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INTRODUCAO

Os mecanismos responsaveis pela necrose celular,decorrente

RESUMO

OsJEeTIvO. Estabelecer relagao entre a sobrevivéncia de retalhos cutaneos em ilha submetidos a isquemia
prolongada e o uso da estreptoquinase e do alopurinol administrados apds o periodo de isquemia
prolongado.

MErtopos. Foram utilizados 48 ratos machos da raga Wistar, com peso entre 300 e 350g, divididos
em quatro grupos com 12 cada um, sendo; grupo controle, alopurinol, estreptoquinase e associagao
de alopurinol com estreptoquinase, submetidos a disseccdo de retalho epigéstrico em ilha, seguido de
clampeamento do feixe vascular, por oito horas em isquemia mista normotérmica. Apés este periodo,
as pingas foram retiradas e cada animal recebeu o esquema terapéutico proposto através de injecdao
intravenosa. A analise da sobrevivéncia dos retalhos foi realizada no sétimo dia de pds-operatério.
Foram realizadas anélises descritivas (% de area necrética) e de variancias, bem como comparacoes
multiplas de Dunnett T3 entre os quatro grupos e o teste da mediana.

ResuLtapos. O grupo controle apresentou em média 79,88% de necrose da area total. Aqueles que rece-
beram alopurinol apresentaram em média 64,05% de necrose e o grupo que recebeu estreptoquinase
apresentou em média 55,52 % de necrose. Com a associacao das duas drogas, os ratos apresentaram
54,30% em média de necrose do retalho. Aplicando o teste Dunnett e o teste da mediana verificou-se
de que o grupo estreptoquinase é o com menor percentual de necrose neste estudo.

ConcLusio. A administracao sistémica da estreptoquinase apds oito horas de isquemia mista normotér-
mica resultou em aumento da sobrevivéncia de retalhos epigéstricos em ilha em ratos, quando compa-
rada a administracdo de alopurinol, associacao do alopurinol e estreptoquinase e do grupo controle.

UniTermos: Estreptoquinase. Alopurinol. Traumatismo por reperfuséo. Retalhos cirlirgicos. Radicais livres.

microcirtrgicas e infartos do miocardio® . Isquemia secundaria
em um tecido ou érgdo transplantado frequentemente ndo é
detectada nos estagios iniciais e torna-se clinicamente aparente

de isquemia prolongada seguida de reperfusao, isto é, lesdo de
isquemia-reperfusdo!'® tornaram-se um desafio da ciéncia nos
Ultimos anos, visto suas implicagdes em traumas, transplantes de
o6rgéos e tecidos, infarto agudo do miocardio, lesdes vasculares
e cirurgias plasticas reconstrutivas.

A lesao de isquemia-reperfusao ocorre por alteracoes na
microcirculagdo por meio da liberacao de enzimas proteoliticas,
producéo de radicais livres e obstrucao fisica da microcirculacao
no nivel capilar.

Esquemas terapéuticos sao sugeridos visando melhorar os
resultados dos transplantes de 6rgaos e tecidos, reconstrugdes
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quando a oportunidade de recuperar o tecido ndo mais existe,
apesar da revisao das anastomoses e verificacao da permeabi-
lidade dos vasos.O tecido nao é perfundido, com consequente
necrose. Denomina-se este fendmeno de néo perfusao, devido a
trombose da microcirculagdo e nao por trombose do pediculo303t,

O retalho epigastrico foi escolhido no presente estudo,por
ter irrigacdo sanguinea axial através dos vasos epigéastricos
superficiais inferiores facilmente acessiveis conforme descrito
por Sasaki e Pang, sendo um modelo amplamente utilizado
em pesquisas cientificas!?1537:39-43 relacionadas ao estudo da
isquemia/reperfusao.
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O objetivo do presente estudo é estabelecer relacao entre a
sobrevivéncia de retalhos cutaneos em ilha de ratos, submetidos
a isquemia prolongada, e 0 uso da estreptoquinase e do alopu-
rinol, isoladamente ou associados, administrados apos oito horas
de isquemia, com a possivel prevencdo dos efeitos deletérios
ocorridos no periodo de isquemia e reperfusao.

METtopos

Foram utilizados 48 ratos machos da raca Wistar, com peso
entre 300g e 350g, divididos em quatro grupos:

GRUPO 1: oclusdo dos vasos epigastricos inferiores durante
oito horas com posterior injecdo de 1 ml de cloreto de sodio a
0.9%.

