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RESUMO: A isquemia prolongada leva a altera¢des na microcirculagéo tecidual e liberacdo de radicais livres do
oxigénio conhecidos como fendmeno de nao reperfusdo. Foi realizado amputacdo com preservacao dos vasos e
nervos do membro posterior direito em 110 ratos. Os grupos GM1, GM2, GM3, GM4 e GM5 foram submetidos a
isquemia quente de 0, 2, 4, 6, 8 horas. As taxas de sobrevida dos membros isquémicos apés 7 dias de avaliacao
foram 100%, 80%, 63,6%, 50%, 20%. Os grupos GE1, GE2 e GE3 foram tratados com estreptoquinase, alopurinol e
terapia com oxigénio hiperbarico apés isquemia de 6 horas. As taxas de sobrevida foram 66,7%, 70% e 30%. Os
resultados foram analisados estatisticamente pelo teste do Qui-quadrado e considerados significantes quando
p<0,05. Os resultados sugerem um aumento significativo da sobrevida de membros isquémicos apo6s utilizagdo do
alopurinol e estreptoquinase. A terapia com oxigénio hiperbarico diminuiu significativamente a sobrevida dos membros
isquémicos.

DESCRITORES: Ratos Wistar; Reimplante/métodos; Extremidade/cirurgia; Perna/transplante; Isquemia/cirurgia;
Alupurinol/uso terapéutico; Oxigenacao hiperbarica/métodos; Estreptoquinase/uso terapéutico.

INTRODUCAO
Histdérico reimplante de membro realizado com sucesso.
Cosmos era um médico clinico e Damiao, um cirurgiao
A histéria do reimplante de membros € no século 1l na Sicilia. Eles realizaram muitos feitos
fascinante. A tradicdo da religido crista atribui aos médicos ndo usuais e 0 imperador romano
irmdos gémeos Cosmos e Damido o primeiro Diocleciano, ndo aprovando estas atitudes,
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sentenciou-os & morte e foram decapitados em 287
d. C. Cerca de trés séculos apos (século V d. C.)
Cosmos e Damido reapareceram na basilica de Séo
Cosmos e Damido em Roma e realizaram o milagre
da perna preta: excisaram a perna de um guardido
fiel da igreja que apresentava um tumor e transferiram
a perna de um negro que havia falecido no mesmo
da’.

Durante muito tempo o reimplante e transplante
de membros fizeram parte de lendas e eram atribuidos
a milagres?®s. O primeiro reimplante de membros foi
realizado com sucesso em cdes em 1903 por Hopfner.
Em 1906, Carrel e Guthrie publicaram um trabalho
gue se tornou classico relatando reimplantes de
membros em cées. O estudo do reimplante e
transplante de membros em cées continuou e estes
procedimentos cirdrgicos comegaram a fazer parte
da realidade médica*.

Em 1960, Jacobson e Swarez introduziram a
utilizacdo do microscépio para realizacdo de
anastomoses vasculares e mostraram a superioridade
de anastomoses microcirdrgicas em relagcdo as
anastomoses sem o auxilio do microscépio. Surgia
assim a microcirurgia € um novo campo a ser
explorado na cirurgia de reimplante de membros3+4,
Dois anos depois, Ronald Malt realizou o primeiro
reimplante de membro em humanos em Boston. Um
garoto de 12 anos de idade teve seu brago
reimplantado apés amputacéo traumatica abaixo do
ombro. Desde entdo, o reimplante e transplante de
membros tém sido exaustivamente estudados em
modelos experimentais de ratos, cdes e primatas e
aplicados clinicamente em diversos centros
médicos*.

Estado atual

A sobrevivéncia e resultado funcional final do
segmento reimplantado dependem da prevencao de
efeitos deletérios da andxia. Os tecidos do membro
a ser reimplantado tém diferentes resisténcias diante
da andxia. O musculo esquelético, em particular, é
menos tolerante a isquemia e suas consequéncias
anatbmicas, metabdlicas e fisiopatoldgicas foram bem
estudadas?®5l. O tempo de isquemia se torna
essencial para o microcirurgido diante de um membro
amputado. A manutengdo da viabilidade muscular é
critica para o sucesso do reimplante®.

A hipotermia tem sido considerada fator
fundamental na manutencéo da viabilidade muscular®.

A viabilidade do membro amputado e
possibilidade de sucesso do reimplante pode ser
determinado por critérios clinicos. O grau de lesdo
no segmento amputado e coto € um bom fator
progndstico. O melhor indicador de sucesso do
reimplante é o nivel de concentra¢éo de K no membro
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amputado apo6s a reperfusdo. Uma concentragdo
maior que 6,5 mmol/L indica um mau progndstico e
se correlaciona com a presen¢a da sindrome de
r eper f usao™.

