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RESUMO



Moura T. “Estudo da acédo da estreptoquinase e do alopurinol em retalhos
cutaneos em ilha submetidos a isquemia prolongada- estudo experimental
em ratos” [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina. Universidade de

Sao Paulo; 2009.

Objetivo: Estabelecer relagdo entre a sobrevivéncia de retalhos cutaneos em ilha
submetidos a isquemia prolongada e o uso da estreptoquinase e do alopurinol
administrados ap0s o periodo de isquemia prolongado. Método: Foram utilizados
48 ratos machos da raca Wistar, com pesos entre 300 e 350g, divididos em quatro
grupos com 12 cada um, sendo; grupo controle, alopurinol, estreptoquinase e
associacdo de alopurinol com estreptoquinase, submetidos a disseccéo de retalho
epigastrico em ilha, seguido de clampeamento do feixe vascular, por 8 horas em
isquemia mista normotérmica. Apds este periodo, as pincas foram retiradas e cada
animal recebeu o esquema terapéutico proposto através de injecdo intravenosa. A
analise da sobrevivéncia dos retalhos foi realizada no sétimo dia de pos-operatério.
Foram realizadas andlises descritivas (% de area necrética) e de variancias, bem
como, comparagdes mdultiplas de Dunnett T3 entre os quatro grupos e o teste da
mediana. Resultados: O grupo controle apresentou em média 79,88% de necrose
da area total, aqueles que receberam alopurinol apresentaram em média 64,05%
de necrose e 0 grupo que recebeu estreptoquinase apresentou em média 55,52%
de necrose. Com a associacdo das duas drogas os ratos apresentaram em média
54,30% de &rea necrética. Aplicando o teste Dunnett e o teste da mediana verificou-
se de que o0 grupo estreptoquinase é 0 que possui o0 menor percentual de necrose
neste estudo, e 0 que apresentou diferenca estatistica significativa em relagdo ao
grupo controle. Conclusdo: A administracdo sistémica da estreptoquinase apos 8

horas de isquemia mista normotérmica resultou em aumento da sobrevivéncia de



by

retalhos epigastricos em ilha em ratos, quando comparado a administracdo de

alopurinol, associacdo do alopurinol e estreptoquinase e do grupo controle.

Descritores: Estreptoquinase, Alopurinol, Traumatismo por reperfusdo, Retalhos

cirargicos, Radicais livres.
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SUMMARY




Moura T. “Study of the effect of streptokinase and alopurinol in island skin flaps
submitted to prolonged ischemia - experimental study in rats.” [Dissertation]. Sao

Paulo: Faculdade de Medicina. Universidade de Sao Paulo; 2009.

Summmary:

Background: To establish a relation between the survival rate of island skin flaps
submitted to a prolonged ischemia and the effect of streptokinase and allopurinol
administered after the ischemic period. Methods: A total of 48 male Winstar rats,
each weighing between 300 and 350 grams, separated in four groups of twelve
each, as follows: control, alopurinol, streptokinase and association of allopurinol and
streptokinase, were submitted to an epigastric island flap dissection followed by the
epigastric vessel bundle clamping. Flaps remained this way for 8 hours in
normothermic mixed ischemia. After the ischemic period, the clamps were removed
and each rat received the therapeutical scheme proposed for the group through
intravenous injections. Flap survival analysis was performed on the seventh post
operative day. Variance and descriptive analyses (as a percentage of the necrotic
area) as well as Dunnett-T3 multiple comparisons among the 4 groups and median
tests were carried out. Results: Rats in the control group presented an average of
79.88% of necrosis in the flap total area; those which received allopurinol presented
an average of 64.05% of necrosis whereas the group which received streptokinase
showed an average of 55.52% of necrosis. With the association of both drugs, rats
presented an average of 54.30% of necrosis in the flap total area. . By applying
Dunnet test and the median test, we could verify that the streptokinase group had
the lowest necrosis rate in this study. Conclusion: The systemic administration of

streptokinase after 8 hours of nhormothermic global ischemia resulted in an increase

12



in survival rate of epigastric island skin flaps in rats, when compared to the

administration of alopurinol, association of the two drugs and the control group

Key words: Streptokinase, Alopurinol, Reperfusion injury, Surgical flaps, Free

radicals.
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INTRODUCAO




O entendimento dos mecanismos da lesé@o por isquemia e reperfuséo
tecidual tornou-se um grande desafio na medicina nas ultimas décadas. Isto
se deve ao fato de ser um mecanismo de lesdo presente em todos o0s
tecidos, com consequéncias graves como a necrose tecidual, as sequelas
funcionais, podendo ocasionar até a morte do individuo. Lesdes traumaticas,
como amputacbes e esmagamentos; acidentes cardiovasculares;
transplantes de o6rgdos e tecidos e reconstru¢cdes microcirargicas sao
exemplos onde o periodo de isquemia imposto ao tecido, seguido ou ndo da

reperfusao, é fator determinante para a sobrevivéncia do tecido envolvido.

O tempo de isquemia critico  foi definido como o periodo méaximo de
isquemia que um tecido pode tolerar e ainda sobreviver sem que ocorram
perdas teciduais. O tempo de isquemia médio se refere ao periodo em que
ocorre necrose de 50% do retalho. Esses periodos variam de tecido para
tecido, e baseados nestes valores que se infere a chance de determinados

tecidos sobreviverem apos a interrupcao do fluxo sanguineo.

Ames e cols.’® ,em 1968, submeteram coelhos a diferentes periodos
de isquemia cerebral, observando que quanto mais longo este periodo,
maior a lesdo cerebral decorrente das obstru¢cdes vasculares. Foi, pela
primeira vez, referido o fendbmeno da néo reperfusédo tecidual. Este conceito
consiste na nao perfusdo tecidual, a despeito da permeabilidade do
pediculo, ou seja, ndo existe perfusdao do leito capilar, mesmo com o

pediculo principal livre, isto é sem trombose dos vasos.

15



A partir deste estudo *°

, outros autores desenvolveram pesquisas
deste fenbmeno em outros tipos de tecido. Strock e cols. , em 1969,
avaliaram a resposta vascular e alteragcdes microvasculares do musculo
esquelético submetido a isquemia. Gardner e cols.,em 1983, estudaram a
resposta miocardica a diferentes periodos de isquemia, e verificaram a
reducdo da extensdo da necrose miocardica com uso de quelantes de
radicais livres.E finalmente May e cols.'®, em 1978, descreveram o
fendbmeno da nao reperfusdo em retalhos cutdaneos em coelhos, que foram
submetidos a varios periodos de isquemia, e evidenciando que, quanto

maior o tempo ao qual o tecido permanecia isquémico, maior seria o retardo

do enchimento venoso apoés a reperfusao.

Retalhos cutaneos séo o principal alvo de estudos na area da cirurgia

plastica, e de outras especialidades que praticam a cirurgia reconstrutiva.

2 em 1961, descreveu a circulagdo sanguinea da pele,

Morujo
referindo-se a dois tipos de artérias, quais sejam, as musculocutaneas e as
cutaneas diretas. Este conhecimento detalhado foi extremamente importante

para a execucdo de retalhos cutaneos e musculocutaneos, permitindo

enorme avancgo da cirurgia reconstrutiva.

Outras caracteristicas foram descritas para classificacdo dos retalhos,
que podem ser divididos segundo o sentido da rotacdo, sua composicao,

localizac@o da &rea doadora e seu pediculo.

Mc Gregor e Morgan %%, em 1963, classificaram os retalhos em axiais

e ao acaso. Os axiais sado retalhos com sistema arteriovenoso predominante,

16



anatomicamente reconhecido, ao longo do seu maior eixo, enquanto que os

retalhos ao acaso nao possuem padrao vascular definido.

Seguindo essa linha de classificacdo baseada no tipo de
vascularizacdo, em especial no pediculo, descreveram-se os retalhos em
ilhas que séao retalhos ligados a tecidos vizinhos apenas pelo seu pediculo
vascular. Os retalhos livres, por sua vez, sédo retalhos transferidos para
areas receptoras distantes da sua origem, conectados através de
anastomose vasculares a pediculos vasculares da area receptora; como

retalhnos em ilhas que tiveram seu pediculo vascular seccionado.

Os retalhos cutadneos ou musculocutaneos livres tem sido o método
de eleigcdo para reconstru¢des de grandes defeitos secundarios a resseccao

de tumores ou traumas extensos 3%

Durante o procedimento, o fluxo
sanguineo é desconectado por tempo variavel, o que leva a uma condicéo
isquémica, chamada de isquemia primaria, seguida da reperfusao ao término
da anastomose nos vasos receptores. Apos a realizacdo das anastomoses 0

retalno ainda pode sofrer isquemia secundaria por trombose do pediculo, o

gue significa o reinicio de um novo ciclo isquémico e maior dano tecidual.

