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RESUMO

I 

Introdução: O insucesso de retalhos cutâneos devido à necrose total ou 
parcial não é um evento raro. O edema pode ser um fator implortante na perda do 
retalho. A hialuronidase degrada o ácido hialurônico presente no tecido conjuntivo 
que está envolvido na homeostase da água na matriz extracelular, e pode ser 
importante no aumento da viabilidade de retalhos cutâneos. I 

Objetivo: Avaliar o efeito da hialuronidase sobre a viabilidade de retalhos 
cutâneos randomizados em ratos. 

Método: 42 ratos Wístar distribuídos em quatro grupos foram incluídos na 
pesquisa. Praticou-se um retalho randomizado de 2 x 7 cm no dbrso do animal. Três 
grupos receberam tratamento pós-operatório durante 4 dias. Grupo A (n=11) 
recebeu 100 UI/dia de hialuronidase, o Grupo B (n=1 1) 50 UI/dia de hialuronidase e 

o Giupo C (n=10) água destilada. O Grupo D (n=l0) não recelbeu tratamento. Foi 
avaliada a área de necrose e submetido a análise estatística. 

Resultados: As taxas de necrose no 7° PO foram: no Gmpo A 38,69% (i 
9,26), Grupo B 38,20% (i 15,05), Grupo C 51,97% (i 8,37) e Grupo D 45,90% (if 
12,57). Houve diferença estatisticamente significante (p<0,05) lentre os Grupos A e 

B quando comparados com o Grupo C. Não houve diferença estatisticamente 
significante dos Grupos A e B em comparação com o Grupo D.I 

Conclusão: No modelo experimental do presente trabalho, a hialuronidase 
. _ . . ,L . demonstra-se efetiva em aumentar a viabilidade de retalhos cutaneos randomizados 

em ratos, quando o fator edema encontra-se envolvido no procesiso, o que sugere um 
provável mecanismo de redução do componente edematoso.



SUMMARY 

Introduction: Skin flap failure related to total or partial inecrosis is not a rare 
event. Edema could be an important factor on flap losing. Hyaluronidase breaks 
down the hyaluronic acid exiting in the connective tissue, wlhich is involved on 
water homeostasis of intercellular ground substance, and nray be important on 
increasing flap survival. I 

Objective: To evaluate the effect of hyaluronidasel on cutaneuos flap 
survival in rats. 

was made a 2 x 7 cm random flap in the dorsal aspect of the animal Three groups 
Method: 42 Wistar rats divided in four groups Were included in this study. It 

¡
. 

received post-operative treatment during four days. Group A ‹1n=1 1) received 100 
UI per day of hyaluronidase, Group B (n=l1) 50 UI per day and Group C (n=lO) 
received distilled water. Group D (n=lO) was not treated. It was evaluated the 
necrosis area which were statistically analyzed.

= 

Results: Necrosis rates on 7'h day were 38,69% (i9,26) in the Group A, 
38,20% (i15,05) in the Group B, 51,97% (i8,37) in the Group C and 45,90% 
(i12,57) in the group D. There was found difference with s istical significance 'Lat 

(p<0,05) between Groups A and B when compared with the Group C. There was no 
statistical difference when compared Groups A and B with Group D. 

Conclusion: In the rat model of this work, hyaluronidase was found effective 
on increasing random cutaneous flap survival when infiltration factor was involved, 
and this suggests a reduction of edema to be the provable mechanism.



1. INTRODUÇÃO 

Na prática diária do cirurgião plástico são comuns situalções que desafiam a 
argúcia do profissional na busca de soluções às queixas dos pacientes. Uma delas é 

o mau resultado com retalhos utilizados para reparação de áreas cruentas, em
~ conseqüência às necroses totais ou parciais, que levam a situaçoes desagradáveis 

para o paciente e provocam desânimo no cirurgião. Na busfa de soluções que 
evitem este tipo de situação, tem-se realizado um número apreciável de pesquisas 
tanto experimentais quanto clínicas com resultados alentadoreís em alguns casos e

I desconcertantes em outros. 

Uma das causas deste insucesso é atribuída à ocorrência ide edema devido ao 
acúmulo de líquido no espaço extracelular, resultante da açãolde dois fenômenos: 
(1) extravasamento anormal de líquido do plasma para os espaços intersticiais 
através das paredes dos capilares, e (2) falha dos linfáticos 
liquido do interstício para a corrente circulatória. A causa 
acúmulo é o excesso de filtração de líquido nos capilaresl. 