A busca da melhor viabilidade dos membros
levou diversos autores a tentarem varios modelos de
perfusdo do membro amputado, hipotermia e infusao
de drogas anticoagulantes®. Surgiram, desta forma,
varios relatos de sucesso de reimplantes com
periodos cada vez maiores de isquemia®.

Isquemia e reperfuséo

O membro isquémico continua sendo um
problema para o microcirurgido, além da paténcia das
anastomoses microcirdrgicas, a circulagao distal e
periférica é igualmente importante para a sobrevivéncia
dos retalhos e membros amputados. A isquemia leva
a obstrucdo do fluxo sanguineo para tecidos
periféricos, o que € conhecido como fendémeno de
ndo reperfusdo. Esta obstrugcdo tem carater
progressivo com formacdo de trombos na
microcirculacdo, agregacdo plaquetaria, edema
celular e edema tecidual. A progressao deste
fendmeno leva a irreversibilidade das lesbes e morte
do membro ou retalho®.

Recentemente, o interesse cientifico tem sido
voltado para o possivel papel dos radicais livres do
oxigénio na patogénese da morte tecidual apos
reperfusdo e a prevengdo desta lesdo por agentes
farmacoldgicos. Resultados promissores foram
obtidos com o uso de agentes antioxidantes e
similares em diferentes tecidos. Estes resultados
sugerem possivel beneficio na prevencao dos efeitos
da isquemia tecidual. A hip6tese de que os radicais
livres estdo envolvidos na necrose de retalhos foi
primeiramente demonstrado por Manson em 1983%
e Im em 19842, Utilizando um modelo de obstrucéo
venosa induzida em retalhos fasciocutaneos em ratos,
os autores demonstraram que os radicais livres eram
formados ap0ls reperfusdo e que agentes como o
alopurinol poderiam evitar a producdo destas
substancias toxicas. Angel et al. em 1985 estudaram
0 papel etiologico dos radicais livres na necrose de
retalho induzida por hematoma. Observaram que a
utilizacdo de antioxidantes como a deferoxamina e
guelantes do ferro poderiam minimizar a necrose
induzida pelo hematomab®.

A trombose vascular continua sendo uma
importante complicagdo na microcirurgia do
reimplante de membros amputados ou transferéncia
de tecidos compostos. Varios fatores causam
trombose e levam a faléncia da anastomose
microvasculari®?63653, Alguns fatores sao inerentes aos
tecidos a ser reimplantados, outros sdo dependentes
de boa técnica cirirgica. O trauma tecidual tem sido
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reconhecido como o principal fator de perda do
membro?. Varios agentes antiagregantes plaquetarios
e tromboliticos tém sido estudados em retalhos
experimentais para prevenir a trombose vascular®?,

A terapia com oxigénio hiperbarico tem sido
aplicada em uma série de situag@es clinicas. Existem
evidéncias em estudos experimentais de que a sua
utilizacdo pode ser benéfica para reduzir a leséo por
isquemia tecidual. A utilizacdo da terapia com
oxigénio hiperbarico em retalhos isquémicos, enxertos
compostos e na preservacdo de membros antes do
reimplante tem sido estudado. Os resultados para
retalhos isquémicos sao conflitantes e muito
animadores para enxertos compostos e preservacéo
de membros isquémicos 23137385961

OBJETIVO

O tempo de isquemia, leséo de reperfusdo e o
fendbmeno de néo reperfusdo permanecem bastante
estudados pois se constituem nos principais fatores
de insucessos na microcirurgia e reimplantes de
membros. Existem varias evidéncias que apontam
efeito benéfico de drogas antioxidantes, tromboliticas
e terapia com oxigénio hiperbarico em situagées de
isquemia, porém faltam trabalhos conclusivos para
que estas drogas e a terapia com oxigénio hiperbarico
sejam utilizados na pratica clinica dos reimplantes.

O presente trabalho pretende testar um novo
modelo de reimplante de membro apds isquemia
quente em ratos e testar o efeito da droga
antioxidante alopurinol, da droga trombolitica
estreptoquinase e da terapia com oxigénio hiperbarico
neste novo modelo.

MATERIAL E METODO
Animais

Foram utilizados 110 ratos (Ratus norvergicus)
machos, de linhagem wistar, adultos e com massa
corporal variando entre 290 e 400 gramas. Os animais
foram acondicionados em gaiolas individuais, alimento
e agua ad libitum, periodo claro/escuro de 12/12 horas
e temperatura ambiente de 23°C.