GRUPO 2: oclusao dos vasos epigastricos inferiores durante
oito horas com posterior injecao de 1 ml de solu¢do de alopurinol
(Sigma-Aldrich A8003) 100mg/kg, diluido em 1N de NaOH e
titulado com 2 N de HCI até o ponto de cristalizacéo.

GRUPO 3: oclusédo dos vasos epigastricos inferiores durante
oito horas com posterior injecdo de 1 ml de solugédo contendo
10.000 unidades internacionais de estreptoquinase (Streptase
1500000 IU -Hoeschst Marion Roussel) diluida em solugao
salina a 0,9%.

GRUPO 4: oclusao dos vasos epigastricos inferiores durante
oito horas com posterior injecdo de 1 ml de solucao da associagao
das duas drogas nas doses ja estabelecidas.

Os procedimentos cirlrgicos iniciaram-se com a anestesia
dos animais com pentobarbital na dose de 35mg/kg,por via
intraperitoneal, seguida da tricotomia das regides abdominal e
inguinal direita. Os limites do retalho de 3,0 x 6,0 cm foram
demarcados sobre a pele do animal a partir da linha média (limite
lateral esquerdo) e regiao inguinal direita (limite inferior).Para a
injecdo das drogas,os ratos foram submetidos a anestesia local
com xilocaina 2% nos locais de manipulagao e inalagdo com éter
etilico. A analgesia durante o periodo de isquemia do retalho foi
realizada com dipirona IM na dose de 30mg/kg.

Realizou-se incisdo na regido cutédnea dos limites demar-
cados até o plano aponeurético, com excegédo da regido inguinal,
onde somente a pele foi incisada, seguida da disseccao do retalho
no sentido cranio-caudal, com visualizagéo do pediculo vasculo-
nervoso, tornando o procedimento mais seguro’® (Figura 1). Com
auxilio de microscépio microcirdrgico foi realizada a dissecgéao
do feixe vésculo-nervoso, seguida do clampeamento dos vasos
com clampes microcirtrgicos.

Realizada sutura continua com fio de nylon monofilamentar
5-0 do retalho ao seu leito, exceto na extremidade inferior direita
do retalho, onde foi realizada sutura com pontos simples. Os
animais foram novamente anestesiados e os clampes micro-
cirtrgicos retirados apds oito horas de isquemia normotérmica
e mista (arterial e venosa), pela extremidade inferior direita do
retalho. Apds a retirada do clamp, realizou-se incisao na regiao
inguinal esquerda e com auxilio do microscépio microcirirgico,
procedeu-se a cateterizacao da veia femoral esquerda com cateter
de silicone de 0.7mm para administracdo da farmacoterapia
correspondente ao grupo determinado.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com
agua e ragao “ad libitum”, sob observacao diaria até o sétimo
dia, quando foram novamente anestesiados, fixados na prancha
para transposicdo grafica das areas viaveis e necroticas (Figura
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Figura 1 - Artéria e veia epigastricas inferiores superficiais

Figura 2 - Necrose parcial observada no sétimo dia
pos operatorio - rato 6 do grupo 2

2) do retalho para uma folha de acetato transparente sobreposta
ao retalho. Estas imagens foram analisadas pela transposicao
da area de necrose e area total para um papel de acetato e as
porcentagens entre as areas foram comparadas. Os animais
foram sacrificados, com uso de anestésicos inalaveis, conforme
orientacdo da Associagdo Americana de Medicina Veterinéria e
Conselho Federal de Medicina Veterinaria.

Foram realizadas analises descritivas e de variancias, bem
como, foram realizadas as comparagdes mdultiplas de Dunnett
T3 entre os quatro grupos.

REsuLTADOS

Analisados os retalhos apos sete dias, os animais do grupo
controle apresentaram em média 79,88% da area total do retalho
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epigastrico necrosado, os que receberam alopurinol apresen-
taram em média 64,05% e os animais do grupo que receberam
estreptoquinase apresentaram em média 55,52 % de necrose do
retalho. Com a associacao das duas drogas os ratos apresentaram
em média 54,30% de necrose da area total retalho.

Na Figura 3 pode-se observar as medidas descritivas.
Notamos que o grupo estreptoquinase apresenta o menor
desvio padrao, caracterizando o grupo com resultados menos
dispersos em relagao aos demais e com média préxima do grupo
alopurinol-estreptoquinase.

Aplicando o teste Dunnett constatou-se que o grupo estrep-
toquinase é diferente do grupo controle (p=0,008), ou seja,
0 grupo estreptoquinase apresenta maior concentracao das
medidas em torno da média e estas sdo as menores do estudo.