Sabe-se que qualquer fator que aumente a pressão capi 
venoso dificultado) e a penneabilidade capilar (como a isq 
aumentará a filtração. Os dois fenômenos podem ocorr 

principalmente, se a relação largura-comprimento estiver 

linfáticos, que também se encontram diminuídos não consegue 

em reabsorver este 
mais comum deste 

lar (como o retomo 
uemia prolongada), 
er em um retalho, 

acentuada. Se os 
' absorver o líquido , m 

acumulado no interstício, haverá ainda mais edema. Em contrapartida, pode-se 
inferir que, diminuindo a pressão coloidosmótica do interstício, a filtração (e por 
conseqüência o edema) poderia ser atenuada. 

r r No intersticio se encontram dois tipos de estmturas soli das: (1) os feixes de 
fibras colágenas e (2) filamentos de proteoglicanos, que são moléculas espiraladas, 
extremamente delgadas formadas por cerca de 98% de ácido hialurônicoz.

|
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O ácido hialurônico é um polissacarídeo de alto peso mtolecular encontrado 
na matriz extracelular, especialmente em tecidos conectivos como gelatina de 
VVHARTON do cordão umbilical, pele, aorta, humor vítreo, cartilagem articular e 

núcleo pulposo; ao qual se atribui várias funções como o equilíbrio da água na 
matriz extracelular e no plasma3'4'5'6'7. É sintetizado por fibroblêistos e outras células 
de tecidos conjuntivos especializados como condrócitos3. Pbssui um alto peso 
molecular (estimado em 7 x 106 DALTON no líquido sinovial), contendo, em uma 
estrutura linear, resíduos altemantes de N-acetil D-glicosamina e ácido D- 
glucurônico unidos por ligações [beta] (1-4) e [beta] (1-3)6í7. Diferencia-se de 

outros glicosaminoglicanos, devido à sua estrutura primária, onde não existem 
peptídeos, e sua síntese, que se verifica na membrana plasmátida e não no aparelho 
de GOLGI5. 

As conseqüências das mudanças na concentração de ácido hialurônico, ou 
degradação de seus polímeros, foram demonstradas por DURAI+I-REYNALS8 como 
um “fator de expansão” obtido de extrato de testículos que diíseminava a tinta da 
Índia e outras tinturas e microorganismos na pele, mas foi apenas em 1940 
reconhecido que esse fenômeno devia-se ao efeito enzimático dia hialuronidase4'5. 

A hialuronidase é uma enzima que degrada o ácido hialurônico”. 

Quimicamente, trata-se de uma “hidrolase” com peso mdlecular de 60.000 

DALTON, encontrada especialmente nos extratos de testículos: e no esperma, mas 
também no baço, olhos, pele, rins, figado, musculatura esquelética, útero, placenta, 
ovários, secreção nasal, no líquido lacrimal e também na parte posterior da 
hipófise4. Foi encontrada no sangue, especialmente de pacientes portadores de 
tumores malignos”. Através da divisão do ácido hialurônico é reduzida a 

viscosidade da substância de ligação intercelular, a qual possui como componentes 
principais o ácido hialurônico e o ácido condroitino - sulfi1roso,,sem causar reduçao 
do colágeno4, embora GODEAU e ROBERT afirmem que a injeção intradérmica de 
hialuronidase em coelhos age sobre proteoglicanos que são degradados e as ligações 
de colágeno dissociadosm.
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O acúmulo do ácido hialurônico pode causar edema interlsticial e disfunções 
em vários órgãos. Alguns estudos sugerem que o ácido hialurônico é de importância 
crítica na formação de edema após transplante renal e que a hialuronidase pode 

. ,` . . , _ L 

reduzir esta ocorrencia melhorando a sobrevida dos orgaos transplantadosn. 

Tem-se observado mudanças morfológicas depois de injeções intradérmicas 

de hialuronidase, confirmando a habilidade desta enzima iem influenciar a 

composição e estnitura da dermew. Demonstrou-se, clínica e experimentalmente, 

que a hialuronidase reduz os efeitos da isquemia tecidual em infarto de miocardio e 

choque hemorrágico12”13”14, assim como em infaitos cerebrais experimentais”. A 
~ . . 

I A . 

proteçao contra a necrose induzida pelo extravasamento de substancia esclerosante 

foi testada em um experimento controlado, evidenciando-se a efetividade da 

hialuronidase e concluindo-se que a dose eficaz é de 75 UI, e que maiores doses não 

proporcionavam uma maior proteção”. 

A hialuronidase tem sido utilizada em pesquisas clínicas em humanos 
combinada com anestésicos locais para melhorar a penetração e a duração da ação, 
especialmente em anestesia peribulbar17'18'l9, assim como em ciriirgias cutâneas2°'21. 