Isquemia é a condicdo de aporte sanguineo inadequado a uma
porcado de tecido caracterizada por oferta insuficiente de oxigénio. Nestas

condicées, as células iniciam o metabolismo anaerébico. >3

Quando ocorre trombose do pediculo (traumas, embolias ou pés-
reconstru¢cdo microcirargicas) ha um rapido aumento da pressao

intraluminal, principalmente devido a trombose venosa, com edema
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intersticial, que age como barreira para a difusdo do oxigénio, levando a
lesdo das células endoteliais e exposicdo da matriz celular. * Plaquetas
aderem a matriz subendotelial mediadas por colageno, fibronectina e fator
de Von Willebrand . Uma vez ativadas, as plaquetas degranulam, liberando
ADP e serotonina, que induzem a agregacdo de outras plaquetas. Ha
também a liberacdo de trombina levando a conversao de fibrinogénio em

trombo. ¥’

Além disso, células endoteliais lesadas perdem suas propriedades
antitrombdticas e fibrinoliticas deixando de secretar prostaciclina, que € um
antiagregante plaquetario e potente vasodilatador, ocasionando uma
vasoconstriccdo. ¥’ Aliados a este estado de hipercoagulabilidade, PMN ’
séo recrutados ao local e toda a cascata inflamatoria é ativada.Os leucocitos
iniciam um processo em trés fases, onde ha um rolamento destas células
pela parede do vaso, a adesdo as células endoteliais e posterior migracao
para o intersticio, onde causam inumeros efeitos deletérios através da
liberacdo de enzimas proteoliticas, producdo de radicais livres e obstrucao
fisica da microcirculacdo a nivel capilar * 8. A conseqiiéncia clinica da
perda funcional dos capilares (vasos de 7 a 100 ym) é a trombose da
microcirculacéo resultando em auséncia de reperfusdo do tecido a despeito

da permeabilidade dos vasos nutridores do tecido. *® 3¢
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Isguemia

de xantina

Agregacao Agregacao

Radicais plaquetaria leucocitaria

livres Hipercoagulubilidade

Reperfusdo € a restauracdo do fluxo sanguineo, com oferta de

oxigénio a tecidos isquémicos.

Sabe-se que a lesdo tecidual ndo se deve apenas a privacdo do
oxigénio durante a isquemia, mas principalmente pela formacgéo de radicais
livres durante a reperfusdo. % Durante o periodo de isquemia o ATP é
consumido e degradado em ADP, este em hipoxantina e por fim em xantina,

que vai se acumulando no tecido isquémico. * 4 1> 20. 21,39

Com a reperfusdo o oxigénio reage como um aceptor de elétrons da
xantina oxidase que metaboliza xantina em &cido urico. ** " ** Nesta reacéo
ha producao de radicais livres derivados do oxigénio (superéxido, hidroxila e

19



peréxido), que sdo moléculas com um elétron ndo pareado em seu orbital
mais externo, o que Ihes conferem alto poder reativo, levando a peroxidacéo

das membranas plasmaticas *°

(celulares e das organelas), causando a
desintegracédo celular. A subsequente reacédo destes compostos na presenca
de ions metais, principalmente o ferro, resulta na geracdo de radicais

secundarios ainda mais toxicos.

Baseados nos supostos mecanismos envolvidos nessa cadeia de
reacfes que se inicia no levantamento de retalho, seguido pelo periodo
isquémico varidvel e de reperfusdo tecidual, foram utilizados
experimentalmente  antiinflamatorios,  antineoplasicos,  tromboliticos,

vasodilatadores e quelantes de radicais livres entre outros * % 12 1421 31,33, 35,

40, 54, 61

O Alopurinol, que é substancia amplamente utilizada na pratica clinica
para o tratamento da hiperuricemia, € um inibidor da xantina oxidase, e ja foi

22, 23, 28, 38, 41, 45, 57. Nestes existem

utilizado em estudos pregressos
divergéncias quanto as em doses e periodo de administracdo, bem como se
utilizados no periodo antes ou depois da isquemia e em diferentes tecidos
submetidos a diferentes tempos de isquemia. Os resultados sao

controversos, alguns estudos relatam vantagens e outros relatam ineficacia

deste farmaco.
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A Estreptoquinase, por sua vez, é uma droga de acdo trombolitica
derivada do grupo C do streptococo B hemolitico, descoberta em 1933 e
amplamente utilizada na préatica clinica no tratamento de infarto do
miocardio, tromboembolismo pulmonar, outras sindromes trombéticas e no
tratamento de transplantes de tecidos ap6s trombose da anastomose

vascular. 30, 32, 35, 36, 37, 56, 57, 58

21



Os processos bioquimicos envolvidos na lesdo de isquemia e
reperfusdo ja foram parcialmente desvendados. A formacao de trombos na
microcirculacdo e a liberacdo de radicais livres sdo eventos que levam a

lesdo celular, muitas vezes irreversivel. **

Radicais Hipercoagulubilidade

“Nao reperfusao”

Necrose Tecidual
.

Na pratica clinica, 7 a 11% dos retalhos livres executados sofrem
processo de necrose tecidual *, devido & lesdo de isquemia e reperfusdo,
pois 0s avancgos das técnicas e instrumentais microcirdrgicos diminuiram
consideravelmente a incidéncia de problemas com a permeabilidade das

anastomoses dos vasos do pediculo do retalho nos vasos receptores.
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O mecanismo fisiopatolégico responsavel pela necrose tecidual é
ainda desconhecido, e o estudo das drogas que possivelmente minimizem
os efeitos da lesdo por isquemia e reperfusdo podem representar a

elucidacéo desta complexa cadeia de reagoes.

O objetivo deste estudo é estabelecer uma relagdo entre a
sobrevivéncia de retalhos cutdneos em ilha em ratos, submetidos a isquemia
prolongada e o0 uso dos farmacos: Estreptoquinase e Alopurinol;
administrados apés o periodo especifico de isquemia, comparando as areas

de sobrevivéncia dos retalhos.
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METODOS




Foram utilizados 48 ratos adultos machos da raca Wistar (Ratus
novergicus), com peso entre 300 e 350 g, divididos em quatro grupos, com

12 ratos cada, quais sejam:

GRUPO 1: oclusdo dos vasos epigastricos inferiores a direita durante oito

horas com posterior injecdo de 1 ml de cloreto de sddio a 0.9%.

GRUPO 2: oclusdo dos vasos epigastricos inferiores a direita durante oito
horas com posterior injecdo de 1 ml de solucdo de Alopurinol” 100mg/kg,
diluido em 1N de NaOH e titulado com 2 N de HCI até o ponto de

cristalizacao.

GRUPO 3: oclusédo dos vasos epigastricos inferiores a direita durante 8
horas com posterior injecdo de 1 ml de solucdo contendo 10.000 unidades

internacionais de Estreptoquinase’ diluida em solugéo salina a 0,9%.

GRUPO 4: oclusao dos vasos epigastricos inferiores a direita durante oito
horas com posterior injecdo de 1 ml de solugcdo da associacdo das duas

drogas nas doses ja estabelecidas.

’ Alopurinol (Sigma-Aldrich A8003 — Alemanha)
f Estreptoquinase (Streptase 1500000 IU-Hoeschst Marion Roussel-USA)
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Os procedimentos experimentais foram iniciados com a anestesia dos
animais com pentobarbital (uso veterinario) na dose de 35mg/kg por via
intraperitoneal, aplicado no quadrante inferior esquerdo do abdome. Os
animais eram mantidos em respiracdo espontanea e utilizadas doses

suplementares de anestésico inalatorio (éter etilico) quando necessarias.

A seguir os ratos eram posicionados em decubito dorsal horizontal
fixados sobre uma prancha rigida através de amarras removiveis nos
membros superiores e inferiores, submetidos a tricotomia das regides
abdominal e inguinal bilateral, e antissepsia com alcool iodado, isolando-se

as areas restantes com campos esteéreis.

Posteriormente os limites do retalho foram demarcados sobre a pele
do animal, com dimensdes de 3,0 X 6,0 cm, a partir da linha média (limite

medial) e regido inguinal direita (limite inferior) (Figura 1).
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FIGURA 1:

.; 6,0 cm

=

" Linha média

. _-,'..rf}“ \ [N‘ r
R\ TS

Demarcacao dos limites do retalho no abdo

dimensbes de 3 X 6 cm.

me do rato, com

Este retalho possui irrigacdo sanguinea axial através dos vasos

epigastricos superficiais inferiores, ramos diretos dos vasos femorais, e se

dividem em ramo medial e lateral. (Figura 2)
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FIGURA 2: Vasos epigastricos superficiais inferiore s e seus

ramos medial e lateral.

Em seguida realizou-se a disseccéo do retalho,através de incisdo da
pele até o plano aponeurético, com excecao da regido inguinal direita, onde

somente a pele foi incisada. A diregcdo da disseccao ocorreu do sentido
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cranio-caudal (Figura 3 e 4) e meédio-lateral, até a esqueletizacdo do

pediculo na emergéncia dos vasos epigastricos (Figura 5).

Artéria epigastrica
superficial inferi or

Veia epigastrica
superficial inferi or

Vasos femorais

FIGURA 3: Vasos femorais e vasos epigastricos super ficiais
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FIGURA 4. Disseccdo Cranio

epigastrico inferior.

