas devido ao aumento da sua incidéncia nos grandes
centros urbanos, geralmente relacionados a casos de atropelamento por
veiculos pesados (caminhdo ou 6nibus) ou a acidentes automobilisticos

envolvendo motociclistas 2.

Na pratica clinica observa-se a ocorréncia destes eventos
predominantemente na populagdo masculina adulta jovem, grupo com maior
risco de envolvimento em acidentes relacionados aos ferimentos
descolantes *2. Disso resulta um elevado custo econdmico devido ao longo

periodo de internacao hospitalar e a perda de dias trabalhados.

As vitimas de ferimentos descolantes apresentam alta taxa de
ferimentos associados na propria extremidade (fraturas, lesdes articulares e
de grandes vasos) e sistémicos (traumatismos cranioencefalicos, toracicos,
abdominais e pélvicos) 318 Assim sendo, os pacientes apresentam taxa de
amputacgao e obito consideravel. Um levantamento realizado no HC-FMUSP
em 2009 mostrou taxa de amputagdo de 28,6% e de o6bito de 14,3%,
evidenciando a gravidade destes casos *°. Neste mesmo estudo, a taxa de

traumas associados foi de 95,2%. Estas caracteristicas, em conjunto com a
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dificuldade no tratamento cirdrgico dos ferimentos descolantes, fazem com
que o paciente fique internado por periodo prolongado e suscetivel as
complicagdes decorrentes de longos periodos de permanéncia hospitalar,
como infecgcdes e Ulceras de pressdo. O tempo médio de internacao

observado na literatura varia de 32 a 68 dias > *°.

Duas sao as modalidades possiveis de tratamento cirurgico para os
desenluvamentos de membros inferiores, (1) a limpeza da ferida e a
ressutura do retalho desenluvado a posigao original ou (2) a limpeza da
ferida e ressecgao do retalho desenluvado, seguido de seu adelgagamento e

enxertia da pele obtida sobre a ferida no atendimento inicial *°.

A opcgao pela limpeza da ferida e ressutura do retalho a posig¢ao
original, de maneira similar a reparagao de um ferimento corto-contuso, tem
apelo por se tratar de uma conduta rapida e por proporcionar, a0 mesmo
tempo, o restabelecimento da anatomia e fisiologia locais. A maior
dificuldade para realizagdo desta conduta consiste na elevada taxa de
necrose do retalho avulsionado **. Quando isso ocorre ha necessidade de
desbridamento do tecido necrdtico e enxertia de pele adicional. A pele
avulsionada é perdida e nido pode ser utilizada como doadora para enxertia,
havendo necessidade de se criar nova area doadora no paciente, com maior

morbidade decorrente de outro procedimento cirurgico.

A outra modalidade de tratamento cirurgico dos ferimentos
descolantes, a limpeza da ferida com ressecgao e adelgagamento do retalho

até a espessura de pele e sua enxertia no tempo inicial, apresenta algumas
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desvantagens. Esta conduta demanda maior tempo cirurgico (em um
paciente, frequentemente, hemodinamicamente instavel) e leva a perda das
caracteristicas anatbmicas originais da extremidade (degrau entre a pele
saudavel e a area de enxerto, com consequente diminuicdo da protecao das
estruturas subjacentes na area enxertada) e resulta em aspecto inestético.
Pode também haver a perda das caracteristicas funcionais da extremidade,
levando a dificuldades no retorno venoso e na drenagem linfatica e,
consequentemente, edema pods-trauma, o que pode ser observado nos
casos de desenluvamentos circunferenciais. Em contrapartida, esta conduta
cirurgica tem a vantagem de evitar que o tecido descolado evolua para
necrose com necessidade de desbridamentos adicionais, de nova enxertia
de pele, de utilizacdo de pele doadora para auto-enxerto e de maior tempo
de internagcao. Tal conduta resulta, nos casos em que o retalho mostra-se
inviavel, em resolucdo mais rapida e eficaz do ferimento pela maior
integracdo do enxerto, com menor numero de cirurgias e permanéncia

hospitalar inferior.