Procedimento cirargico

Os animais foram anestesiados com tiopental
sédico (50 mg/Kg) intraperitonial. Tricotomias foram
realizadas nas regifes inguinais direita e esquerda e
femural direita. O procedimento de amputacao
unilateral do membro posterior direito foi realizado
sempre pelo mesmo cirurgido mantendo intactos os

vasos e nervos femurais e nervo ciatico conforme
descricdo a seguir.

Os animais foram posicionados em decubito
dorsal horizontal com imobilizagdo dos quatro
membros. Procedeu-se a marcacao das incisdes com
canetas de marcag¢do permanente em membro
posterior direito. Incisdo vertical em regido inguinal
direita com dissecc¢ao sob microscoépio cirdrgico Karl
Kaps (modelo D- 35614 ASSLAR) e aumento de 16
vezes dos vasos femurais comuns com seus ramos
e nervo femural. Eletrocauterizacdo dos vasos
epigastricos superficiais inferiores e outros ramos
pélvicos. Inciséo circular na porcao média da coxa
em toda a circunferéncia abrangendo pele e tecido
celular subcutaneo, hemostasia com eletrocautério
bipolar®®?, Seccdo com prévia eletrocoagulagéo da
musculatura do terco médio da coxa mantendo o
nervo ciatico identificado e intacto. Osteotomia do
fémur em terco médio com serra simples e manual,
mantendo-se o feixe protegido por pequeno segmento
de luva cirdrgica . Obteve-se assim uma amputacéo
do membro com manutencdo dos vasos femurais e
nervos do membro posterior (Figura 1).

Figura 1 - Amputagdo com preservag¢do do feixe
vasculo nervoso.

Sintese com fixagdo intramedular do fémur
com agulha 30 X 7 e cola instantdnea para evitar
sangramento excessivo Sintese da musculatura com
pontos em U horizontal de nylon 5-0. Aplicou-se o
clipe microvascular atrauméatico nos vasos femurais
antes da emergéncia dos vasos epigastricos inferiores
evitando-se incluir o nervo femural (Figura 2).
Observou-se a interrupcéo dos fluxos arterial e venoso
dos vasos femurais através do teste de enchimento.
Fechamento da pele com sutura continua em chuleio
simples de nylon 5-0 (Figura 3). A reposic¢ao volémica
foi realizada através da injecdo subcutanea de
50 ml/Kg de solugéo fisiolégica de NaCl a 0,9% apods
0 procedimento cirdrgico.
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Figura 2 - Posicionamento do clipe vascular
microcirargico.

Figura3- Sintese dapele eclipe vascular posicionado

Os ratos foram submetidos a tempos de
isquemia quente a partir do pingamento dos vasos.
Durante este periodo os animais foram mantidos em
gaiolas individuais a uma temperatura ambiente de
25°C obtida através de lampada halogénica de 45 W
e 127 V, mantida a 30 cm da gaiola.

Apb6s o periodo de isquemia, os ratos foram
novamente anestesiados com tiopental sédico (doses
de 10 mg/Kg) para que se obtivesse a menor dose
necessaria para uma anestesia adequada. Incisao
vertical em regido inguinal esquerda com disseccao
dos vasos femurais e seus ramos. Canulacao da veia
epigastrica superficial inferior com agulha 29 G. A
sutura vertical da pele a direita é aberta e retirado o
clipe vascular. Foi observado a paténcia dos vasos
femurais através do teste de ordenhamento arterial e
venoso e auséncia de trombos (a presencga de trombos
ou auséncia de fluxo nos vasos femurais exclui o rato
do experimento). No momento da reperfusédo é
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injetado solugdes (soro fisiolégico, estreptoquinase,
alopurinol) de 1 ml através do cateter na veia
epigastrica superficial esquerda nos grupos modelos
e experimentais. Procedeu-se entdo o fechamento
da pele com sutura continua citada acima.

Os ratos foram divididos em grupos modelos e
experimentais. Os grupos modelos, com 10 a 11 ratos
cada, foram submetidos a tempos de isquemia de 0,
2, 4, 6 e 8 horas (GM1, GM2, GM3, GM4, GM5
respectivamente).

1. Grupo modelo 1 (GM1): 10 ratos foram
submetidos ao procedimento cirdrgico com 0 hora
de isquemia.

2. Grupo modelo 2 (GM2): 10 ratos foram
submetidos a isquemia de 2 horas.

3. Grupo modelo 3 (GM3): 11 ratos foram
submetidos a isquemia de 4 horas.

4. Grupo modelo 4 (GM4): 10 ratos foram
submetidos a isquemia de 6 horas.

5. Grupo modelo 5 (GM5): 10 ratos foram
submetidos a isquemia de 8 horas.

O grupo modelo 4 foi utilizado como controle
dos grupos experimentais.

