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RESUMO

OgjeTivo. Foram testados os efeitos do farmaco estreptoquinase e da terapia com oxigénio hiperbarico em modelo
experimental de oclusdo venosa apos reimplante de membro.

Meropos. Foram realizadas amputagdes com preservacio de vasos e nervos dos membros posteriores direitos de 140 ratos.
Os grupos GMO, GMI, GM2, GM3 e GM4 foram submetidos a tempos de ocluséo venosa de zero, uma, duas, trés e quatro
horas. Os grupos GEI e GE2 foram tratados com estreptoquinase e terapia com oxigénio hiperbarico, respectivamente, apds
oclusdo venosa de trés horas. Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste do Qui-quadrado (p<0,05).
ResuLTADOS. As taxas de mortalidade transoperatorias dos grupos GMO, GMI, GM2, GM3 e GM4 foram 0%, 10%, 15%,
30% e 60% e as pos-operatorias foram 5%; |1,1%; 11,7%; 14,2% e 100%, respectivamente. As taxas de viabilidade dos
membros isquémicos apos sete dias de avaliagio foram 100%, 87,5%, 80% e 66,67%. As taxas de viabilidade dos grupos
GEl e GE2 foram 76,9% e 100%, respectivamente. As taxas de mortalidade transoperatérias foram diferentes estatistica-
mente com excecdo de GMI e GM2. As taxas de mortalidade pds-operatorias ndo foram diferentes com excecio de GM3
e GM4. As taxas de viabilidade dos grupos modelo foram diferentes entre si, exceto os grupos GMI e GM2. GE| resultou
em uma viabilidade de membros sem diferenca estatistica e GE2 em uma viabilidade de membros maior que GMS3.
CoNctusho. A estreptoquinase ndo alterou os efeitos da oclusdo venosa e a terapia com oxigénio hiperbarico aumentou a
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viabilidade dos membros.

INTRODUCAO

A oclusdao venosa em retalhos pediculados, microcirirgicos e
reimplantes continua sendo um problema significativo para o cirurgido.
A insuficiéncia venosa € a causa mais comum de perda de reimplantes
digitais'. A oclusdo venosa leva a um aumento na pressdo hidrostatica
na microcirculacdo, levando a lesdo endotelial com extravasamento de
plasma e células. O edema formado aumenta a pressdo intersticial com
compressdo externa dos vasos e isquemia secundéria. Observa-se
depositos de fibrina e ativacdo e agregacdo plaquetdria apds lesao
endotelial, levando a trombose da microcirculaggo. Os neutrdfilos sao
ativados e produzem substancias toxicas, entre elas os radicais livres do
oxigénio®, A lesao tecidual apds a oclusdo venosa é progressiva, com
reperfusdo lenta do membro, manutencdo da isquemia secundaria,
progressao da trombose da microcirculagio e morte tecidual®.

Trabalhos relatam que a oclusdo venosa pos-operatoria € mais
deletéria que a oclusdo global ou arterial. Pequenos periodos de
oclusdo venosa podem levar a efeitos pronunciados e de longa duracao
na microcirculagdo, levando ao comprometimento da viabilidade de
retalhos e membros**®, Estudos experimentais confirmaram que
retalhos de pele podem suportar tempos de oclusdo arterial ou arterial
e venosa de oito horas, mas a oclusdo venosa pelo mesmo periodo leva
a necrose total dos retalhos®. O musculo esquelético é mais sensivel a
oclusdo venosa que a pele. Harashima et al.” observaram 100% de
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necrose em retalhos de pele em ratos apds oito horas de oclusdo
venosa enquanto Gabriel et al.’> observaram lesdes teciduais
irreversiveis apos perfodos de 60 minutos em retalho de musculo
gracil.

Diversos modelos experimentais de retalho cutdneo e musculares
tém sido desenvolvidos em ratos e porcos para o estudo da
fisiopatologia da oclusdo venosa. Poucos trabalhos estudaram os efeitos
da oclusao venosa em tecidos compostos e membros.