Aplicando o teste da mediana constatou-se que o grupo
estreptoquinase apresentou apenas duas medidas acima da
mediana (geral) contra nove medidas do grupo controle, isto
€, existe menor numero de medidas maiores que a mediana
nesse grupo em relacao aos demais. O grupo estreptoquinase
apresentou menores medidas, ou seja, 0 menor percentual de
necrose neste estudo.

Discussio

Aelucidacao dos eventos responsaveis pela lesdo de isquemia
e reperfusdo auxilia na obtencdo de melhores resultados em
cirurgias reconstrutivas, minimizando a morbidade cirlrgica.

Nos casos dos retalhos cuténeos, apos a dissecgao, verifica-
se estado hiperadrenérgico decorrente da secgao das terminagdes
nervosas do sistema nervoso simpatico pelas bordas cutaneas
do retalho. Ao mesmo tempo ocorre acimulo de neurotransmis-
sores, como a ,noraepinefrina,levando a vasoconstricgao; ocorre,
assim, oclusdo completa e temporaria dos capilares. O retalho
ja se encontra submetido a algum grau de isquemia. Quando
a acdo dos neurotransmissores cessa, os capilares tornam-se
dilatados permitindo a reperfusao, e esta dilatagédo pode durar
de 8 a 30 horas!!.

Quando ocorre trombose do pediculo, verifica-se rapido
aumento da pressao intraluminal, com subsequente edema
intersticial'®>, que age como uma barreira para a difusdo do
oxigénio, ocasionando lesdo das células endoteliais e destruigéo
das ligacoes intercelulares, com exposicdo da matriz subendo-
telial. Plaquetas aderem a matriz subendotelial mediadas por
colageno, fibronectina e o fator de Von Willebran!7-20.

Plaquetas ativadas degranulam, liberando ADP e serotonina,
que induzem a agregacao de outras plaguetas. Ocorre liberagdo
de trombina levando a converséo de fibrinogénio em trombo.

Além disso, as células endoteliais lesadas perdem suas
propriedades antitrombéticas e fibrinoliticas deixando de secretar
prostaciclina, que ¢ um potente vasodilatador e antiagregante
plaquetéario. Desta forma ocorre estado de hipercoagulubilidade
local, que contribui para a trombose da microcirculacao.

Com a isquemia, as reservas de ATP sao consumidas. Exis-
tindo acimulo de hipoxantina, ocorre conversao irreversivel da
forma fisiolégica da enzima xantina desidrogenase em xantina
oxidase, e estas substancias se acumulam enquanto o tecido
estiver submetido a isquemia?!-22,

Em qualquer estado de hipoperfusao estes mecanismos séao
ativados normalmente e estdo em equilibrio com mecanismos
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Figura 3 - Area de necrose x sobrevivéncia segundo
terapéutica proposta
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quelantes de radicais livres, como as enzimas enddgenas, supe-
roxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase.

A xantina oxidase converte a hipoxantina e a xantina em
4cido Urico usando como co-fator o oxigénio que adentra os
tecidos na reperfusao. Desta reagdo sao liberados os radicais
livres derivados do oxigénio®3-?6, Essas moléculas possuem um
elétron ndo pareado em seu Ultimo orbital, o que lhe confere alto
poder reativo. Estes radicais, peréxido, superéxido e hidroxila,
destroem a integridade da arquitetura microvascular através da
peroxidagao lipidica dos componentes da membrana celular e
organelas; além de lesarem a membrana basal do endotélio
através da desagregacdo do acido hialurbnico?’.

A isquemia também leva ao aumento da expressdo das
moléculas de ICAM-2 responsaveis pela agregacdo leucocitéria
ao endotélio%2829,

Estes eventos de hipercoagulubilidade, lesao por radicais
livres, agregacao leucocitaria, edema intersticial, vasoespasmo
e estase, ocasionam a trombose irreversivel da microcirculagao.
Quanto antes esta cascata for revertida, maior serd a chance
de viabilidade do tecido, visto que esses fendbmenos sdo tempo
dependentes??.

Neste contexto, alguns farmacos estdo sendo empregados
na tentativa de minimizar e prevenir estes eventos. O presente
estudo visou analisar os efeitos da estreptoquinase (trombolitico)
edoalopurinol (inibidor da xantina oxidase) em retalhos cutaneos
submetidos a isquemia prolongada.