Os grupos experimentais receberam
estreptoquinase, alopurinol e foram submetidos a
terapia com oxigénio hiperbarico (GE1, GE2 e GE3
respectivamente).

1. Grupo experimental 1 (GE1): foi injetado 1ml
de solugdo contendo 20000 UL/Kg de estreptoquinase
em bolus apds reperfusdo em 12 ratos™.

2. Grupo experimental 2 (GE2): foi injetado 1
ml de solug&o contendo 45 mg/Kg de alopurinol em
bolus apos reperfusdo em 10 ratos4.

3. Grupo experimental 3 (GE3): 10 ratos foram
levados a camara hiperbarica modelo Seecrhist até 1
hora apos reperfusdo. Foram realizadas 6 sessfes
de 30 minutos com oxigénio a 100% a 2,5 ATM,
periodos de compressdo e descompressdo de 5
minutos e intervalos de 12 horas entre as sessoes.

Drogas utilizadas

O tiopental (frasco-ampolas de 1g) foi diluido
em 20 ml de soro fisiolégico a 0,9%. A estreptoquinase
(StreptaseR 1500000 Ul — Hoechst Marion Roussel)
foi diluida em soro fisiolégico a 0,9%. O alopurinol
(Allopurinol® - Sigma-Aldrich) foi diluido em hidréxido
de sédio 1 N até a solucao total. A esta solucdo
alcalina foi adicionado acido cloridrico 1 N até inicio
de precipitacdo do alopurinol sinalizando maxima
solubilidade. Uma gota final de hidréxido de sédio
1 N foi adicionado para dissolver o precipitado e
acrescentado agua destilada para se obter o volume
final necessario*.
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Exclusdo de animais

Os animais foram excluidos dos grupos quando
evoluiram a Obito durante o procedimento
experimental ou antes de 7 dias de pdés-operatorio
(20 ratos), trombose arterial apos retirada do clipe
vascular (3 ratos), trombose venosa apés retirada do
clipe vascular (2 ratos), clipe vascular ndo funcionante
(1 rato) e extravasamento na injecdo de drogas (1
rato).

P6s operatdrio e avaliagdo da viabilidade
do membro

Os animais foram observados por um periodo
de 7 dias. A viabilidade dos membros foi determinada
através de exame clinico e observou-se resposta do
tipo tudo ou nada. O membro nao viavel foi definido
pela necrose total do membro e o membro viavel foi
definido por sobrevivéncia total do membro ou
sobrevivéncia total com presenca de necrose parcial
apenas de pele proximo a sutura (definida como
secundéaria a lesdo tecidual cirdrgica e por
desenluvamento). Os ratos foram sacrificados apés
7 dias através de “overdose” de éter inalatdrio.

Avaliac&o dos resultados

Os resultados foram transformados em
porcentagem de viabilidade do membro por grupo e
foram chamados de taxa de sobrevida dos membros.
Os grupos foram comparados entre si e analisados
estatisticamente pelo teste do Qui-quadrado. O nivel
de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Grupos modelos

O grupo modelo 1 foi submetido a 0 hora de
isquemia e foi observado 100% de viabilidade dos
membros. O grupo modelo 2 (isquemia de 2 horas)
evoluiu com uma taxa de viabilidade dos membros
de 80%, o grupo modelo 3 (isquemia de 4 horas)
evoluiu com 63,6% de viabilidade dos membros, o
grupo modelo 4 (isquemia de 6 horas) evoluiu com
50% de viabilidade dos membros e o grupo modelo 5
(isquemia de 8 horas) evoluiu com 20% de viabilidade
dos membros. Os grupos GM1 e GM2, GM2 e GM3,
GM3 e GM5, GM4 e GM5 sao diferentes
estatisticamente com p < 0,05. Os grupos GM3 e
GM4 néo sao diferentes estatisticamente (Tabelal e
Gréfico 1).

Tabela 1 - Grupos modelos.

1°PO 3°PO 5°PO 7°PO 9°PO 11°PO

Glicemia 70 51 50 77 70 73
Amilase 216 547 336 194 172 90
Lipase 1915 3019 1430 620 321 190
Uréia 69 71 73 75 69 52
Creatinina 6.1 6.6 3.8 2.5 1.8 1.3
Amilase uri-

naria Unid/h 251 504 601 1326 1449 1900

100+
90
80
704
60
50
404
304
204
104
0 T T T T
GM1 GM2 GM3 GM4 GM5
Grupos

Taxa de sobrevida %

Grafico 1 - Grupos modelos.