Na pratica clinica observa-se que ha dificuldade em definir qual a
conduta mais apropriada e a decisdo deve ser tomada apods julgamento
clinico criterioso. Devido a estas particularidades o grupo de feridas da
Divisdo de Cirurgia Plastica do HC-FMUSP desenvolveu um protocolo de
atendimento para o tratamento de ferimentos descolantes em membro
inferiores % **. O protocolo indica a utilizacdo de um dos tratamentos
cirurgicos supracitados com base no tempo de apresentagao apos o trauma

(maior ou menor que 24 horas), na avaliagao do retalho desenluvado através
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de parametros clinicos (viavel ou inviavel) e nas condigdes hemodinamicas

do paciente (instavel ou estavel) (figura 16).

Figura 16 — Protocolo de atendimento de ferimentos descolantes nos
membros inferiores — FMUSP - 2010
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Inicialmente os pacientes sao divididos em instaveis e estaveis em
relagcdo a sua condi¢do hemodinamica. Os pacientes graves considerados
instaveis nao devem ser submetidos a cirurgia prolongada, sendo entéo
realizada a resseccgao do retalho e ocluséo da ferida. O retalho ressecado é
adelgacado na forma de enxerto de pele parcial e acondicionado em banco
de tecidos até o paciente ter condi¢des clinicas para ser realizada a enxertia
da pele retirada. Dessa maneira, ndo ha demora no tratamento das

condi¢des associadas.

Os pacientes estaveis podem ter avaliacdo apropriada do retalho
desenluvado através de parametros clinicos tais como tempo decorrido entre
o trauma e o tratamento (maior ou menor que 24 horas), orientagdo do
pediculo (proximal, distal, lateral ou medial), contaminagdo local,

esmagamento do retalho e padrao de sangramento do retalho.

Quando o retalho é considerado viavel, procede-se a limpeza da
ferida e ao reposicionamento e sutura do retalho ao leito original. A pratica
clinica demonstra que esta conduta apresenta elevado indice de insucesso,
evoluindo com necrose parcial ou total do retalho reposicionado em até 90%

dos casos onde esta opg¢ao cirurgica € realizada 2,

Nos casos de pacientes estaveis com retalho desenluvado
considerado inviavel, procede-se a resseccdo do retalho e
desengorduramento até a espessura de pele parcial. O enxerto obtido é

transformado em malha (trama 3 : 1) e utilizado no momento do atendimento
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inicial. Coloca-se curativo a vacuo sobre o enxerto com a finalidade de

aumentar a integracdo do enxerto de pele *°.

No HC-FMUSP, o sistema de curativo a vacuo tem sido utilizado
desde 2003 como tratamento adjuvante de feridas complexas com a
finalidade de preparar o leito da ferida para a cirurgia definitiva ou de

aumentar a integracdo de enxertos de pele em feridas dificeis ** *°.

A utilizacdo de medicacdes que proporcionem aumento da viabilidade
do retalho desenluvado, permitindo a conduta de limpeza da ferida e
ressutura do retalho ao leito de origem de maneira rotineira, pode simplificar
o tratamento cirargico dos ferimentos descolantes, pois eles seriam
conduzidos como ferimentos corto-contusos tradicionais. Dai o interesse em
estudar grupos de farmacos com propriedades benéficas a circulagdo dos

retalhos cutaneos avulsionados.
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4.2 Modelo apresentado