Caudal

do

retalho
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Artéria e veia
epigastrica inferior

FIGURA 5 : Retalho epigastrico inferior emilha e s

pediculo.

eu
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FIGURA 6: Clampeamento do pediculo arteriovenoso do retalho
epigastrico inferior para realizagdo da isquemia mi  sta normotérmica,

com exclusao do nervo epigastrico inferior no clamp eamento.

A disseccdo do pediculo com isolamento do nervo epigastrico foi
realizada com o objetivo de diminuir o risco de autofagia. Em toda a
disseccdo do pediculo utilizou-se microscépio microcirdrgico®. A seguir, os
animais foram submetidos a oito horas de isquemia mista normotérmica,
com clampeamento conjunto da artéria e veia epigastricas inferiores direitas
com clampe micro cirargico do tipo Acland 2V na emergéncia dos vasos

femorais (Figura 6).

* Zeiss modelo OPMI-6 - US
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A isquemia completa foi certificada pelo teste de ordenhamento, onde
com o auxilio de duas pincas microcirirgicas, ordenhava-se os vasos do
sentido proximal para o distal, testando-se seu enchimento. Se néo
houvesse enchimento sanguineo a isquemia era considerada efetiva. O
retalho, a seguir, era reposicionado a sua origem, procedendo-se a seguir a
sutura as bordas da incisdo utilizando fios de ndilon monofilamentar 5.0;
sendo realizada sutura continua em todas as bordas do retalho com excec¢ao
da borda inferior direita na qual foi realizada sutura através de pontos
separados com 0 mesmo tipo de fio de sutura, a fim de facilitar a retirada do

clampe apés o periodo de isquemia. (Figura 7).

FIGURA 7: Retalho em isquemia suturado a sua posica o original,

apos clampeamento.
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Quinze minutos antes do término do periodo de isquemia, 0s animais
eram novamente anestesiados com anestésico inalatorio (éter etilico) e
fixados na prancha rigida para a disseccédo dos vasos femorais esquerdos.
Com auxilio do microscopio microcirdrgico realizou-se a cateterizacdo da
veia femoral, utilizando cateter de silicone de 0.7 mm. Apés o periodo de oito
horas de isquemia, iniciou-se o0 processo de aplicacdo dos farmacos
correspondentes a cada grupo, depois da retirada do clampe microciurgico

dos vasos epigastricos direitos.

Para o procedimento de disseccdo dos vasos femorais esquerdos os
ratos foram submetidos a anestesia local com xylocaina 2% nos locais de
manipulacdo. Durante o periodo de isquemia do retalho, a analgesia
utilizada foi dose Unica de dipirona por via intramuscular na regido dorsal

esquerda do rato, na dose de 30mg/kg.

Nos 15 minutos subsequentes, 0s vasos epigastricos foram
observados e o teste de ordenhamento foi realizado para a avaliacdo do
restabelecimento do fluxo sanguineo para o retalho. Os animais que nao
apresentaram fluxo sanguineo adequado para o retalho foram excluidos do

estudo e considerados como erro técnico.

A incisdo inguinal esquerda e a borda inferior do retalho foram

suturadas com pontos separados de fio de nailon monofilamentar 5 .0.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com agua e ragao
“ad libitum”, em temperatura ambiente constante de 25° Celsius, sob

observacéo diaria até o sétimo dia, quando eram novamente anestesiados
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por via inalatéria com éter etilico, fixados na prancha com intuito de transpor
graficamente as areas viaveis e necroticas do retalho para uma folha de

acetato transparente, sobreposta a regidao abdominal do rato. (ANEXO A)

Estas imagens foram escaneadas e analisadas através de um
programa intitulado Auto Cad (ANEXO B). Assim as porcentagens entre a
area necrética e a area total dos retalhos foram comparadas com a

finalidade de normatizar os dados.

Aqueles que apresentavam sinais de autofagia do retalho foram
excluidos do estudo. Os animais foram entdo sacrificados, através de
anestésicos inalaveis (éter etilico), conforme orientacdo da Associacao
Americana de Medicina Veterindria e Conselho Federal de Medicina

Veterinaria (ANEXOS C e D).

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados pelo mesmo

pesquisador.

Os dados computados foram submetidos a analise estatistica
utilizando andlises descritivas e compara¢des multiplas de Dunnett T3 entre

0S quatro grupos, com nivel de significancia de 5%.

Este projeto de pesquisa foi desenvolvido no Laboratério de
Microcirurgia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo e
aprovado pela Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo - CAPPesg-HCFMUSP, sob o numero 0498/07. (ANEXO E).
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Foram utilizados no estudo 63 animais. Foram excluidos do estudo
quinze ratos, sete animais apresentaram complicacbes anestésicas
evoluindo para o 0bito no periodo peri operatoério. Oito animais apresentaram
autofagia do retalho até o sétimo dia pds-operatério, ndo possibilitando

andlise da area de necrose. A mortalidade peri-operatoria foi de 11%.

Tempo médio do procedimento foi de 18 minutos e todos os animais

foram operados pelo mesmo pesquisador.

Analisados os retalhos apos sete dias, os animais do grupo controle
apresentaram em média 79,88% da area total do retalho epigastrico
necrosado, 0s que receberam alopurinol apresentaram em média 64,05% e
0s animais do grupo que receberam estreptoquinase apresentaram em
média 55,52%. Com a associacdo das duas drogas 0s ratos apresentaram

em meédia 54,30% de necrose da area total retalho (Grafico 1).
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Gréfico 1: Area de necrose e area viavel nos grupos estudados.
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Grupo controle

O grupo controle, composto de 12 ratos apresentou as seguintes

porcentagens de necrose em relacdo a area total do retalho:

Grupo controle | Area de Necrose
(%)

Rato 1 91,41
Rato 2 84,67
Rato 3 45,46
Rato 4 88,00
Rato 5 100,00
Rato 6 100,00
Rato 7 100,00
Rato 8 42,00
Rato 9 78,12
Rato 10 84,17
Rato 11 80,72
Rato 12 63,97

O grupo controle apresentou média de 79,88% de area necrética com

desvio padréo de 19,84.

39



Grupo Estreptoquinase

O grupo de 12 animais que recebeu Estreptoquinase apresentou as

seguintes porcentagens de necrose em relacao a area total do retalho :

Grupo Area de Necrose
Estreptoquinase | (%)
Rato 13 48,18
Rato 14 64,08
Rato 15 52,67
Rato 16 69,04
Rato 17 52,09
Rato 18 63,13
Rato 19 53,19
Rato 20 52,74
Rato 21 46,90
Rato 22 45,40
Rato 23 58,07
Rato 24 60,75

O grupo apresentou média de 55,52% de area necrotica com desvio

padrdo de 7,46.
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Grupo Alopurinol

O grupo que recebeu Alopurinol é composto por 12 animais e

apresentou as seguintes porcentagens de necrose em relagdo a area total

do retalho:

Grupo Alopurinol | Area de Necrose
(%)
Rato 25 73,83
Rato 26 68,94
Rato 27 43,21
Rato 28 79,00
Rato 29 87,49
Rato 30 48,46
Rato 31 88,51
Rato 32 73,73
Rato 33 49,49
Rato 34 50,72
Rato 35 33,09
Rato 36 72,18

O grupo apresentou uma média de 64,05% de area necrotica, com

desvio padréo de 18,28.
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Grupo Alopurinol + Estreptoquinase

O grupo que recebeu a combinacdo das duas drogas apresentou as

seguintes porcentagens de necrose em relacao a area total do retalho:

Grupo Alopurinol | Area de Necrose
+Estreptoquinase | (%)
Rato 37 23,75
Rato 38 67,87
Rato 39 50,58
Rato 40 12,00
Rato 41 18,44
Rato 42 76,71
Rato 43 53,47
Rato 44 52,78
Rato 45 64,28
Rato 46 83,85
Rato 47 76,15
Rato 48 71,70

Esse grupo apresentou média de 54,30% de necrose, com desvio

padrdo de 24,24.
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Grafico das médias
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Grafico 2: Grafico das médias dos gr upos estudados com seus

intervalos de confianca de 95%.

O gréafico das médias representa as médias de cada grupo e 0 seu
intervalo de confianca de 95 %, isto significa que 95% das medidas de cada
grupo estdo neste intervalo, desta forma, quanto menor o intervalo, mais
homogéneo € o grupo. No gréfico fica mais fécil a visualizagdo que o grupo

da Estreptoquinase apresenta o menor intervalo de confiangca; com limite
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superior de 60,26% e limite inferior de 50,68%. O menor intervalo entre as
amostras. O Grupo que recebeu Estreptoquinase € estatisticamente

diferente dos outros grupos apresentando p=0, 005. (Gréfico 2).

Teste Dunnett T3

O teste Dunnett T3 foi aplicado para as comparacbes multiplas entre os
grupos onde apenas um tratamento serviu de referéncia, ou seja, comparou-
se todos com apenas um. O nivel de significancia adotado foi de 5%

(p<0,05).