Acredita-se que a isquemia venosa normotérmica por oito
horas leva a necrose irreversivel nos retalhos epigéastricos
em ratos'?, embora haja excegdes em modelos experimen-
tais semelhantes®?. Ja a isquemia mista (venosa e arterial) é
melhor tolerada. A baixa toleradncia a isquemia venosa deve-se
principalmente ao aumento progressivo da pressdo sanguinea
intraluminal o que aceleraria os processos patoldgicos da lesao
tecidual, com edema endotelial abrupto com dificuldade para
difuséo gasosa.

Desta forma, determinou-se o periodo de 8 horas como
isquemia prolongada e a administragdo das drogas no momento
da reperfusdo, na tentativa de mimetizar casos como ampu-
tacbes, traumas graves, tromboses vasculares e de retalhos
microcirirgicos.
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0 aumento da sobrevivéncia dos retalhos em que se aplicou
a estreptoquinase demonstrou diferenca estatistica significativa
nesta série. Por outro lado, o uso do alopurinol e a associacao
de ambas drogas nao demonstraram aumento da sobrevivéncia
dos retalhos.

Diversos estudos evidenciaram os efeitos benéficos do alopu-
rinol utilizado como pré-tratamento, ou seja, momentos antes da
elevagdo do retalho, ou antes da reperfusdo!®11:13:33, Verificou-se
também aumento na tensédo da cicatriz através de maior migragéo
de fibroblastos em feridas isquémicas em ratos34 tratados com
alopurinol. Provavelmente, administrando o alopurinol como pré-
tratamento, o beneficio deve ser maior, prevenindo a formagéo
de radicais livres, uma vez que sua agao € a de inibir a xantina
oxidase, ndo agindo diretamente nos radicais livres.

Vale ressaltar que estudos realizados em porcos nao demons-
traram diferenca estatistica significante quando utilizado o
alopurinol, o que se deve ao fato do nivel de xantina oxidase ser
40 vezes maior na pele dos ratos, se comparado com a pele de
porcos e humanos?!:3%,

Ja a estreptoquinase , consagrada na pratica clinica como
terapia em infartos do miocérdio, entre outras fungdes, parece
exercer melhor efeito quando utilizada como veiculo de deso-
bstrugao dos vasos do retalho,com a solugdo trombolitica sob
pressao maior que a do animal na tentativa de reverter os
processos que levam a néo reperfusao 36:37:38,

Uma vez estabelecida a trombose da microcirculagédo, a
pressao arterial do animal parece nao ser suficiente para levar
as drogas até o tecido isquémico, o que pode ter sido a causa
da pequena melhora, quando utilizado este trombolitico nesta
série.

Pesquisas com diferentes esquemas terapéuticos bem como
periodos de isquemia e diferentes tecidos tornam-se cada vez
mais necessarias para entender e minimizar a lesdo de isquemia
e reperfusdo, obtendo melhores resultados cirlrgicos e, desta
forma, o progndstico dos pacientes com este tipo de leséo.

ConcLusAo

A administracéo sistémica da estreptoquinase apés 8 horas
de isquemia mista normotérmica resultou em aumento da
sobrevivéncia de retalhos epigéstricos em ilha em ratos, quando
comparado a administracdo de alopurinol, associagdo do alopu-
rinol e estreptoquinase e do grupo controle.

Conflito de interesse: ndo ha

SUMMARY

STUDY OF THE EFFECT OF STREPTOKINASE AND ALLOPURINOL IN ISLAND
SKIN FLAPS SUBMITTED TO PROLONGED ISCHEMIA - EXPERIMENTAL STUDY
IN RATS

Backerouno. To establish a relation between the survival rate
of island skin flaps submitted to prolonged ischemia and the
effect of streptokinase and allopurinol administered after the
ischemic period.

MeTHops. A total of 48 male Winstar rats, each weighing
between 300 and 350 grams,were separated into four groups
of twelve as follows: control, allopurinol, streptokinase and
association of allopurinol and streptokinase, were submitted
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to an epigastric island flap dissection followed by epigastric
vessel bundle clamping. Flaps remained this way for 8 hours
in normothermic mixed ischemia. After the ischemic period,
clamps were removed and each rat received the therapeutical
scheme proposed for the group by 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, it could
be verified that, in this study the streptokinase group had the
lowest necrosis rate.

Conctusion. The systemic administration of streptokinase
after 8 hours of normothermic global ischemia resulted in an
increased survival rate of epigastric island skin flaps in rats,
when compared to the administration of allopurinol, association
of the two drugs and the control group. [Rev Assoc Med Bras
2009; 55(5): 601-5]

Key worbps: Streptokinase. Alopurino, Reperfusion injury. Surgical
flaps. Free radicals.
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