Na literatura encontram-se trés relatos prévios de modelo animal de
avulsdo parcial de retalhos ** 3" %, O primeiro modelo foi descrito por Kurata

et al ¥’

em 1978. Os autores realizam avulsées cutaneas parciais no dorso
de coelhos associado a esmagamento em um dos grupos. Eles avaliam a
importancia dos vasos cutineos diretos na viabilidade do retalho e a sua
relagdo com esmagamento associado do retalho, observando maior area de
necrose no grupo com esmagamento do retalho. Em 2006 Oztuna et al *
apresentam estudo experimental com avulsao cutdnea da cauda de ratos e
testam em um dos grupos a eficacia da medicagao pentoxifilina. Este estudo
foi desenvolvido como piloto e apresenta numero limitado de animais (15
animais divididos em 3 grupos — modelo, controle e medicagdo), o que

| 38 em 2008 relatam seu

fragiliza o nivel de evidéncia do estudo. Wang et a
modelo experimental de avulsdo parcial de retalhos em ratos. Os autores
realizam avulsao parcial de retalhos cutaneos axiais e randémicos (30 ratos
divididos em dois grupos) no dorso dos animais e avaliam o grau de necrose
resultante. Eles observam que o grupo com retalhos randémicos teve menor

area de necrose (40% no grupo randdmico x 77% no grupo axial). Este

estudo nao testa medicagdes no modelo proposto.

O modelo aqui apresentado *°

reproduz as condi¢cdes clinicas
encontradas em um ferimento descolante de membro inferior e contou com

25 animais submetidos ao desenluvamento cutaneo da extremidade inferior
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direita dos animais com a finalidade de correlacionar a anatomia e fisiologia

analogas as duas situagoes, clinica e experimental.

Optou-se pela realizacdo do desenluvamento com base distal por se
tratar de uma lesdo mais grave a circulagao do retalho em comparagao aos
retalhos de base proximal, lateral ou medial. Devido a maior area de
desenluvamento, ao pediculo de base distal e ao maior grau de isquemia e
congestdo ha area de necrose mais extensa. Dessa maneira, ficam mais
evidentes a observagdo e comparagdao com grupos terapéuticos aplicados

no modelo.

Ha variacdo na intensidade e na apresentacao clinica dos ferimentos
descolantes tais como extensao do desenluvamento, grau de esmagamento
do tecido, grau de contaminacédo da ferida, condi¢bes associadas (outros
traumas) e tempo decorrido até o tratamento inicial do ferimento. Dessa
maneira, a correlacdo de um modelo com a grande diversidade de situacdes
clinicas fica prejudicada. Devido a isso se optou pela realizagdo de um
modelo uniforme de fluxo distal (com maior extensdo de necrose do retalho)
para permitir a comparagao com grupos terapéuticos. Nao foram entéo
replicados cenarios de ferimentos descolantes com esmagamento de tecido,

contaminacgao da ferida ou atendimento tardio (mais de 24 horas).

O modelo foi padronizado de modo a ser um procedimento simples,
rapido, de facil execucgao e realizado pelo mesmo operador. Dessa maneira,
acredita-se que o modelo experimental desenvolvido € util para testar a

eficacia de medidas terapéuticas diversas.
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Na avaliagao clinica pds-operatéria, observou-se inicialmente grau
variado de congestao e edema do retalho avulsionado (primeiros dois dias),
evoluindo para necrose parcial do retalho desenluvado em todos os casos
(3° e 4° dias) e estabilizagcdo da necrose parcial a partir do 5° dia poés-

operatdrio. Nao se observou hematoma ou infeccdo em nenhum animal.

A area total de desenluvamento no grupo 1 (avulsdo / controle)
apresentou mediana de 5,633 cm? (minimo 4,374 e maximo de 8,498 cm?). A
area de necrose observada apresentou mediana de 3,368 cm? (minimo
2,097 e maximo de 6,134 cm?). Com relagdo ao porcentual de necrose
observado (relagao entre as areas de necrose e total do retalho) a mediana
obtida foi de 63,34% (minimo de 33,64% e maximo de 76,68%). Observa-se
que ocorreu um porcentual elevado de necrose no modelo desenvolvido, o

que facilita a visualizagao da diminuigao de necrose em grupos terapéuticos.
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4.3 Comparacgao entre os grupos estudados

Observou-se taxa global de autofagia de 15%. Ao se comparar os
quatro grupos estudados nao houve diferenga entre os mesmos para esta
variavel (G1 = 16%; G2 = 12%; G3 = 16%; G4 = 16%; p = 0,998). A
autofagia em ratos ocorre devido a insensibilidade resultante na porgao
necrética do retalho “°. Na fase piloto deste estudo utilizou-se filme de
radiografia recortado na forma de um colete para conter o animal no pés-
operatorio e impedir a autofagia do retalho, mas todos os animais

conseguiram retirar o colete. Dessa maneira, optou-se pela utilizacdo do

*

antibidtico topico rifampicina. Com isso, a taxa de autofagia manteve-se em

niveis aceitaveis.