A fisiopatologia da congestao venosa envolve estase, hemocon-
centracdo, fluxo lento, ativacdo da cascata de coagulacdo, concen-
tracdo de plaquetas e fibrinogénio. Considerando estas alteracdes no
tecido congesto, existem justificativas tedricas para a utilizacdo de
fibrinoliticos. A estreptoquinase e o ativador do plasminogénio
tecidual tém sido efetivos em salvar retalhos livres em estudos
clinicos e experimentais®’,

Aterapia com oxigénio hiperbarico tem sido aplicada em uma série
de situacoes clinicas. A utilizagdo da terapia com oxigénio hiperbarico
em retalhos isquémicos, enxertos compostos e na preservacio de
membros antes do reimplante tem sido estudada. Os resultados para
retalhos isquémicos sao conflitantes e muito animadores para enxertos
compostos e preservacao de membros isquémicos'®'®. Alguns traba-
lhos relatam efeitos benéficos da terapia com oxigénio hiperbarico em
retalhos cutdneos experimentais submetidos a oclusao venosa'”-"?. Os
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efeitos da terapia com oxigénio hiperbarico em tecidos compostos ou
membros reimplantados e submetidos a oclusdo venosa ainda nao
foram esclarecidos.

O presente trabalho pretendeu testar o efeito da administracdo do
farmaco trombolitico estreptoquinase e da terapia com oxigénio
hiperbarico em um modelo de oclusdo venosa apds reimplante de
membro em ratos.

MEtopos

Foram utilizados 140 ratos Wistar machos, pesando entre 290 g e
310 g, ragdo e dgua ad libitum e perfodo claro/escuro de 12/12 horas.

Os animais foram anestesiados com tiopental sédico (50 mg/Kg)
intraperitonial. Incisdo vertical da pele e tecido celular subcutaneo em
regido inguinal direita foi realizada com identificagdo dos vasos femorais
e seus ramos. Realizou-se incisdo circular na por¢ao média da coxa
abrangendo pele, tecido celular subcutdneo e musculatura com prévia
eletrocauterizacio, mantendo o nervo cidtico identificado e intacto. A
osteotomia do fémur no terco médio foi realizada com serra manual,
utilizando um segmento de latex para protecao dos vasos e nervos do
membro. Obteve-se uma amputagdo do membro posterior direito
com preservacao de vasos e membros. Procedeu-se a sintese dssea
com fixacdo intramedular do fémur com segmento de 2 cm de agulha
30X7 e cola de éster de cianoacrilato e na sintese da musculatura foram
utilizados pontos de ndilon 5.0. Aplicou-se o clipe microvascular
atraumatico na veia femoral antes da emergéncia dos vasos epigastricos
superficiais caudais, evitando-se incluir o nervo e artéria femorais.
Observou-se a interrupcao do fluxo sangliineo da veia femoral por
meio do teste de ordenhamento negativo. Na sintese da pele, foi
utilizada sutura continua de nailon 5.0. A reposicdo volémica foi
realizada por meio da injecdo subcutinea de 50 ml/Kg de solucdo
fisiolégica de NaCl a 0,9%, apds o procedimento cirlrgico.

Os animais foram submetidos a tempos de oclusdo venosa quente
a partir do pincamento dos vasos. Durante esse periodo, os animais
foram mantidos em gaiolas individuais a uma temperatura ambiente de
25°C. Apds o perfodo de oclusdo venosa, os ratos foram anestesiados
com tiopental sédico e realizou-se incisdo vertical em regiao inguinal
esquerda com disseccao e canulagio da veia epigéstrica superficial
caudal com agulha 29G. A sutura vertical da pele do membro posterior
direito foi aberta e retirado o clipe vascular. Antes da retirada do clipe
vascular, foram injetadas solucdes (soro fisioldgico ou estreptoquinase)
com volume total de | ml na veia epigastrica superficial caudal esquerda
nos grupos modelos e experimentais. Procedeu-se, entdo, a sintese
da pele das incisbes e os animais foram acondicionados em gaiolas
individuais.

Os animais foram divididos em grupos modelos e experimentais.
Os cinco grupos modelos, com 20 ratos cada, foram submetidos a
tempos de oclusdo venosa de zero, uma, duas, trés e quatro horas
(GMO, GMI, GM2, GM3, GM4, respectivamente).

O GMS3 foi utilizado como controle dos grupos experimentais que
foram assim divididos:
. Grupo experimental | (GEI): 20 ratos foram submetidos ao proce-
dimento cirlrgico, trés horas de oclusdo venosa e foi injetado | ml de
solucdo contendo 20.000 UI/Kg de estreptoquinase em bolus*'.
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2. Grupo experimental 2 (GE2): 20 ratos foram submetidos ao proce-
dimento cirlrgico, trés horas de oclusdo venosa e foi injetado | ml de
solucao salina 0,9% em bolus. Os ratos foram levados a cdmara
hiperbarica modelo Seecrhist até uma hora apoés o fim da oclusdo
venosa. Foram realizadas seis sessdes de 30 minutos com oxigénio a
100% a 2,5 ATM, perfodos de compressao e descompressao de cinco
minutos e intervalos de |12 horas entre as sesses?'.