» Comparagédo com o grupo controle

A diferenca entre a média do Grupo Estreptoquinase e a média do Grupo
Controle foi de 24,35 com intervalo de confian¢ga de 36,97. Sendo essa a

maior diferenca entre as médias com o menor intervalo de confianca.

A diferenca entre a média do Grupo do Alopurinol e a média do Grupo
Controle foi de apresentou uma diferenca entre as médias de 15,82 com
intervalo de confianca de 44,75. Sendo essa a menor diferenca entre as

médias com intervalo de confianga intermediario.
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A diferenca entre a média do Grupo do Alopurinol mais Estreptoquinase e
a meédia do Grupo Controle foi de 25,57 com intervalo de confianca de 52,12.

Sendo essa a maior diferenca, porém com maior intervalo de confianca.

Verificamos que o0 grupo Estreptoquinase €é o Udnico grupo
estatisticamente diferente do grupo controle (p=0,008), ou seja, o grupo
Estreptoquinase esta apresentando uma maior concentracdo das medidas
em torno da média e essas sdo as menores encontradas no estudo. (Grafico

3)

Gréfico 3: Aplicacdo do Teste Dunnett T3

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Medidas

Dunnett T3
Mean
Difference 95% Confidence Interval
(1) Grupos (J) Grupos (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Controle Estreptoquinase 24,35667*| 6,11921 ,008 5,8713 42,8420
Alopurinol 15,82250 7,78858 ,270 -6,5581 38,2031
Alopurinol+Estrepto 25,57833 9,04364 ,056 -,4835 51,6402
Estreptoquinase Controle -24,35667* 6,11921 ,008 -42,8420 -5,8713
Alopurinol -8,53417 5,69929 ,596 -25,6654 8,5971
Alopurinol+Estrepto 1,22167 7,32171 1,000 -21,1323 23,5756
Alopurinol Controle -15,82250 7,78858 ,270 -38,2031 6,5581
Estreptoquinase 8,53417 5,69929 ,596 -8,5971 25,6654
Alopurinol+Estrepto 9,75583 8,76497 ,837 -15,5851 35,0968
Alopurinol+Estrepto  Controle -25,57833 9,04364 ,056 -51,6402 ,4835
Estreptoquinase -1,22167 7,32171 1,000 -23,5756 21,1323
Alopurinol -9,75583 8,76497 ,837 -35,0968 15,5851

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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DISCUSSAO




A lesdo de isquemia e reperfusdo tem sido ao longo das ultimas
décadas, alvo de pesquisas em diversas especialidades médicas. Isto se
deve a grande importancia do entendimento destes fenémenos e para com
isso propor tratamento deste tipo de leséo celular em doencas isquémicas e

reconstru¢des microcirurgicas.

O animal escolhido para realizacdo deste estudo foi o rato da
linhagem Wistar, por ser um animal de pequeno porte, de facil aquisi¢éo e
padronizacdo no que diz respeito a idade, peso, sexo, alojamento,
alimentacao, cuidados de limpeza e manipulacdo experimental. Além disso,
estes animais apresentam indice reduzido de mortalidade, sdo resistentes a
infec¢des, podendo ser utilizados em grande namero. Além de possibilitar a
anestesia por via inalatoria, intraperitoneal ou intravenosa, conforme a

necessidade®’.

Foram incluidos 48 animais, divididos em quatro grupos. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre as médias de peso corporeo
entre 0s quatro grupos de animais. A predeterminacdo do peso dos animais

teve o objetivo de tornar a amostra mais homogénea possivel.

Os retalhos em ilha se mostram como modelo experimental adequado
em estudos de isquemia e reperfusao por facilitar a manipulacdo do pediculo
sejam somente da artéria, apenas da veia ou de ambos os vasos. Dessa
forma podem-se mimetizar varias situacdes da pratica clinica como
tromboses arteriais ou venosas, de 6rgdos ou tecidos transplantados, bem

como amputacdes ou avulsdes, onde existe lesdo completa do pediculo. A
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partir desse modelo experimental, varios estudos 2% 2 26 27. 37, 41, 43,47, 50, 51, 59,

6263 foram realizados em retalhos cutaneos, sendo o mais consagrado o
retalho epigastrico inferior descrito por Sasaki e Pang em 1980 *°.

1 em 1984 estudaram a anatomia do retalho

Petry e Wortham
epigastrico no rato, concluindo que o padrao vascular dos vasos epigastricos
superficiais se mantinha constante, com o0 tronco principal dos vasos
epigastricos superficiais se dividindo em um ramo medial de pequeno calibre
gue se anastomosa com um ramo dos vasos mamarios internos e um ramo
lateral de localizacdo n&o constante que se anastomosa com 0S vasos
toracicos laterais. Por essa caracteristica da anatomia ndo constante do
ramo lateral os autores recomendaram que a disseccao fosse realizada no
sentido medial para lateral e de cranio para caudal. A incisdo lateral deveria
ser realizada lateralmente ao pediculo, a fim de incluir o ramo lateral,
evitando a isquemia distal do retalho por déficit de fluxo sanguineo.

No presente estudo o ramo lateral do pediculo epigastrico inferior foi
incluido em todos os retalhos dissecados.

47 em 2002 executaram um estudo preliminar onde

Prada e cols.
realizaram a elevacado do retalho epigastrico inferior em ilha em ratos, com
dimensdes de 3 cm de largura por 6 cm de comprimento, e o suturaram em
seu leito receptor. Analisaram os retalhos no sétimo dia pdés operatorio,
evidenciando que a totalidade dos retalhos sobreviveu sem nenhuma perda
parcial. Desta forma ficou provado que este retalho, nestas dimensdes, néao

apresentava isquemia em sua porcdo distal, e servia como modelo

adequado para o estudo de eventos isquémicos.
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O tempo de isquemia critico foi definido como o periodo maximo de
isquemia que um tecido pode tolerar e ainda sobreviver sem perdas ?. O
tempo de isquemia médio se refere ao periodo em que ha necrose de 50%
do retalho®. Esses periodos variam de tecido para tecido e baseados nestes
valores € que se inferiu a chance de determinados tecidos sobreviverem
apos a interrupcdo do fluxo sanguineo®. Em retalhos cutaneos, o tempo de

isquemia critico é em torno de 13 horas para a isquemia arterial %

, enquanto
que o tempo de isquemia médio € em torno de sete horas. Ja o tempo de
isquemia critico para isquemia secundaria de retalhos cutaneos é de apenas

4 horas e 42 minutos. >3

Retalhos podem ser submetidos a diferentes lesdes isquémicas, quais
seja isquemia da porcao distal, quando o retalho é realizado maior do que a
capacidade do aporte sanguineo do pediculo, é denominada de isquemia
distal, ** ou quando ocorre isquemia de todo o retalho, por obstrucéo extra
luminal ou intraluminal da artéria e/ou da veia do pediculo, temos a

isquemia global que podendo ser arterial, venosa , ou mista.

Existem dois tipos de complicacdes nas cirurgias de reconstrucao
com retalhos: necrose parcial de retalhos pediculados devido a fluxo
sanguineo inadequado, e lesdo por isquemia e reperfusdo causando perda
parcial ou completa de um retalho livre. Necrose parcial acontece em 25%
dos retalhos miocutaneos pediculados “® na cirurgia reconstrutiva da cabeca
e pescoco e reconstrucdo de mama. O verdadeiro significado destas
pequenas complicacdes sO pode ser mensurado quando levam ao aumento

da morbidade para o paciente, seja aumentando o periodo de internacéo
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hospitalar, 0 numero de cirurgias ou até mesmo retardando o tratamento

adjuvante nos casos oncoldégicos.

Na tentativa de minimizar estas perdas parciais varias métodos foram
utilizados ao longo dos anos. Uma alternativa muito utilizada inicialmente era
a autonomizacéo, que consistia na transferéncia de retalhos em dois tempos
cirurgicos. Primeiramente, procedia-se a disseccao do retalho até a base do
seu pediculo principal, mantendo-o em seu leito ou realizando a
transferéncia parcial do mesmo. Desta forma, o fluxo sanguineo pelo plexo
subdérmico ou por pediculos secundarios era interrompido, ja submetendo o
retalno a um grau consideravel de isquemia. Apds os dias necessarios para
gue houvesse neovascularizacdo dependente do leito receptor o retalho era
finalmente transferido. O desafio era saber quantos dias eram necessarios

para a realizacdo do segundo estagio cirurgico.

Em 1980, Besteiro e cols. *° realizaram um estudo sobre a circulacdo
de retalhos cutaneos em ilha em ratos, utilizando o retalho epigastrico. O
retalho era dissecado e suturado novamente ao seu leito. Em periodos que
variaram de dois a oito dias pos disseccao dos retalhos, a artéria do pediculo
era ligada e a area de necrose era avaliada apés sete dias da ligadura das
artérias. Concluiram que a partir do quinto dia ja existia sobrevivéncia do
retalho em grau consideravel, e que esta sobrevivéncia passa a ser

consistente a partir do sétimo dia.