A taxa global de ¢ébito foi de 14%. A comparagédo entre os grupos
mostra que nao houve diferenca entre os mesmos com relagdo a taxa de
obitos. (G1 = 16%; G2 = 16%; G3 = 12%; G4 = 12%; p = 0,993). Os o6bitos
ocorreram entre o0 1° e o 6° dia pés-operatério, sem concentragdo em um dia

especifico.

Quando se consideram as taxas de autofagia e de 6bito e se verifica
que nao houve diferenga estatistica entre os quatro grupos para estas duas
variaveis, infere-se que os grupos apresentaram distribuicdo homogénea e

sao comparaveis.

) Conforme procedimento sugerido pelos veterinarios do Centro de Bioterismo da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo (comunicagao pessoal).
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Em nenhum dos grupos estudados verificou-se hematoma ou infec¢ao

no periodo pés-operatorio.

A area total do retalho avulsionado nos grupos estudados nao
apresentou diferenca estatistica significativa entre os grupos (p = 0,7460).
Os dados referentes a area total do retalho desenluvado nos grupos
estudados, similares e sem diferenga estatistica significativa, evidenciaram
que o procedimento cirurgico foi equivalente para os quatro grupos,
permitindo comparar as areas de desenluvamento entre o grupo controle e

0s grupos terapéuticos.

Com relagédo a area de necrose nos quatro grupos estudados, houve
diferenca estatistica entre os grupos (p < 0,0001). O teste de Dunn mostrou
diferenca estatistica entre os pares G1 e G2 (p < 0,001), G1 e G3 (p < 0,05),
G1 e G4 (p < 0,01). Nao houve diferenca estatistica significativa entre os

pares de grupos terapéuticos (G2 x G3; G2 x G4; G3 x G4; p > 0,05).

Os dados aqui apresentados mostram que a area de necrose do
retalho foi diferente entre o grupo controle (G1) e os demais grupos (G2 a
G4), sendo observada maior area de necrose em favor do grupo 1 (p <
0,05). Dessa maneira, observou-se efeito protetor de necrose com as trés
medicacgdes utilizadas (enoxaparina, pentoxifilina e alopurinol). No entanto,
entre os grupos terapéuticos (G2 a G4) nao houve diferenca significativa,
verificando-se eficacia similar das trés medicagdes no efeito de diminuicio

da area de necrose no retalho (p > 0,05).
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Para melhor visualizacdo do efeito das medicagdes em comparagao
ao grupo controle, utilizou-se também o célculo da razédo entre a area de
necrose e a area total dos retalhos avulsionados. Dessa maneira, os dados

podem também ser visualizados em porcentuais.

A relacdo entre a area de necrose e area total do retalho avulsionado
nos quatro grupos mostrou diferengca estatistica entre os grupos (G1 =
63,34%; G2 = 32,71%; G3 = 41,7%; G4 = 34,85%; p < 0,0001). Através do
teste de Dunn verificou-se diferenca estatistica entre os pares G1 e G2 (p <
0,001), G1 e G3 (p < 0,01) e G1 e G4 (p < 0,001). Nao houve diferenca
estatistica significativa entre os pares de grupos terapéuticos (G2 x G3; G2 x

G4; G3 x G4; p > 0,05).

Da mesma maneira, a razdo apresentada mostra os dados de suas
variaveis originarias (areas de necrose e total), reafirmando a eficacia das
medicacgbes utilizadas em comparagdo ao grupo controle e auséncia de

diferencga estatistica significativa entre os grupos terapéuticos.
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4.4 Farmacos utilizados

4.4.1 Eficacia da enoxaparina

A enoxaparina pertence ao grupo das heparinas de baixo peso
molecular e tem sido mais utilizada que a heparina devido ao seu melhor

perfil de biodisponibilidade e a sua maior meia vida %> %’.