Os animais foram observados diariamente por um perfodo de sete
dias. Os dbitos observados foram divididos de acordo com o periodo
em que ocorreram: perfodo transoperatdrio e periodo pds-operatd-
rio. A mortalidade transoperatéria incluiu os 6bitos ocorridos durante
o procedimento cirlrgico desde a aplicacio da anestesia até a liberacao
do clipe vascular. A mortalidade pds-operatéria incluiu os 6bitos
ocorridos desde a liberacio do clipe vascular até o sétimo dia de
pbs-operatorio.

A viabilidade dos membros foi determinada por meio de exame
clinico e os membros foram classificados em vidveis ou no vidveis. O
membro nao vidvel foi definido pela necrose total do membro. O viavel
foi definido por sobrevivéncia total do membro ou sobrevivéncia total
e presenca de necrose parcial apenas de pele préxima a sutura com
presenca de mUsculo vidvel subjacente e crescimento de pélos.

Um rato foi excluido do GE2 por problema relacionado ao clipe
vascular (acidentalmente mantido no pediculo) e os ratos que evolui-
ram para Obito no perfodo transoperatério foram excluidos apds o
cdlculo da taxa de mortalidade transoperatéria para tornar possivel o
cdlculo da taxa de mortalidade pos-operatoria. Os ratos que evoluiram
para 6bito no perfodo pds-operatério foram excluidos ap6s o calculo
da taxa de mortalidade pds-operatdria para permitir o calculo da taxa
de viabilidade dos membros dos ratos vivos apés sete dias. Os animais
foram sacrificados com superdose de éter inalatério.

Os resultados foram transformados em taxas (porcentagens) de
mortalidade dos ratos e viabilidade do membro por grupo. 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

Quarenta e sete animais evoluiram para 6bito, durante o procedi-
mento cirdrgico (27 animais) ou até o sétimo dia de pos operatdrio
(20 animais), levando a uma mortalidade total de 33,8%. No periodo
pds-operatorio, os grupos GM3 e GM4 evoluiram com taxas de
mortalidade diferentes estatisticamente (p<<0,001). As taxas de morta-
lidade no perfodo transoperatério foram diferentes significativamente
entre os grupos GM0 e GMI (p<0,005), GM2 e GM3 (p<0,005) e
GM3 e GM4 (p<0,001).

A viabilidade do membro encontrada apds sete dias de observagao
foi do tipo tudo ou nada e esta representada no Grafico 2.

Os grupos GM0 e GMI (p<0,001), GM2 e GM3 (p<0,05) foram
diferentes estatisticamente. Os grupos GM| e GM2 ndo foram diferen-
tes estatisticamente (p<0,5%).

O GEI evoluiu com taxa de viabilidade dos membros de 76,9% e
nao foi diferente estatisticamente do grupo GM3 (p<0,1). O GE2
evoluiu com taxa de viabilidade dos membros de [00% e foi diferente
estatisticamente do grupo GM4 (p<0,001).
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Grafico | - Mortalidade trans e pos-operatdria dos grupos modelo
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Grafico 3 - Viabilidade dos membros em grupos experimentais e controle
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Discussio

Varios modelos de retalhos tém sido propostos para o estudo da
lesdo tecidual por oclusdo venosa. Harashina etal.”, em 1977, foram os
primeiros autores a desenvolverem um modelo de oclusdo venosa em
retalhos de pele em ratos. Daniel et al.>, em 1982, desenvolveram um
modelo de oclusdo venosa em retalhos cutdneos de porcos que foi
posteriormente utilizado por Hedén et al.® para estudo dos eventos
circulatdrios e metabolicos da oclusdo venosa. Ao final da década de 80,
com o interesse pelo estudo da congestdo, em particular seus efeitos
sobre o mUsculo, foram desenvolvidos novos modelos de retalhos
miocutdneos*®%%, No final da década de 90, surgiu o interesse pelos
efeitos da oclusio venosa em retalhos compostos e membros.
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Nakamura et al.2, em 1998, desenvolveram um modelo de reimplante
de membro posterior de coelhos com preservacdo de vasos em que
era procedido o clipamento da veia femoral. O presente trabalho
utilizou um modelo de oclusdo venosa apos reimplante de membro
posterior de ratos. O procedimento cirlrgico constou de amputacdo
parcial mantendo o pediculo vascular e nervoso do membro semelhan-
te a0 modelo utilizado por Concannon et al.”” e Cunha et al.2"# para
estudos de isquemia.