Grupos experimentais

O grupo experimental 1(estreptoquinase)
evoluiu com taxa de viabilidade dos membros de
66,67% e é diferente estatisticamente dos grupos
GM1, GM2, GM4, GM5 (p < 0,05). Nao se observou
diferenca estatistica entre os grupos GE1 e GM3
(Tabela 2 e Grafico 2).

Tabela 2 - Grupos experimentais e grupo modelo 4.

Grupos n N° membros Taxa de sobrevi-
viaveis véncia %
GM4 10 5 50
GE1 12 8 66,7
GE2 10 7 70
GE3 10 3 30
100
T d 80
axa de
60
sobrevida
% 40 GM
20 GE1

0

GM1 GM2 GM3 GM4 GM5

Grupos

Grafico 2 - Grupo experimental 1 x grupos modelos.
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O grupo experimental 2 (alopurinol) evoluiu com
taxa de viabilidade dos membros de 70% e é diferente
estatisticamente dos grupos GM1, GM4, GM5
(p < 0,05). Nao se observou diferenca estatistica entre
0s grupos GE2 e GM2, GE2 e GM3 (Tabela 2 e Gréfico 3).

EGM EGE3

Taxa de .
sobrevida %

GM1L GM2 GM3 G GM5

Grupos *p < 0,05

Grafico 3 - Grupo experimental 2 x grupos modelos.

O grupo experimental 3 (camara hiperbarica)
evoluiu com taxa de viabilidade dos membros de 30%
e é diferente estatisticamente dos grupos GM1, GM2,
GM3, GM4 (p < 0,05). Nao é diferente estatisticamente
do grupo GM5 (Tabela 2 e Grafico 4).

EGM BGEL

Taxa de sobrevida
%

Grupos

Grafico 4 - Grupo experimental 3 x grupos modelos.

DISCUSSAO

O animal de experimentacao

O animal escolhido para o estudo foi o rato
(Ratus norvergicus) da linhagem Wistar devido a
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facilidade em seu manejo. O rato € 0 mais conveniente
animal para utilizagdo e ensino de técnicas
microcirdrgicas pois o tamanho de seus vasos €
equivalente a vasos digitais humanos. Modelos
microcirirgicos em ratos tém sido descritos desde o
inicio da década de 60. Desde entdo o
desenvolvimento de modelos para cirurgias humanas,
microcirurgia e reimplantes tém sido comuns. O rato
tem sido utilizado amplamente nas Ultimas 3 décadas
para desenvolvimento de modelos de reimplantes de
membros e estudo do fendmeno de néo
reperfusao?7 1441434460,

Modelo de reimplante ap6s isquemia

Varias causas para o fendmeno de nao
reperfusdo tém sido propostas. Ames et al em 1968
foi o primeiro autor a descrever o fendmeno de nao
reperfusdo. Descreveu areas de nao reperfusdo no
cérebro e atribuiu estas areas a obstrugdo arterial
secundéria a edema de células endoteliais*°. Miller
et al. observaram que “shuntings” arteriovenosos
ocorriam em extremidades reimplantadas e isto
poderia contribuir para areas de pouca perfusao®s.
Chait et al.'®* e May et al.® sugeriram que a estase,
perda de fluido intravascular, meio acido e exposi¢ao
do colageno da sub-intima poderiam levar a trombose
apos reimplante. Varios investigadores postulam a
presenca de microtrombos como fator contribuinte.
O sistema fibrinolitico estd alterado em vasos
submetidos a isquemia prolongada e pode estar
envolvido no processo da nao reperfusao®. Urbaniak
et al.? em 1997 agruparam os multiplos fatores
responsaveis pelo fendbmeno de nao reperfusédo em 3
grupos: isquemia, lesédo da intima vascular e respostas
sistémicas e locais. Esta triade da nao reperfuséo
interage entre si levando a altera¢fes histolégicas e
metabdlicas na microcirculagdo: constriccdo de
arteriolas, edema endotelial e leucocitario, estase
regional, adesdo e migracdo de leucdcitos,
hemorragia focal, agregacgdo plaquetaria, producéo de
radicais livres do oxigénio e acidose®%.

Varios modelos tém sido utilizados e
desenvolvidos para estudo deste fenébmeno. Membros
posteriores de gatos submetidos a isquemia de 6
horas por torniquete evoluiram para necrose em 33%
e 100% quando submetidos a periodos maiores de
isquemial’. Stock et al.*®* e Thomason e Matzke>?
observaram alteragfes metabdlicas irreversiveis apds
4 horas de isquemia em membros posteriores de
ratos. Swartz et al.%” obtiveram 100% de necrose em
membros posteriores de ratos submetidos a isquemia
de 6 horas.