O efeito anticoagulante das heparinas de baixo peso molecular ocorre
através da ativacao da antitrombina, considerado o principal mecanismo de
acao da heparina, e, principalmente, da maior atividade de inibicao do fator
Xa, o qual inibe a transformacdo da protrombina em trombina *’. Desta
forma, o principal mecanismo de acdo das heparinas de baixo peso

molecular impede a geragao da trombina, proporcionando anticoagulagao.

Quando comparada com a heparina, a enoxaparina apresenta
diversas vantagens. A enoxaparina se liga menos as proteinas plasmaticas e
as células endoteliais e, por isso, possui taxa de eliminacao, resposta a dose
e bioatividade mais previsiveis. Possui ainda uma meia-vida plasmatica duas
a quatro vezes maior do que a heparina, além de maior absorcéo
subcutanea, o que permite a aplicagdo de doses mais espacadas. A
enoxaparina também possui menor interacido plaquetaria com o fator de von
Willebrand e com o endotélio e atua menos intensamente sobre a

permeabilidade vascular, o que faz com que cause menos hemorragias que
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as heparinas. Outra vantagem da enoxaparina consiste na monitoragao
laboratorial, j@ que esta €& desnecessaria na maioria dos pacientes,

consequéncia da consisténcia da sua relagdo dose-efeito *2.

Alguns estudos demonstram que a enoxaparina melhora a
microcirculagcdo apos sua injecdo por via subcutdnea, resultando em
aumento da area de viabilidade em retalhos cutaneos e em retalhos livres 2*
29.49 Dessa maneira, pode-se inferir que a enoxaparina apresenta potencial
para aumentar a viabilidade de retalhos desenluvados, inibindo a necrose

tecidual.

No presente estudo o grupo 2 foi submetido a infusdo de enoxaparina
na dose de 320 Ul/kg. Miyawaki et al *° utilizam a mesma dosagem
administrada via subcutdanea em dose unica de forma semelhante a aqui
utilizada. Estes autores estudam o efeito da enoxaparina em retalhos
cutdaneos congestos em modelo experimental realizado em coelhos e

observaram aumento da viabilidade dos retalhos no grupo terapéutico.

Os achados do experimento aqui apresentado demonstraram
diminuicao da taxa de necrose na comparagao entre os grupos controle (G1)
e 0 grupo da enoxaparina (G2), favorecendo o ultimo. Observou-se que a
relacdo entre as areas de necrose e total foi da ordem de 63,34% para G1 e
de 32,71% para G2 (p < 0,001). Essa diminuicdo de 30,63% na area de
necrose é significativa e apresenta potencial de utilizagao clinica. Nao houve
diferenca estatistica significativa na comparagdo da enoxaparina com o0s

outros dois grupos estudados (G3 e G4; p > 0,05).
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Um aspecto importante a ser salientado consiste no fato da
enoxaparina aumentar o risco de eventos hemorragicos. Apesar do risco ser
inferior ao das heparinas tradicionais, ele ainda se faz presente. Nos
pacientes vitimas de ferimentos descolantes isso se torna relevante, uma
vez que eles apresentam elevada associacdo com outros traumatismos e
hemorragia associada, o que pode impedir o uso da enoxaparina. Dessa
maneira, ao se elaborar ensaios clinicos para o uso de enoxaparina nesse
cenario, ha necessidade de exclusdo dos pacientes com maior risco de

sangramento (traumatismos sistémicos).
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4.4.2 Eficacia da pentoxifilina

A pentoxifilina é considerada um derivado das metilxantinas e um
inibidor inespecifico da enzima fosfodiesterase. Ela é classificada como um
agente hemorreoldgico com a propriedade de melhorar o fluxo sanguineo
tecidual devido a sua habilidade em aumentar a plasticidade das hemacias,
elevando o fluxo intravascular pela diminuicdo resultante da viscosidade

sanguinea 3% *'.