A mortalidade foi estudada em dois momentos. A mortalidade
transoperatoria reflete os 6bitos secundérios as complicagbes anes-
tésicas e efeitos sistémicos da congestdo venosa. As taxas de mortalida-
de transoperatéria foram progressivas e estatisticamente significantes
entre si, com excecdo de GMO e GMI. Considerando que as compli-
cagbes anestésicas puras sao iguais para todos os grupos, observa-se
um gradual aumento dos efeitos deletérios da congestao por meio de
uma curva tempo de oclusdo venosa e mortalidade. O grupo GM4
destacou-se pela grande diferenca estatistica do grupo GM3, traduzida
pela significancia estatistica (p<0,001). A mortalidade pos-operatoria
reflete os obitos secundarios a reperfusio do membro e infeccio
macica. As taxas de mortalidade pds-operatdria foram significantes
apenas entre os grupos GM3 e GM4. Os resultados sugerem que os
efeitos sistémicos da reperfusio do membro néo sdo importantes até
o tempo de trés horas (tempo critico) e se tornam importantes no
tempo de quatro horas em que as lesdes se tornam progressivas e
irreversiveis.

A viabilidade dos membros mostrou-se como resposta do tipo
tudo ou nada, como relatada em modelos de reimplantes isquémicos
de membro?'#%', A reducdo gradual e significante das taxas de viabi-
lidade a0 longo dos grupos sugere uma curva tempo de oclusdo venosa
e viabilidade dos membros, tornando o modelo de oclusdo venosa
confiavel. O grupo GM3 foi adotado como controle para o estudo da
eficdcia da estreptoquinase e terapia com oxigénio hiperbarico. Este
grupo representou o maior tempo de oclusao venosa antes do tempo
(GM4), em que a taxa de mortalidade pds-operatéria foi de 100%.

Estreptoquinase € um farmaco fibrinolftico 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 codgulo??. Urokinase, heparina e prostaglandina E|
fizeram parte do protocolo de reimplante de Fukui e Tama. Vertos
e Tsavissis®' usaram estreptoquinase e dextran de baixo peso molecular
rotineiramente apos reimplantes. A estreptoquinase e rt-PA foram
utilizadas com sucesso em relatos clinicos de reimplantes e modelos
experimentais de trombose e reimplantes isquémicos?'#,

No presente trabalho, o grupo GE| recebeu intravenosamente o
farmaco estreptoquinase na dose de 20.000 Ul/Kg apds periodo de
oclusao venosa de trés horas. Esta dose foi escolhida com base em
doses utilizadas para fibrindlise sistémica na pratica clinica. Esta dose
também foi utilizada por Busnardo et al.%, em 1997, para estudo da
trombose em anastomoses microcirlrgicas em ratos e por Cunha
etal.?', em 2005, para o estudo de reimplante de membro isquémico
em ratos. A taxa de viabilidade dos membros isquémicos foi de 76,9%
e nao foi diferente significativamente do grupo controle GM3. Este
resultado sugere que a utilizacio da estreptoquinase nao é suficiente
para alterar a sobrevivéncia de membros congestos. A utilizacdo de
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tromboliticos pode reduzir a coagulagdo intravascular e aumentar o
fluxo de reperfusdo, diminuindo a reperfusdo lenta da congestao
venosa. No entanto, poderia também aumentar a formacao de hema-
tomas intersticiais, aumentando a pressao intersticial e levando a uma
piora na reperfusao. Estes dois mecanismos parecem atuar simulta-
neamente impedindo um efeito benéfico puro da estreptoquinase.

Existem varias hipSteses para o mecanismo de acdo da terapia com
oxigénio hiperbarico'®. Manson et al.'' e Zamboni et al."? relataram o
efeito benéfico do oxigénio hiperbarico em retalhos isquémicos com
neoformacdo de capilares. A proliferacao de capilares no retalho foi
observada por Ramon et al.'? através de microangiografia e este efeito
poderia ser secunddrio a vasoconstriccdo que o oxigénio hiperbarico
promovia na artéria epigastrica, o que estimularia a formacéo de novos
capilares no retalho. Outro mecanismo de acdo seria o sequestro de
neutrdfilos para o tecido pulmonar. Os neutréfilos sao fonte conhecida
de radicais livres do oxigénio e atuam como mediadores de eventos
bioldgicos que levam a lesao tecidual durante a reperfusio®. A terapia
com oxigénio hiperbarico aumenta o oxigénio dissolvido no plasma e na
presenga de circulagao sangliinea; isto resulta em aumento da tensdo
tecidual de oxigénio. A inalagdo de oxigénio a 100% a 2,5 ATM de
pressdo, a tensdo tecidual de oxigénio aumenta |2 vezes e a distancia
de difusdo efetiva do oxigénio nos tecidos aumenta trés vezes*. O
oxigénio hiperbarico reduz o edema pds-traumatico e lesdes causadas
pelos radicais livres do oxigénio em estudos experimentais com indicios
de aumento da atividade da superdxido dismutase'®,