Gemperli e cols., em 1985 % estudaram a sobrevivéncia de retalhos

em ilha em ratos apds ligadura seriada dos diferentes elementos do pediculo
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vascular. Neste estudo houve a interposicdo de lamina de silicone entre o
retalho e o leito para evitar a neovascularizacao a partir do leito. Observaram
que o aporte sanguineo arterial e venoso era indispensavel até o quinto dia e
gque mesmo que o leito receptor fosse mal vascularizado, a seccdo dos
elementos do pediculo neste modelo experimental, poderia ser feita apos o

quinto dia, uma vez que haveria neovasculariza¢do a custa das bordas.

A necessidade de se minimizar a morbidade do procedimento e,
sobretudo de diminuir os tempos cirargicos fez com que a transferéncia de
retalnos em dois tempos fosse sendo abandonada e retalhos a distancia

passaram a ser transferidos em tempo unico.

Geralmente é aceitavel uma taxa de 90 a 95% de sucesso nas
transferéncias de retalhos livres 3, verificando-se em outros estudos que
podem ocorrer perdas totais de retalhos livres em 16% dos casos. *® As
taxas de reexploracdo destes retalhos variam de 4 a 26 % para poder se
alcancar tal taxa de sucesso **. Nestes casos, o tecido é submetido a um
segundo periodo de isquemia e se este periodo exceder a tolerancia normal

do tecido a isquemia ocorrera necrose do retalho.

Estas complicacbes podem ser devastadoras, resultando em novas
cirurgias, exposicdo de estruturas nobres, infeccdes, dentre outras. As
perdas de retalhos sdo mais freqlentemente atribuidas a trombose
microvascular. Este problema tem sido bastante estudado, diminuindo
sobremaneira a incidéncia de trombose vascular perianastomotica com a

melhora importante das técnicas e materiais microcirurgicos.

51



Existe um estimulo a pesquisa novos farmacos, que usados pré ou
pos isquemia, seriam capazes de aumentar a sobrevivéncia dos retalhos,
como blogueadores de canais de Ca*? (calcio), vasodilatadores, agentes que
diminuem a viscosidade sangiinea, antiinflamatorios, quelantes de radicais
livres, tromboliticos, oxigénio hiperbarico, entre outros tratamentos topicos

ou Sistémicos. 3,4,12, 14, 21, 31, 33, 35, 40, 54, 61

Durante a transferéncia do retalho, existe um periodo obrigatério de
isquemia global de algumas horas, mas no periodo intra operatdrio ou apos
a cirurgia as complicacbes podem prolongar ou levar a repeticdo do periodo
isquémico, denominado de isquemia secundaria ‘. Certo periodo de
isquemia é tolerado pelo tecido, porém a fase de hipoxia e subseqliente
reperfusdo ocasionam lesdo de isquemia e reperfusdo que podem resultar
em necrose parcial ou total do tecido. O fenbmeno de néo reperfuséo resulta
na necrose parcial ou total do retalho apesar de nao haver trombose no
pediculo, ou mesmo ap6s a resolucdo de tromboses perianastométicas ® &
18, 19, 33, 55 As dimensdes e forma do retalho sdo importantes para a
diminuicdo do risco de nele ocorrer necrose parcial. A inclusdo de um
componente anatdémico seja a fascia ou masculo, ou ainda a inclusdo de um

pediculo axial especifico aumenta vigorosamente as chances de

sobrevivéncia de um retalho cutaneo.

A transicdo entre a lesdo celular reversivel e a irreversivel € pouco
compreendida e isso estimula a investigacdo dos complexos eventos
metabdlicos intracelulares e intravasculares relacionados com a morte

celular.
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Harashina e cols.*®, em 1977, realizaram um estudo de oclus&o
venosa em retalhos epigastricos em ilha em ratos onde os retalhos foram
submetidos a diferentes periodos de isquemia venosa (de 2 a 24 horas)
verificando que o grupo com 6 horas de isquemia venosa apresentava boa
restauracdo do fluxo com necrose distal minima em seis dos oito retalhos
deste grupo. J4 o grupo submetido a 8 horas de oclusdo venosa

apresentava necrose total de todos os retalhos.

Prada e cols. *’

, em 2002, realizaram um estudo piloto para
determinar o periodo de isquemia global e mista, normotérmica a que
retalhos epigastricos em ilha em ratos poderiam ser submetidos produzindo
a maior taxa de necrose parcial nestes retalhos, sem um padrédo tudo-ou-
nada de necrose. Submeteram os retalhos a isquemia em intervalos de 2

horas até o maximo de 8 horas. O periodo encontrado foi o de 8 horas, onde

houve uma média de 50% de necrose dos retalhos.

Dessa forma, o periodo de 8 horas de isquemia global, mista e
normotérmica foi escolhido para a realizacdo deste estudo. Acredita-se que
este periodo, quando se chega a uma situacdo de estresse metabdlico
extremo neste modelo, porém com sobrevivéncia parcial do retalho, pode
facilitar a comparacado dos dados. Além disso, a isquemia mista mimetiza

situagdes como a transferéncia de retalhos livres e amputacgoes.

Varios estudos utilizaram a analise de area necrotica ou area de

tecido viavel do retalho versus a area total do retalho para a realizacédo da
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analise dos resultados. 2,3, 7,12, 23, 26, 27, 38, 47,49, 52, 54, 59, 61, 62, 63 Este é um

método objetivo, matematico e de facil execucéo.

Como todos os retalhos apresentaram retragcdes e distor¢gdes nas
bordas, alterando o formato retangular original de trés cm por seis cm,
optou-se por usar as porcentagens de areas necroticas, ao invés de usar 0s

valores absolutos das areas necréticas *'.

As mudancas estruturais e metabdlicas que ocorrem durante a
isquemia incluem: diminuicdo de calibre capilar, sequestro de leucdcitos,
disfuncdo metabdlica em células endoteliais, ativacdo de sistemas
enzimaticos mediados por substancias pré inflamatérias. A queda do pO;
leva ao aumento de lactato e, portanto a queda do ph. A estabilidade da
membrana plasmatica fica comprometida bem como o0s transportes i6nicos;
com isso ha influxo de Ca* para dentro da célula levando a ativacéo de
varias enzimas, além disso, o Ca*? age como co-fator de diversos processos
pré inflamatorios (FIGURA 8). O aumento da osmolaridade causada pelo

acimulo destes metabdlitos causa edema e aumento da permeabilidade. **
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FIGURA 8: Isquemia: déficit de O , e consumo de ATP, acumulo de

NADPH e hipoxantina e influxo de Calcio.

Com a exposicdo da matriz subendotelial, plaquetas aderem ao
endotélio mediadas por colageno, fibronectina e fator de Von Willebrand.
Plaguetas ativadas liberam granulos contendo ADP e serotonina que
induzem agregacao de outras plaguetas. Trombina € também liberada, que

ativa outras plaquetas e converte fibrinogénio em fibrina.

Além disso, células endoteliais lesadas perdem suas propriedades
antitrombéticas e fibrinoliticas como a diminuicdo da liberacdo de
prostaciclina, que é um potente vasodilatador e antiagregante plaquetario *°.
Havendo desta forma, um estado de hipercoagulabilidade o que leva a
trombose microvascular, que tém um papel crucial na néo reperfusao de um

tecido isquémico.
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O valor da terapia anticoagulante para transferéncia de retalhos livres
ja estd bem estabelecido na literatura. > Algum tipo de profilaxia de trombos
e feito de rotina em 91% dos centros especializados em reconstrucéao
microcirargica, com uma incidéncia de trombose de 7,1% contra 15,2%

quando ndo é realizado nenhuma terapia anticoagulante.

A Estreptoquinase foi o primeiro agente trombolitico utilizado
clinicamente, sendo um polipeptidio de cadeia Unica, que é produzido pelo
estreptococoB-hemolitico do grupo C. A primeira aplicacdo clinica da
estreptoquinase, no ser humano, foi realizada em 1949, por Tillett, para
tratar um derrame pleural organizado. No entanto, a dificuldade de se obter
um preparado altamente purificado e nao pirogénico impediu a sua utilizacéo
pela via intravascular, até 1950, quando Fletcher péde utilizad-la em um

paciente com infarto agudo do miocardio. °°

O mecanismo de acéo da estreptoquinase induz a ativacdo indireta do
plasminogénio, formando um "complexo ativador" estreptoquinase-
plasminogénio, que transforma o plasminogénio circulante em plasmina e,
consequentemente, leva a desintegragcdo da fibrina ligada ao coagulo, bem

como um consumo do fibrinogénio circulante.

Morfologicamente, a composicdo do trombo difere entre arteriolas e
vénulas. Nas arteriolas, a formacdo dos trombos comeca com agregacao
plaquetaria. Os leucdcitos ndo sdo observados nas arteriolas antes ou
depois da formacédo dos trombos. Nas vénulas, a formacdo do trombo se
deve ao agrupamento de eritrocitos, plaquetas e leucdcitos aderidos as
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paredes dos vasos. *® Acredita-se que a diferenca se deve a velocidade de
fluxo e as caracteristicas das células endoteliais das arteriolas e das
vénulas; por exemplo, prostaciclina e fator ativador de plasminogénio sao
sintetizados em larga escala pelo endotélio venular comparado ao endotélio
arteriolar. Essa diferenca € muito importante no mecanismo de acédo do

trombolitico.