O mecanismo de acao da pentoxifilina ainda permanece pouco claro,
mas esta relacionado aos efeitos sobre parametros hemorreoldgicos,
aumentando a deformabilidade dos eritrocitos pela reducdo tanto da
viscosidade sanguinea quanto do potencial de agregagao plaquetaria e

formagao de trombos % °'.

Outro mecanismo de acdo, descrito mais recentemente, consiste na
sua acado em diversas fases da cascata inflamatéria, levando a inibicao da
ativacao de neutréfilos com resultante diminuicdo da lesdo tecidual pela

resposta inflamatoria 2.

Na literatura encontra-se efeito benéfico da pentoxifilina no tratamento
de doencas vasculares periféricas, como claudicagao intermitente e ulceras
venosas de membros inferiores, doencgas cerebrovasculares e outras

condigdes que envolvam defeitos regionais na microcirculagéo °% °' 2,

Alguns estudos demonstram o efeito deste farmaco no aumento da

preservacdo tecidual através da melhora da perfusao e viabilidade de
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retalhos miocutaneos em porcos * e de retalhos cutaneos em ratos °* **, da
atenuacdo dos danos de reperfusdo em traumas por lesdes testiculares >° e

da redugao da lesdo hepatica pelos efeitos de isquemia e reperfusao °'.

Oztuna et al ** demonstram através de estudo experimental que a
pentoxifiina aumenta a viabilidade de retalhos avulsionados da cauda de
ratos. Os autores, além de apresentar apenas 5 animais em cada grupo,
fazem somente analise qualitativa dos achados de necrose através da
classificagdo para Ulcera de pressdo °°, avaliando achados inflamatdrios na

analise histolégica por hematoxilina e eosina.

No estudo aqui apresentado o grupo 3 foi submetido a infusdo de
pentoxifilina na dose de 25 mg/kg. Esta dose também foi utilizada por

|33

Oztuna et a e administrada via intraperitoneal de forma semelhante a

utilizada no grupo 3.

No presente estudo confirmou-se a eficacia da pentoxifilina na
diminuicao da area de necrose para o modelo proposto de avulsao parcial de
retalhos. Os achados evidenciaram diminuicdo da taxa de necrose na
comparagao entre os grupos controle (G1) e o grupo da pentoxifilina (G3),
favorecendo o ultimo. Observou-se que a relagao entre as areas de necrose
e total foi da ordem de 63,34% para G1 e de 41,7% para G3 (p < 0,01). Esta
diminuicdo de 21,64% na area de necrose no grupo 3 sugere beneficio na
utilizacdo da pentoxifilina na pratica clinica apdés a elaboracdo de estudos

clinicos controlados que confirmem esta evidéncia experimental. Nao houve
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diferenca estatistica significativa na comparagcédo da pentoxifilina com os

outros dois grupos estudados (G2 e G4; p > 0,05).
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4.4.3 Eficacia do alopurinol

O alopurinol, um agente antioxidante, atua como inibidor da enzima
xantina oxidase, que exerce importante papel na formacgao de radicais livres
durante a reperfusdo. O alopurinol ndao permite a conversdo das
hipoxantinas derivadas do ATP em acido urico, reagdo onde o O, é
transformado em O, ** “®. Os radicais superdxido e hidroxila, metabolitos do
oxigénio extremamente reativos, sdo formados em situagbes de isquemia e
reperfusdo. Podem causar lesdo na membrana celular diretamente através
da peroxidagao lipidica ou através da degradacédo do colageno intracelular.
Estes radicais livres derivados do oxigénio podem desempenhar um
importante papel na etiologia microvascular do fendmeno vascular de

isquemia e reperfuséo 3 °’.