Zdeblick et al.®® em 1985, estudaram o
reimplante de membros posteriores de ratos apds
tempos de isquemia variados e observou que a
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viabilidade do membro apds a isquemia era do tipo
tudo ou nada. Apds 2 e 3 horas de isquemia a
viabilidade foi de 100%, ap6s 4 horas foi de 50% e
apos 6 horas foi de 20%8%. Edwards et al.'® em 1991
também observaram o fendmeno de tudo ou nada na
sobrevida de membros posteriores de ratos apés
reimplante. Os membros eram submetidos a isquemia
guente de 5 horas e a taxa de sobrevida dos membros
foi de 50%%. Concannon et al.** em 1991 obtiveram
taxa de sobrevida de 30% em membros posteriores
de ratos submetidos a isquemia quente de 6 horas e
esta resposta era do tipo tudo ou nada. Yokoyama et
al. em 2000 estudaram modelos de reimplante de
membro isquémico e isquemia muscular isolada e
propuseram estes modelos para estudo da formagéo
de radicais livres apos reperfusao®. Olivas et al.>®* em
2001 estudaram isquemia do musculo cremaster de
ratos e observaram que 7 e 8 horas de isquemia é o
tempo limite para reversibilidade das lesGes por
isquemia e reperfusdo em musculos.

Diante da discordancia de resultados quanto
a taxa de sobrevida de membros isquémicos em
trabalhos descritos na Literatura, o presente trabalho
testou um novo modelo de reimplante de membro
posterior de ratos apos isquemia quente para estudar
isquemia e reperfusdo. O procedimento cirdrgico
constou de amputagdo parcial mantendo o pediculo
vascular e nervoso do membro semelhante ao modelo
utilizado por Concannon et al.**. A manuten¢éo do
pediculo vascular evita anastomoses microvasculares
e uma nova variavel. A manutencéo dos nervos evita
a perda de sensibilidade e autofagia do membro.

Os grupos modelos foram submetidos a
periodos de isquemia de 0 (GM1), 2 (GM2), 4 (GM3),
6 (GM4) e 8 horas (GM5) e observou-se, conforme
dados da Literatura, uma resposta de tudo ou nada
na sobrevida dos membros isquémicos. As taxas de
sobrevida dos membros foram de 100%, 80%, 63,6%,
50% e 20% respectivamente. Os grupos GM1 e GM2,
GM2 e GM3, GM4 e GM5 séo estatisticamente
significantes e os grupos GM3 e GM4 nao sao
diferentes. Estes resultados demonstram uma curva
tempo de isquemia e sobrevida dos membros,
tornando o modelo de isquemia confiavel.

Trabalhos anteriores utilizaram o tempo de
isquemia de 5 e 6h para estudar a eficacia de agentes
antioxidantes e terapia com oxigénio hiperbarico em
reimplantes de membro'4'6. No presente trabalho os
GM3 e GM4 nao foram diferentes e adotou-se o tempo
de 6 horas de isquemia para o estudo da eficacia da
estreptoquinase, alopurinol e terapia com oxigénio
hiperbérico.

Eficacia da estreptoquinase

Estreptoquinase é um agente fibrinolitico
ativador indireto do plasminogénio. Ativa o sistema

fibrinolitico como um pré-ativador que converte o
plasminogénio em plasmina, protease capaz de
hidrolizar a plasmina e lisar o coagulo®.

Trombose microvascular é componente
importante do fendmeno de néo reperfusdo. A estase
sanguinea, lesdo endotelial por isquemia e exposi¢ao
do subendotélio ativa a cascata de coagulacdo e
culmina na formacé&o de fibrina e agregacéao
plaquetaria. Drogas fibrinoliticas tém sido utilizadas
na microcirurgia profilaticamente para a prevencgao de
trombose em anastomoses. Urokinase, heparina e
prostaglandina E1 fazem parte do protocolo de
reimplante de Yamano® e Fukui e Tamai®. Vertos e
Tsavissis usam estreptoquinase e dextran de baixo
peso molecular rotineiramente ap6s reimplantes.
Fibrinoliticos podem ser utilizados terapeuticamente
para reduzir os efeitos da leséo por isquemia. Sua
eficicia tem sido demonstrada no tratamento de uma
variedade de patologias trombéticas como trombose
arterial aguda coronariana, trombose venosa profunda
e tromboembolismo pulmonar®.

N&o existe um consenso na Literatura sobre a
funcé@o dos agentes tromboliticos no salvamento de
retalhos microcirlrgicos e reimplantes isquémicos.
Varias drogas foram testadas e os resultados séo
conflitantes®¥®. A estreptoquinase e rt-PA foram
utilizadas com sucesso em relatos clinicos de
reimplantes e modelos experimentais de trombose?®.