1 %¢ realizaram um estudo da atividade

Jacobs e cols. em 198
fibrinolitica e de paténcia dos vasos e anastomoses em ratos e evidenciaram
que a atividade fibrinolitica esta presente na superficie da intima das
pequenas artérias e que esta atividade tem uma relacdo inversa ao periodo
de isquemia, ou seja, quanto maior o periodo de isquemia, menor a atividade
fibrinolitica. Apds seis horas de isquemia, a atividade fibrinolitica da
superficie das arteriolas s6 retorna ao normal com 96 horas de fluxo

restabelecido. Além disso, este estudo evidenciou o efeito benéfico do uso

da estreptoquinase na paténcia dos vasos e das anastomoses.

Puckett e cols. em 1983 ?’ realizaram um estudo sobre os efeitos da
estreptoquinase em retalhos isquémicos. Submeteram retalhos epigastricos
em ilha a isquemia arterial de 7 horas e infundiu via intra arterial
estreptoquinase no pediculo do retalho. Evidenciaram uma diminuicdo de

35% de necrose nos retalhos que receberam o trombolitico.

Lipton em 1986 * relatou um caso clinico onde a trombose do

pediculo de um retalho de fibula para o antebraco foi resolvida com o uso da
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estreptoquinase, infundida por uma hora através da artéria do pediculo, sem

infusao sistémica.

Schubert em 1987 * relatou o uso clinico da estreptoquinase em um
retalno microcirdrgico do masculo grande dorsal para cobertura de defeito no
couro cabeludo pdés queimadura quimica de terceiro grau. Apds 15 minutos
do término da realizagdo da anastomose, o retalho mostrou-se frio e sem
sangramento nas bordas, ndo havia mais pulsa¢éo na artéria do pediculo e a
reexploragdo foi indicada. O cirurgido realizou a trombectomia e
reanastomose por quatro vezes e entdo indicou o uso do trombolitico,
realizando a lavagem do retalho através da infusdo da solugdo de
estreptoquinase via arterial por 10 minutos. Nova anastomose foi realizada e

o retalho ficou bem perfundido.

Weinzweig e Gonzalez em 1994 ® publicaram dez casos onde houve
perda parcial de retalhos microcirdrgicos, demonstrando que o padrdo de
perda de retalhos microcirdrgicos ndo era um padréo tudo-ou-nada. Em um
destes casos 0s autores utilizaram a estreptoquinase para tratar a trombose
arterial de um retalho antebraquial para cobertura de defeito em face apos
resseccdo de dermatofibrosarcoma da parétida esquerda. A via de
administracdo também foi intra-arterial através da artéria do pediculo do

retalho, sem infusao sistémica.

Hirigoyen e cols. em 1995 “® realizaram um estudo em retalho
epigastrico em ilha em ratos submetidos a isquemia prolongada para avaliar

o beneficio de heparina na sobrevivéncia dos retalhos. Analise da
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microscopia eletrénica evidenciou, nos retalhos submetidos a seis horas de
isquemia com quatro horas de revascularizacéo, areas de endotélio lesado
com muitas plaquetas agregadas e aderidas, principalmente na
microcirculacdo venosa. Um numero significativo de vénulas aparece
totalmente trombosadas, com iniUmeros eritrocitos e leucécitos extravasados.
Nos animais que receberam o trombolitico, a maioria dos vasos estava
patente, sem dilatacdo vascular ou extravasamento dos eritrocitos, com
poucos focos de lesdo endotelial também no territério venoso. As plaquetas

mantiveram seus granulos e a configuracéo discéide normal.

Hashimoto e cols. em 2003 °® avaliaram os efeitos tromboliticos de
uroquinase, heparina e prostaglandina E1 (PGE1) em um modelo de
isquemia em orelhas de coelhos. Sugeriram que a heparina tem seu efeito
anticoagulante principalmente na arteriola e que sua influéncia nas
plaquetas poderia ndo ser importante nos trombos venulares. A plasmina,
gue é convertida em plasminogénio pela uroquinase, degrada fibrina; entéo,
a uroquinase age reduzindo os trombos venulares, com pouco efeito nos
trombos arteriolares. Ja a PGE1l, que tem uma acdo antiagregante
plaquetéria, vasodilatadora e de aumentar as propriedades reolégicas das
hemécias, apresentou efeitos antitrombdticos nas arteriolas, atuando nas

vénulas apenas sob altas doses da medicacéo.

Cunha e cols. em 2005 °" realizaram um estudo em um modelo de
isquemia de membros em ratos e evidenciou que a taxa de viabilidade dos
membros dos ratos que receberam a estreptoquinase foi significativamente

superior ao grupo controle.
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No processo inflamatoério a primeira célula a ser ativada € o neutrdfilo
(NO), que séo células chave na lesdo de isquemia e reperfuséo. ° 2% 33 44 48
49.52.33 Uma vez ativados, principalmente pelo fator agregador de plaquetas
(PAF), os neutrofilos aderem ao endotélio lesado e migram para o intersticio
(FIGURA 11). Este tipo de migracdo se da por um processo em trés fases:
primeiro os NO rolam sobre o endotélio, depois aderem a parede vascular

através de moléculas de adesao 3 %8 %3

como CD11 e CD18 na parede dos
NO e as moléculas ICAM-1 no endotélio; e, por fim, migram por entre as
células endoteliais para o intersticio onde causam inumeros efeitos

deletérios.

A consequéncia clinica da perda funcional dos capilares, vasos com

diametro de 7 a 100 um, é a ndo perfuséo tecidual e necrose do tecido.

Korthuis e cols.® em 1988 realizaram um estudo com retalhos
musculares em cachorros submetidos a 4 horas de isquemia e reperfundidos
com sangue depletado de NO. A perfusdo com sangue sem NO preveniu 0
aumento da permeabilidade vascular e da resisténcia periférica. Os
resultados indicaram que NOs ativados lesdo a célula endotelial pela
producao de radicais livres através do sistema da dinucleotideo nicotinamida
adenina oxidase (NADPH oxidase). Outro mecanismo de lesdo demonstrado
foi a obstrucdo de capilares pela adesdo de NO a parede do endotélio
edemaciado. O diametro Iluminal reduzido pelo edema poder ser
completamente obstruido e nao permitir a perfusdo mesmo com a

restauracdo de presséo de perfusao normal.
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Outro experimento realizado por Cordeiro e cols. > em 1999 utilizou
anti-histaminicos para bloguear mastécitos em retalhos epigastricos em ilha

em ratos evidenciando melhora da sobrevida dos mesmos.

Askar e cols. ¥

em 2005 realizaram estudo do efeito de agentes
antineoplasicos na sobrevivéncia do retalho epigastrico em ilha em ratos e

evidenciaram que a neutropenia causou efeito benéfico.

Outro componente da matriz subendotelial envolvido neste processo é
0 acido aracdonico, que é substrato de duas enzimas: a ciclooxigenase, que
produz intermediarios vasoativos chamados prostandides (prostraglandinas -
PG e tromboxane - TX) e a lipooxigenase, que produz peréxidos lipidicos e

leucotrienos (importante substancia pro inflamatoria).

Prostraglandinas sdo sintetizadas pela maioria das células, mais
notadamente pela célula endotelial, enquanto que o tromboxane ¢é
sintetizado predominantemente pelas plaquetas e NO “. PG é um potente
vasodilatador e antiagregante plaquetario e, TX € importante vasoconstrictor
e agregante plaquetario. Isto posto, acredita-se que estas substancias séo
responsaveis pela regulacdo do fluxo sanguineo e da acao trombolitica na

microvasculatura.

O uso de PGI; elevou de 39% para 68% a taxa de sobrevivéncia de
retalhos epigastricos isquémicos em coelhos. ** Outros medicamentos que ja
foram estudados sdo os antiinflamatérios como aspirina, ibuprofeno e
indometacina; estes farmacos levam a inibicdo da ciclooxigenase e da

sintese do TX, apresentando melhora na sobrevida de retalhos cutaneos. *
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Uma vez estabelecida a reperfusdo, da mesma forma que o prejuizo
da isquemia cessa, com o oferecimento do oxigénio molecular ao tecido

isquémico, inicia-se uma fase ainda mais deletéria a célula.

A maioria dos esfor¢os dos pesquisadores é focada nesta fase e no
tratamento dos radicais livres derivados do oxigénio, produzidos com a

oferta de oxigénio molecular (O,) % 1% 1615 17,20, 21, 38,39, 40, 41

Em situacdo de estresse metabdlico, onde ha menor oferta de O, com
deplecdo das reservas energéticas; a célula perde a capacidade de manter o
gradiente i6bnico da membrana e o grande influxo de calcio para o citoplasma
leva a ativacdo de uma protease que converte, irreversivelmente, a xantina

desidrogenase (XD) em enzima xantina oxidase (XO) (FIGURA 9).