Existem varias referéncias na literatura sobre os efeitos benéficos do
alopurinol e outros agentes antioxidantes em modelos de isquemia e

reperfusdo em retalhos fasciocutaneos em ratos e porcos 3% 3° °7: 98. 59,60,

No estudo em questado o grupo 4 foi submetido a infusdo de alopurinol
na dose de 45 mg/kg. Esta dose também foi utilizada por Cunha et al *° e
61

Concannon et al , em estudos separados, e administrada via

intraperitoneal em dose unica de forma semelhante a aqui utilizada.

No estudo aqui apresentado verificou-se diminuicdo da taxa de
necrose na comparagao entre os grupos controle (G1) e o grupo do

alopurinol (G4), favorecendo a utilizagado desta medicacédo. Ao se considerar
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a relagao entre as areas de necrose e total obteve-se 63,34% para G1 e
34,85% para G4 (p < 0,001). Encontrou-se uma diminuicdo de 28,49% na
area de necrose no G4, evidenciando que o alopurinol pode ser util no
tratamento dos ferimentos descolantes em membros inferiores através da
diminuicdo da area de necrose do retalho avulsionado, sendo necessarios
estudos clinicos que confirmem esta sugestdo experimental. O fato de se
tratar de uma medicacdo bem conhecida e com perfil de efeitos colaterais
aceitavel favorece a realizacdo de tais estudos. Nao houve diferenca
estatistica significativa na comparagdo do alopurinol com os outros dois

grupos estudados (G2 e G3; p > 0,05).



54

4.5 Consideragoes finais

A utilizacado de doses seriadas diarias das medicacdes testadas neste
estudo poderia ser realizada para verificar se ha efeito adicional na
diminuicdo da necrose do retalho desenluvado em comparacido com a

utilizacdo de dose unica.

Ha também a possibilidade de combinar as trés medicacbes aqui
utilizadas com a finalidade de demonstrar se ha efeito sinérgico entre elas,

com aumento na viabilidade dos retalhos desenluvados.

Uma consideracdo adicional seria a utilizacdo de modalidades
terapéuticas diferentes a fim de melhorar o tratamento dos desenluvamentos
cutaneos. Diversas classes de medicamentos poderiam ser utilizadas como
antiagregantes plaquetarios, outras medicagbes antioxidantes e agentes
vasodilatadores, entre outros. A utilizacdo do método a vacuo como
modalidade terapéutica parece ser pertinente a fim de testar suas
propriedades em um retalho avulsionado. Nestas duas situacbes, a
combinacgao de medicagdes ou a utilizagao do sistema de curativo a vacuo, o
modelo apresentado pode ser reproduzido e utilizado para verificagdo do

efeito destas opcdes terapéuticas.

O uso clinico das medicagdes aqui testadas experimentalmente deve
ser estimulado a fim de se verificar a sua utilidade no tratamento dos
ferimentos descolantes. Para tanto, ha necessidade da elaboragdo e

realizacao de estudos clinicos prospectivos controlados e aprovados em
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comissao de ética e pesquisa. Devido as trés medicacdes estudadas
apresentarem longo histérico de utilizagao clinica para outros fins e perfil de
efeitos colaterais conhecido e aceitavel, ha possibilidade de se aprovar
estudos com este objetivo e de se verificar a eficacia clinica destes

farmacos.
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CONCLUSOES

As seguintes conclusbes podem ser depreendidas do presente

estudo:

1. Observou-se a diminui¢cdo da area de necrose em retalhos cutaneos
avulsionados em membros inferiores de ratos com a utilizagdo das
medicagcbes enoxaparina (G2), pentoxifilina (G3) e alopurinol (G4)
quando comparados ao grupo controle (G1);

2. Nao houve diferengca estatistica significativa entre os trés grupos
terapéuticos com relacdo a area de necrose nos retalhos cutineos

avulsionados (G2 x G3; G2 x G4; G3 x G4).
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ANEXOS

6.1 Anexo A — Aprovacgao do projeto de pesquisa

APROVACAO

A ComissGo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, em sessdo de 21/10/2009, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n° 0842/09, intitulado: "ESTUDO EXPERIMENTAL DE AVULSAO
DE RETALHOS CUTANEOS EM MEMBROS INFERIORES DE RATOS" apresentado pelo
Departamento de CIRURGIA.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugcdo do Conselho Nacional de
Saude n°® 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, lefra "c").