No presente trabalho, o grupo GE1 recebeu
intravenosamente o farmaco estreptoquinase na dose
de 20000 UL/Kg ap6s isquemia quente de 6 horas.
Esta dose foi escolhida baseado em doses utilizadas
para fibrindlise sistémica na pratica clinica. Esta dose
foi utilizada por Busnardo et al.* em 1997 para estudo
da trombose em anastomoses microcirdrgicas.

A taxa de sobrevida dos membros isquémicos
foi de 66,7% sendo diferente significativamente do
grupo GM4 (isquemia 6 horas). Este resultado sugere
uma melhora na sobrevida dos membros isquémicos
apos utilizagdo da estreptoquinase. O GE1 evoluiu
com uma taxa de sobrevida significativamente maior
gue GMS5 e significativamente menor que GM1 e GM2,
porém nao é diferente da taxa de sobrevida de GM3
(isquemia de 4 horas). Este resultado sugere que 0s
membros submetidos a 6 horas de isquemia e
administracdo de estreptoquinase evoluiram com
sobrevida semelhante aos membros submetidos a
isquemia de 4 horas.

Eficacia do alopurinol

Os radicais superdxido e hidroxila, metabélitos
do oxigénio extremamente reativos, sao formados em
situag@es de isquemia e reperfusdo?®. Podem causar
lesdo na membrana celular diretamente através da
peroxidacdo lipidica ou através da degradacdo do
colageno intracelular. Estes radicais livres derivados
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do oxigénio podem desempenhar um importante papel
na etiologia microvascular do fenébmeno da néo
reperfusdo através da lesdo citotoxica direta no
endotélio vascular®.

O alopurinol atua como inibidor da enzima
xantina oxidase, que exerce importante papel na
formacéo de radicais livres durante a reperfusdo. O
alopurinol ndo permite a conversdo das hipoxantinas
derivadas do ATP em éacido urico, rea¢éo onde 0 O, €
transformado em O,-*".

Existem varias referéncias na literatura sobre
os efeitos benéficos do alopurinol e outros agentes
antioxidantes em modelos de isquemia e reperfusdo
em retalhos facio-cutdneos em ratos e
porcos5,6,21,24,37,39,46,49_

Neste estudo o grupo GE2 foi submetido a
isquemia dos membros por 6 horas e administracao
de alopurinol intravenoso na dose de 45mg/Kg. Esta
dose foi utilizada por Concannon et al.** e
administrada intravenosamente.

A taxa de sobrevivéncia dos membros no grupo
GE?2 foi de 70% e é significativamente maior que o
GM4, sugerindo uma melhora na sobrevivéncia dos
membros isquémicos com utilizacdo do alopurinol.
A taxa de sobrevivéncia de GE2 foi significativamente
maior que a do grupo GM5 e significativamente menor
que a do grupo GM1, porém néo foi diferente da taxa
de sobrevida dos grupos GM2 e GM3. Este dado
sugere que os membros isquémicos por 6 horas e
que receberam alopurinol evoluiram com taxa de
sobrevida semelhante aos membros submetidos a
isquemia de 2 e 4 horas.

Os dados sdo semelhantes aos da Literatura.
Concannon et al observaram uma taxa de sobrevida
de 60% em membros isquémicos de ratos por 6 horas
e administra¢do de alopurinol*. Ferrari et al.!®
observaram reducdo na pressdo compartimental de
membros amputados em ratos com isquemia de
tempos variados e administracdo de alopurinol.
Ablove et al. relataram melhora na taxa de sobrevida
de membros isquémicos amputados de ratos apods
uso da superoxido dismutase. Weiss et al.* relataram
melhora na paténcia vascular e sobrevida de células
musculares e 6sseas apés um modelo de reimplante
isquémico e administracédo de superdxido dismutase.
Waikakul et al.% utilizaram alopurinol em reimplantes
digitais em humanos com evidéncias de melhores
resultados.

Eficacia da terapia com oxigénio
hiperbarico

Existem varias hipéteses para 0 mecanismo
de acdo da terapia de oxigénio hiperbarico. Manson
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et al.3* e Zamboni et al.* relatam o efeito benéfico do
oxigénio hiperbérico em retalhos isquémicos com neo-
formacédo de capilares. A proliferagdo de capilares no
retalho foi observado por Ramon et al.®® através de
microangiografia e este efeito poderia ser secundario
a vasoconstricgdo que o oxigénio hiperbarico promove
na artéria epigastrica, o que estimularia a formacéao
de novos capilares no retalho. Outro mecanismo de
acao seria o sequestro de neutréfilos para o tecido
pulmonar. Os neutréfilos sao fonte conhecida de
radicais livres do oxigénio e atuam como mediadores
de eventos bioldgicos que levam a leséo tecidual
durante a reperfusao®.