FIGURA 9: Inicio da reperfusdo, producdo de radicai s livres, maior

influxo de célcio.

Radicais livres (RL) sdo moléculas com alto poder reativo pela

presenca de um elétron (e) ndo pareado em seu orbital mais externo,
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podem servir como oxidantes ou redutores. ° Suas acdes incluem: aumento
da permeabilidade capilar, aumento da agregacdo plaquetaria, aumento da
adesdo de neutrdfilo, lipoperoxidacdo das membranas e estimulo ao

metabolismo de ecosanoides (leucotrienos e tromboxane). 2 (FIGURA 10)

TNF, IL-1

D11/CD18

4 complement

PAF

GMP-140 ELAM-

FIGURA 10: Evolucdo da reperfuséo: lesdo da membran a endotelial,
ativacdo enzimatica de proteases e lipases, geracdo de mediadores

inflamatorios, expressao das moléculas de adesao.
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FIGURA 11: Adesdo, emigracdo neutrofilica, com degr anulacdo das

enzimas proteoliticas no espacgo perivascular.

S3o fontes de radicais livres ®:

1. XO endotelial

2. NADP/NADPH oxidase dos NO

3. Transporte ibnico da membrana mitocondrial
4. Acido aracdénico

5. Oxidacédo de catecolaminas.

O radical superoxido (O2) € produzido pela reducéo de um elétron da
molécula de O, se outro elétron € adicionado com mais dois hidrogénios
ibnicos (H"), teremos a producdo do radical peroxido (H.O,). A adicdo de

outro elétron produz o radical hidroxila (OH’), o mais deletério dos RL.%

le - - + 1le + H* _ 1e + H'
02 0, 1*2H Jpo,2*8 JoH__°"" L HO

\HZO
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A XD, que corresponde a 90% do total de atividade desta enzima no
tecido saudavel ndo pode transferir elétrons do O, molecular para formar RL,

mas atua no sistema NADPH oxidase como se segue:

Xantina + H,0 + NAD XD » ACIDO URICO + NADH + H*

A maior fonte de radicais O, ~ no tecido isquémico é a XO, esta
enzima usa o O, molecular ao invés do NAD" como aceptor de elétrons,

produzindo RL superoxido e peroxido de hidrogénio como se segue:

Xantina + Hz0 + 20, X0 > ACIDO URICO +2 O, + 2H*

A subsequente reacdo destes compostos na presenca de ions metais,

como ferro, resultam na geracéo de radicais secundéarios ainda mais toxicos.

16

A xantina, que é substrato destas enzimas, € acumulada no tecido
isquémico a partir da metabolizacdo para consumo energético de adenina
trifosfato (ATP) em adenina difosfato (ADP), este em adenina monofosfato
(AMP). A catabolizacdo destes compostos energéticos culmina com o
acumulo de adenosina, inosina e por fim hipoxantina, que é convertida em
xantina. A conversao de xantina em acido urico é irreversivel, depletando

dessa forma as reservas de purinas da célula.

Os mecanismos de defesa enzimaticos endogenos para clareamento

dos RL sao:

1. Sistema de transporte de elétrons da citocromo oxidase
2. Superéxido dismutase (SOD)
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3. Catalase e glutationa peroxidase
E os quelantes de RL ndo enzimaticos enddgenos séo:

1. Transferrina, acido ascorbico, cisteina e ceruplasmina.
2. Vitamina E.

3. Acidos graxos.

Os quelantes de RL podem agir em reacfes que removem os RL,

bem como inibindo reagdes que liberem RL.

Durante a isquemia duas mudangas importantes ocorrem no tecido:
uma nova enzima entra em atividade (XO) e ha acumulo de seus substratos

(hipoxantina e xantina).

Varios estudos evidenciaram o aumento da concentracdo de XO com

o tempo de isquemia. 17 22

Quando a acado da XO ¢ inibida as oxipurinas
sdo protegidas e um grau consideravel delas pode ser reutilizado para

producéo de adenina (substrato do ATP) e guanina. *

20 inibidor seletivo das

Alopurinol é um quelante de RL enzimatico
etapas terminais da biossintese de acido urico, sendo eficaz no tratamento
da hiperuricemia primaria da gota e secundaria aos disturbios hematoldgicos
ou na terapia antineoplasica. O alopurinol e seu metabdlito principal,
a aloxantina (oxipurinol), sdo inibidores da xantina oxidase. Juntamente com

a SOD, é uma droga amplamente pesquisada no tratamento e prevencao

dos efeitos dos RL.
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Manson e cols.

em 1983, avaliaram o efeito do alopurinol
administrado antes da elevacdo de retalhos epigastricos em ilha em ratos
submetidos a 8 horas de isquemia venosa. Evidenciaram que os retalhos
tratados com alopurinol apresentavam niveis normais de XO, enquanto que

os retalhos ndo tratados apresentavam o dobro da atividade da XO. Os

retalhos tratados com alopurinol apresentaram taxas inferiores de necrose.

Os autores supracitados, utilizando o mesmo modelo experimental,
demonstraram que a administracdo de SOD, antes e imediatamente apos a
reperfusdo, apresentou melhora na sobrevida dos retalhos. Os autores
concluiram que a administracdo de quelantes de RL sO teria efeito no

periodo logo apds a reperfuséo.

Im e cols. ** em 1984, realizaram um estudo com retalhos epigastricos
em ilha em ratos submetidos a 8 horas de isquemia venosa; 0s quais
receberam alopurinol e SOD 30 minutos antes e 60 minutos apds a
reperfusdo. Neste estudo houve diminuicdo significativa da area de necrose
dos retalhos dos ratos que receberam SOD e também naqueles que
receberam alopurinol, tanto na administracdo pré como pos reperfuséo.
Porém a administracdo do alopurinol apés a reperfusdo evidenciou uma
melhora expressiva, isto pode ser explicado pelo fato de apesar dos RL
serem formados imediatamente apos a reperfusdo, a reperfusédo de todo o

tecidos pode né&o ser efetiva no primeiro momento.

Ambrésio e cols. *° em 1985, realizaram um estudo com SOD para

reducdo da area de infarto em cachorros demonstrando grande melhora,
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desta forma evidenciou-se a importancia dos RL na lesdo isquémica

miocardica.

Pokorny e cols. *®

em 1989, avaliaram o efeito do alopurinol
combinado a SOD em diversas doses em retalhos cutdneos em ratos. A
administracdo foi intraperitoneal e a analise foi tanto de area de
sobrevivéncia do retalho como de fluxo sanguineo no terceiro dia pés
operatorio. Tanto a dose mais baixa (35 mg/kg de alopurinol) quanto a dose
maxima administrada (100 mg/kg) apresentaram melhores resultados que os

retalhos controle, porém altas doses de alopurinol tiveram efeitos toxicos de

litiase urinaria.

Picard-Ami e cols. *® em 1989 realizaram um importante estudo que
avaliou os niveis de XO na pele de ratos, porcos e humanos. Evidenciaram
gue o nivel de XO na pele dos ratos foi quarenta vezes maior que na pele de

humanos e porcos.

Senel e cols. *°

em 1997 realizaram um estudo de cicatrizacéo
cutdnea em modelo de isquemia evidenciando que RLs eram uma das
maiores causas de leséo tecidual em uma ferida em cicatrizacao e que 0 uso

de SOD e alopurinol melhora a cicatrizacao cutanea em ratos sob condicdes

Isquémicas.

O aumento da atividade da XO pode ser significativamente blogueado
com a administragdo do alopurinol antes da elevagcdo do retalho, e isto

resulta no aumento da sobrevivéncia do retalho. 1722 23 3841
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Outros estudos, porém, nao evidenciaram melhora da sobrevivéncia

de retalhos cutaneos com o uso do alopurinol. 3 2% 457

O maior problema da maioria dos experimentos é encontrar relevancia
nos resultados obtidos em animais experimentais para os humanos. O
modelo que mais se aproxima da pele humana é o porco 3, porém existe
dificuldade de manipulacdo, acondicionamento do animal e custos que
interferem em seu uso em grande escala. Talvez alguma forma de teste in

vitro com pele humana possa ser usada no futuro.

Outra grande dificuldade é encontrar uma via de administragcéo ideal
para o tratamento, ja que a administracdo diretamente no pediculo em casos
de tromboses tardias necessita de nova intervencdo cirargica e a
administragao sistémica pode trazer efeitos colaterais indesejados ou nao

atingir, no tecido isquémico, a dose desejada do medicamento.

Além disso, os resultados encontrados na literatura séo de dificil
interpretacdo e comparacdo, ja que difere amplamente em doses
terapéuticas, composicdo dos retalhos, espécies usadas, periodos de
isquemia, tipo de isquemia, associacdo de farmacos, momento e via de

administracéo, como também nos métodos de analise.