Estudos experimentais t&ém mostrado efeitos benéficos da terapia
com oxigénio hiperbarico em modelos de retalhos cutaneos subme-
tidos a oclusdo venosa'®'**, Lozano et al."” observaram que a terapia
com oxigénio hiperbarico associada a utilizacio de sanguessugas
diminui a area de necrose em retalhos epigastricos de pele em ratos
apos oclusdo venosa total, porém somente o oxigénio hiperbarico
ndo era benéfico.

O efeito da terapia com oxigénio hiperbarico em tecidos
compostos ou membros foi pouco estudado. No presente estudo,
foram utilizadas seis sessdes de terapia com oxigénio hiperbarico
nas primeiras 72 horas do periodo pds-operatério, com intervalo
de 12 horas entre as sessdes. Este mesmo esquema de sessdes
também foi utilizado por Prada'®, em 1998, e Cunha et al.?,
em 2005, para estudos de isquemia. A taxa de viabilidade dos
membros submetidos a oclusdo venosa por trés horas e subme-
tidos a terapia com oxigénio hiperbarico (GE2) foi significativa-
mente maior que a taxa encontrada para o grupo controle GM3.
Este resultado sugere um efeito benéfico na taxa de viabilidade dos
membros submetidos a oclusdo venosa.

Nao foram encontrados trabalhos na literatura que tivessem
utilizado membros submetidos a oclusdo venosa e terapia com oxigénio
hiperbarico. Varios mecanismos podem ser propostos para explicar o
efeito benéfico. Na fisiopatologia da oclusdo venosa estao envolvidos
edema tecidual, producéo de radicais livres do oxigénio, microtrom-
boses da microcirculagio e queda da tensdo tecidual do oxigénio. A
terapia com oxigénio hiperbdrico mostrou-se eficaz experimental-
mente em reduzir o edema tecidual, a producdo de radicais livres do
oxigénio por meio do aumento da funcdo da enzima superdxido
dismutase e em aumentar a tensao tecidual do oxigénio.
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CoNcLusAo

O farmaco estreptoquinase ndo mostrou beneficio na taxa de
viabilidade de membros submetidos a oclusdo venosa apds trés horas.
A evolucdo foi semelhante ao grupo controle.

Aterapia com oxigénio hiperbarico levou a uma melhora na taxa de
viabilidade de membros submetidos a oclusdo venosa por trés horas de
66,67% para 100%.

Conflito de interesse: nio ha.

SUMMARY

EFFECTS OF STREPTOKINASE AND HYPERBARIC OXYGEN THERAPY ON
VENOUS OCCLUSION AFTER LIMB REIMPLANTATION IN RATS

OsjecTive. The effectiveness of streptokinase and hyperbaric oxygen
therapy on venous occlusion after limb reimplantation was tested in rats.

MeTHobs. Amputation with preservation of vessels and nerves of the
right hind limbwas carried outin | 40rats. Groups MGO, MG I, MG2, MG3
and MG4 were submittedto 0, 1, 2, 3 and 4 hours of venous occlusion.
MG3 was elected as control for the experimental groups. Groups EG | and
EG2 were submittedto 3 hours of venous occlusion and were treated with
streptokinase and hyperbaric oxygen therapy. Limbs were observedfor 7
days and their mortality and survival rates were studied.

ResuLTs. Trans-operatory mortality rates in groups MGO, MG |, MG2,
MG3 and MG4 were 0, 10, 15, 30 and 60% respectively and the
postoperatory mortality rates were 5, [1.1; [1.7; 14.2 and 100%
respectively. The limb survival rates were 100%, 87.5%, 80% and
66.67% respectively and 76.9% and 100% in EG| and EG2. Model
groups were statistically different, except for MG and MG2 in trans-
operatory mortality rates. There were no statistical differences in
postoperatory mortality rates between model groups exceptfor MG3 and
MG4. Model groups were statistically different, with the exception of MG |
and MG2, in limb survival rates. EG| and MG3 showed no statistical
difference in limb survival and EG2 had a better limb survival than MG3.

Conctusion. Results suggest that the administration of streptokinase
does not change effects of venous occlusion and that hyperbaric oxygen
therapy may decrease the effects of venous occlusion in limbs. [Rev Assoc
Med Bras 2007; 53(1): 29-33]

Kev worps: Rat limb. Venous occlusion. Streptokinase. Hyperbaric
oxygen.
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