Pesquisador (a) Responsdével: Marcus Castro Ferreira
Pesquisador (a) Executante: Dimas André Milcheski
CAPPesq, 23 de Outubro de 2009

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da ComissGo de
Etica para Andlise de Projetos

de Pesquisa

Comissao de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
225, 5° andar - CEP 05403 010 - S&o Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br



6.2 Anexo B — Dados completos para os quatro grupos estudados

6.2.1 Taxa de autofagia
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Taxa de Autofagia G1 G2 G3 G4
Sim 4 3 4 4

Nao 21 22 21 21

Total 25 25 25 25

6.2.2 Taxa de o6bito

Taxa de Obito G1 G2 G3 G4
Sim 4 4 3 3

Nao 21 21 22 22

Total 25 25 25 25




6.2.3 Area total (cm?)
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Animal G1 G2 G3 G4
1 8,472 6,550 6,433 7,971
2 8,498 3,867 4,891 5,196
3 7,500 5,065 6,054 4,637
4 5,968 4,506 5,458 5,285
5 5,451 5,300 5,306 4,523
6 5,069 3,723 4,781 4,605
7 5,205 8,233 4,475 7,156
8 4,806 6,479 5,080 6,605
9 6,073 4,292 5,047 7,569
10 5,483 7,391 5,878 6,499
11 6,234 4,575 3,756 5,529
12 5,551 5,560 3,988 4,745
13 5,854 3,879 8,221 5,066
14 4,374 5,406 6,931 7,978
15 4,476 8,681 8,600 6,211
16 6,210 5,955 5,551 4,156
17 5,633 8,101 7,596 7,556
18 - 3,954 8,090 8,108




6.2.4 Area de necrose (cm?)
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Animal G1 G2 G3 G4
1 6,134 1,846 2,760 1,768
2 5,782 0,947 2,022 1,695
3 5,751 1,445 2,289 1,955
4 4,159 1,738 2,408 1,184
5 2,488 3,032 2,304 2,633
6 3,741 1,385 2,159 2,545
7 3,925 2,498 1,624 1,820
8 2,738 2,086 1,405 2,969
9 2,614 1,485 1,882 1,395
10 3,368 1,671 1,636 1,618
11 2,097 1,634 1,699 2,804
12 2,886 1,877 1,413 1,803
13 4,133 1,289 3,458 1,716
14 2,506 2,239 3,056 3,085
15 2,835 3,053 2,753 2,225
16 2,926 1,655 2,482 1,140
17 3,934 1,616 3,245 2,364
18 - 1,160 3,339 3,675




6.2.5 Relagao entre a area de necrose e a area total
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Animal G1 G2 G3 G4

1 0,7240321 0,2818321 0,4290378 0,221804

2 0,6803954 0,2448927 0,4134124 0,3262125
3 0,766800 0,2852912 0,3780971 0,4216088
4 0,6968834 0,3857079 0,4411873 0,2240303
5 0,456430 0,5720755 0,4342254 0,5821357
6 0,7380154 0,3720118 0,4515792 0,5526602
7 0,7540826 0,3034131 0,362905 0,254332

8 0,5697045 0,3219633 0,2765748 0,449508
9 0,4304298 0,3459925 0,3728948 0,1843044
10 0,6142623 0,2260858 0,278326 0,2489614
11 0,3363811 0,3571585 0,4523429 0,5071442
12 0,5199063 0,3375899 0,3543129 0,3799789
13 0,706013 0,3323022 0,4206301 0,3387288
14 0,5729309 0,4141694 0,4409176 0,3866884
15 0,633378 0,3516876 0,3201163 0,3582354
16 0,4711755 0,2779177 0,4471267 0,2743022
17 0,6983845 0,1994815 0,4271985 0,3128639
18 - 0,2933738 0,4127318 0,453256
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