Em nosso estudo a administragdo da estreptoquinase, infundida
sistemicamente apds 8 horas de isquemia no momento da reperfusao,
apresentou melhora significativa em relagdo ao controle. Foi o grupo que
apresentou o maior niumero de dados proximo da média caracterizando

também o grupo mais homogéneo. Por outro lado, o uso do alopurinol e a
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associacdo de ambas as drogas nao demonstraram diferenca estatistica em

relacdo ao grupo controle.

Diversos estudos evidenciaram os efeitos benéficos do alopurinol
utilizado como pré tratamento, ou seja, momentos antes da elevagdo do

retalho, ou antes, do periodo isquémico " % 23 38 41

, sendo que um estudo
realizado em porcos ndo demonstrou beneficio no uso do alopurinol antes da
isquemia *°. Outros experimentos avaliaram a administracdo do alopurinol no

periodo pds isquémico apresentando resultados controversos. '3 26 28 38. 39,

42,47

Provavelmente, administrando o alopurinol como pré tratamento,

0 beneficio deve ser maior, prevenindo a formagéo de radicais livres, uma
vez que sua acao € a de inibir a xantina oxidase, ndo agindo diretamente
nos radicais livres.

Ja a estreptoquinase, consagrada na pratica clinica como terapia em
infartos do miocardio, entre outras doencas tromboéticas, parece exercer
melhor efeito quando utilizada, como veiculo de desobstrucdo dos vasos do
retalno, com a solucédo trombolitica infundida sob pressdo maior que a do
animal na tentativa de reverter os processos que levam a néo reperfusdo ®
27’31’32.

Uma nova diretriz de estudo da sobrevivéncia dos retalhos cutaneos é
o pré condicionamento isquémico, onde periodos curtos de isquemia
controlada seguido de reperfusdo aumentariam a tolerancia do tecido a um

periodo isquémico posterior mais prolongado. ¢
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Mais esforcos devem ser destinados para o completo entendimento
destes mecanismos de leséo celular, para que o resultado possa chegar a
pratica clinica e assim alcancarmos nosso objetivo maior que € o beneficio

dos pacientes.

71



CONCLUSOES




Conclui-se que a administracdo sistémica da Estreptoquinase, apos
oito horas de isquemia global mista normotérmica seguido de reperfusao,
apresentou melhora na taxa de sobrevivéncia de retalhos epigastricos em
ilha em ratos, quando comparado aos retalhos de animais que receberam

alopurinol, associacao das duas drogas ou solucao de cloreto de sadio.
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ANEXOS



ANEXO A: Folha de acetato com a transposicao grafic

hachurada=area necrotica)

a dos retalhos (area
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ANEXO B: Imagens escaneadas, area em vermelho = are  a necrotica
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ANEXO C:

Agentes de eutanasia

Método Niveis Comentarios
recomendados
CO, Concentracao Alta concentracdo pode ser estressante para certas

acima de 70%
Nitrogénio Altas
e Argdnio concentracdes
CcoO Concentracfes
de 4% a 6%
MS 222, =250 mg/L
TMS

Cloreto de 1 a2 mmol/kg
potéssio

espécies

Podem ser estressantes para algumas espécies, outros
métodos séo preferiveis

Efeitos toxicos cumulativos para pessoal exposto,
explosivo em concentracdes acima de 10%

Eutanasia de anfibios e peixes; animais mergulhados na
solucdo; meétodo nao apropriado se 0s animais forem
usados como alimento

Animal deve, necessariamente, estar previamente
anestesiado

Tabela 2. Métodos de eutanasia para animais ectotér micos (peixes, anfibios e

répteis)

Método Niveis
recomendados

Comentarios

Pentobarbital 60 a 100 mg/kg
de sodio

MS 222, TMS Ver tabela 1
Hidrocloreto = 250 mg/L

de

benzocaina
2- 0,5 a 0,6 mL/L
fenoxietanol ou 0,3 a 04

mg/L

Outros barbituricos podem causar dor quando injetados

Eutanasia de anfibios e peixes, animais mergulhados
na solucéo

Eutanasia de peixes

Fonte : Report of the AVMA Panel on Euthanasia, JAVMA, vol 218 n° 05, 2001
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ANEXO D:

Eutanasia

Métodos Inaceitaveis:

| - Embolia Gasosa;

[l - Traumatismo Craniano;

[l - Incineracao in vivo;

IV - Hidrato de Cloral (para pequenos animais);

V - Cloroférmio;

VI - Gas Cianidrico e Cianuretos;

VII - Descompressao;
VIII - Afogamento;

IX - Exsanguinagao (sem sedacao prévia);

X - Imersao em Formol;

Xl - Bloqueadores Neuromusculares (uso isolado de nicotina, sulfato de magnésio,
cloreto de potassio e todos os curarizantes);

Métodos Aceitaveis:

Espécie

Recomendados

Aceitos sob Restricdo

Anfibios

Animais selvagens
de vida livre

Animais de
zoolégicos

Aves

Caes

Cavalos

BarbitUricos, anestésicos
inalaveis (em algumas espécies),
Di6xido de Carbono (CO?),
Mono6xido de Carbono (CO),
metano sulfonato de tricaina
(TMS, MS222), hidrocloreto de
benzocaina, dupla seccdo da
medula espinhal

Barbituricos intra-venosos (1V) ou
intra-peritonais (IP), anestésicos
inalaveis, cloreto de potassio com
anestesia geral prévia.

BarbitUricos, anestésicos
inalaveis, C0O2?, CO, cloreto de
potdssio com anestesia geral
prévia

Barbituricos, anestésicos
inalaveis, CO?, CO, pistola
Barbituricos, anestésicos
inalaveis, C0O2?, CO, cloreto de
potdssio com anestesia geral
prévia

Barbituricos, cloreto de potassio
com anestesia geral prévia,
pistola de ar comprimido

Pistola de ar comprimido,
pistola, atordoamento e
decapitacdo, decapitacdo
e seccdo da medula
espinhal

CO02, CO, Nitrogénio (N?),
argbnio, pistola de ar
comprimido, pistola,
armadilhas (testadas
cientificamente)

N2, argbnio, pistola de ar
comprimido, pistola

N2, argbnio, deslocamento
cervical, decapitacdo

N2, argbnio, pistola de ar
comprimido, eletrocusséo
com sedagao prévia

Hidrato cloral, (IV, apés
sedacao), pistola,
eletrocusséo com
sedacdo prévia
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Coelhos

Gatos

Mamiferos marinhos

Peixes

Primatas
humanos
Répteis

Roedores e outros

pequenos
mamiferos

Ruminantes

Suinos

Visoes,
outros

criados
extracao do pélo

raposas, €
mamiferos

para

anestésicos
CO, cloreto de

BarbitUricos,
inalaveis, CO2,

potdssio com anestesia geral
prévia
Barbituricos, anestésicos
inalaveis, CO2, CO, cloreto de
potdssio com anestesia geral
prévia
Barbitliricos, hidrocloreto  de
etorfina
Barbitdricos, anestésicos

inalaveis, CO2, tricaina metano
sulfonato (TMS, MS222),
hidrocloreto de benzocaina, 2-
fenoxietanol
Barbituricos

Barbituricos, anestésicos
inalaveis (em algumas espécies),
CO?2 (em algumas espécies)

Barbitdricos, anestésicos
inalaveis, C0O2?, CO, cloreto de
potassio com anestesia geral
prévia

Barbituricos, cloreto de potassio
com anestesia geral prévia,
pistola de ar comprimido

Barbitlricos, CO2 cloreto de
potdssio com anestesia geral
prévia, pistola de ar csomprimido

Barbituricos, anestésicos
inalaveis, CO2 (visdes requerem
altas concentracoes para
eutanasia sem agentes
suplementares), CO, cloreto de
potassio, com anestesia geral
prévia

N2, argbnio, deslocamento
cervical (<1kg),
decapitagdo, pistola de ar
comprimido
N2, argbnio

Pistola (cetdceos <4m de
comprimento)
Decapitacdo e seccdo da
medula espinhal,
atordoamento e
decapitacdo ou seccdo da
medula espinhal
Anestésicos inalaveis,
CO?, CO, N2, argbnio
Pistola de ar comprimido,
pistola, decapitagcdo e
seccao da medula
espinhal, atordoamento e
decapitagdo
Metoxiflurano, N2, argdnio,
deslocamento cervical
(ratos <200g), decapitacédo

Hidrato cloral (IV, apés
sedacao), pistola,
eletrocussao, com

sedacéo prévia
Anestésicos inalaveis, CO,
hidrato cloral, (IV apés
sedacéo), pistola,
eletrocussdo com sedacao
prévia, pancada na
cabeca (< 3 semanas de
idade)

N2, argbnio, eletrocussao,
com sedagdo  prévia
seguida de deslocamento
cervical.

Fonte: Resolugcdo N° 714 de junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina

Veterinaria
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ANEXO E:

A Comissao de Ltica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Direforia Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessGo de
03/10/2007, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 0498/07, intitulado:
“ESTUDO DA ACAO DA STREPTOQUINASE E DO ALLOPURINOL EM
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PROLONGADA- ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS" apresentado pelo
Departamento de CIRURGIA.
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