Alguns estudos experimentais demonstram
melhora na sobrevida de retalhos cutédneos
isquémicos®. No entanto, outros trabalhos néo
obtiveram melhora na sobrevida de retalhos
isquémicos®?. Edwards et al.’® e Zemmel et al.*
relataram evidéncias de que a preservacdo do
membro amputado em oxigénio hiperbarico pode ser
benéfico.

No presente estudo foram utilizadas 6 sessées
nas primeiras 72 horas do periodo pds-operatorio, com
intervalo de 12 horas entre as sessoes. Este mesmo
esquema de sessdes foi utilizado por Prada em
19983

A taxa de sobrevivéncia de membros
isquémicos por 6 horas que foram submetidos a
terapia com oxigénio hiperbarico (GE3) foi de 30%.
Esta taxa é significativamente menor que a taxa
encontrada para o0 GM4. Este resultado sugere uma
piora na taxa de sobrevida de membros isquémicos
apés oxigénio hiperbéarico. A taxa de sobrevida do
grupo GE3 também foi significativamente menor que
as taxas dos grupos GM1, GM2 e GMS3, porém néao
foi diferente da taxa do GM5. Este resultado evidencia
gue os membros submetidos a isquemia de 6 horas
e oxigénio hiperbarico evoluiram com taxa de
sobrevida semelhante aos membros submetidos a 8
horas de isquemia.

N&o foram encontrados trabalhos na Literatura
gue utilizaram membros reimplantados e terapia com
oxigénio hiperbarico. Este resultado talvez se deva a
grande quantidade de musculo isquémico presente
no atual modelo. Isto poderia levar, na presenca do
oxigénio hiperbéarico e conseqiientemente
vasoconstriccdo da artéria femural e uma maior
disponibilidade do O, a uma piora na isquemia
muscular e maior liberagdo de radicais livres do
oxigénio. Este fato provavelmente ndo existiu em
trabalhos que utilizaram retalhos cutédneos e que por
ndo possuirem musculo suportaram mais o periodo
isquémico e os efeitos da reperfusdo nado foram téao

intensos.
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CONCLUSOES

1. O novo modelo de reimplante de membro
em ratos apods isquemia quente é confiavel e se presta
a estudos de isquemia e reperfusdo com resposta do
tipo tudo ou nada.

2. O farmaco estreptoquinase levou a uma
melhora na taxa de sobrevida de membros isquémicos
reimplantados apds 6 horas de 50% para 63,6% e
mostrou uma evolucdo semelhante ao grupo de
isquemia de 4 horas.

3. O farmaco alopurinol levou a uma melhora

na taxa de sobrevida de membros isquémicos
reimplantados ap6s 6 horas de 50% para 70% e
mostrou uma evolucao semelhante aos grupos de
isquemia de 4 e 2 horas.

4. A terapia com oxigénio hiperbarico levou a
uma piora na taxa de sobrevida de membros
isquémicos reimplantados apds 6 horas de 50% para
30% e mostrou uma evolucdo semelhante ao grupo
de isquemia de 8 horas.

Silva JCF, Siméo DT, Lima LG, Cunha MS, Wada A, Nakamoto H, Ferreira MC. Replantation model after warm ischemia
in rats and the effectiveness of allopurinol, streptoquinase and hyperbaric oxigen therapy. Rev Med (Sao Paulo) 2001
abr./dez.;80(2/4):78-88.

ABSTRACT: Prolonged ischemia leads to alterations in the tecidual microcirculation and oxigen free radicals production.
It was tested a new replantation model after warm ischemia in rats and the effectiveness of allopurinol, streptoquinase
and hyperbaric oxigen therapy. Amputation with preservation of vessels and nerves of the right hind limb was proceeded
in 110 rats. The groups MG1, MG2, MG3, MG4 and MG5 were submitted to 0, 2, 4, 6 and 8 hours of ischemia. The limbs
were observed for 7 days and the survival limb rates in each group were 100%, 80%, 63,6%, 50% and 20% respectively.
MG4 was elected control for experimental groups. The groups EG1, EG2 and EG3 were submitted to 6 hours of
ischemia and were treated with streptoquinase , allopurinol and hyperbaric oxigen therapy. The survival limb rates
were 66,7%, 70% and 30% respectively. The results suggest that the administration of streptoquinase and allopurinol
may be helpful to improve limb salvage after ischemia while hyperbaric oxigen therapy may not.

KEYWORDS: Rats,Wistar; Replantation/methods; Extremities/surgery; Leg/transplantation; Ischemia/surgery;

Allopurinol/therapeutic use; Hyperbaric Oxigenation/methods; Streptokinase/therapeutic use.
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