Diversos trabalhos envolvendo a hialuronidase em outros aspectos 

fisiopatológicos têm sido realizados, o que dá uma idéia da importância e 

versatilidade desta enzima22'23. 

Sendo a hialuronidase uma droga de uso em humanos, com indicações em 
algumas disciplinas ciiúrgicas, com estudos experimentais suportam a sua 

importância em retalhos cutâneos (quando que já passaram 1,8 anos desde estes 

u ' ' 

estudos), chamou a atenção deste pesquisador a falta de es dos clinicos dando 'L 

continuidade a estes trabalhos. Planejou-se esta pesquisa experimental no intuito de 

corroborar os achados destas pesquisas e sustentar, no fiituro, trabalhos clínicos a 

fim de avaliar o efeito da hialuronidase sobre a viabilidade de retalhos cutâneos 
randomizados.



2. OBJETIVO

Y 

Avaliar 0 efeito da hialuronidase sobre a viabilidadei de retalhos cutâneos 
randomizados em ratos.



3. MÉTODO 

3.1. AMOSTRA: 
Foram utilizados 42 ratos da espécie rattus norvegicus, da linhagem Wistar, 

fêmeas, com idade média de 180 (i-30) dias, com peso entre 182 e 294 gramas, 
média de 251,43 (i-20,89) (Tabela 1), procedentes do Biotério Central da 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). 

Tabela 1. Média e desvio padrão (DP) dos pesos nos diferentes gmpos. 

GRUPO N MEDIA DP 
A (100 UI/dia HLD) 11 257,00 16,96 

B (so U1/dia 111.1» 1 1 247,64 27,71 

c (àgua aezfiladz) 10 253,00 16,01 

D (sem infiltração) 10 242,90 19,38 

TOTAL 42 251,43 20,39 

Na Figura 1 se representam os dados de pesos da Tabela 1. 

4- 

PESO 

gramas 

\ø 

DE 

MEO

A 

A B C D TOTAL 
GRUPOS 

Figura 1. Média de pesos dos diferentes grupos.
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O experimento foi desenvolvido no Laboratório de Técnica Operatória e 

Cirurgia Experimental (TOCE) da UFSC e os animais permaneceram durante duas 
semanas, prévias ao procedimento operatório, expostos à temperatura ambiente, sob 

luz natural e em condições de ruído consideradas como satisfatórias. Foi fomecida 
ração própria para a espécie, com acesso livre à dieta e água durante o experimento 
e foram mantidos em gaiolas individuais de 16,5 x 33 x 40 cm. 

3.2. PROCEDIMENTOS: 
Todos os animais foram catalogados e numerados. Foi realizado, em uma 

primeira fase, um experimento piloto com 10 ratos para testar o procedimento, o 

padrão e extensão da área de necrose e outros aspectos cirúrgicos relevantes para o 

desenvolvimento da pesquisa (dificuldades técnicas, tempo operatório, 

treinamento). Foi também testado o protocolo e o sistema de informática para a 

medição da área de necrose. 

Durante o experimento piloto procurou-se definir um retalho com 
comprimento e largura que produzisse uma área de necrose entre 20 e 40% e que 
facilitasse a observação da evolução do mesmo. Assim, foram testados retalhos de 
diferentes dimensões, entre elas 1,5 x 7,5 cm e 1,5 x 6,5 cm, que resultaram 

estreitos demais e com grande tendência à necrose. Posteriormente um retalho de 2 

x 6 cm pareceu resultar adequado, se não fosse por um caso em que não ocorreu 
nenhuma área de necrose. Finalmente, aumentou-se o comprimento e, entre retalhos 
de 2 x 8 cm, e 2 x 7 cm, foi escolhido este último, adequando-se às exigências da 

pesquisa. 

No pós-operatório (PO) do experimento piloto evidenciou-se um grau 
variável de contração da área de necrose, pelo que decidiu-se utilizar a porção com 
menor variabilidade, que foi a área do retalho que não sofreu necrose, para realizar 
aferição quanto à superficie e porcentagem de área.
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Na seguinte fase os 42 ratos foram distribuídos aleatoriamente em 4grupos: 
Grupo A (n=l 1), Grupo B (n=l l), Grupo C (n=lO) e Grupo D (n=lO). 

Os grupos, assim definidos, tiveram o seguinte tratamento: 

GRUPO A: Foram infiltrados 2 ml de hialuronidase 50 UI/ml (total de 100 
UI/dia), no pós-operatório imediato e nas 24, 48 e 72 horas seguintes ao 

procedimento operatório. 

GRUPO B: Foram infiltrados 2 ml de hialuronidase 25 UI/ml (total de 50 
UI/dia), no pós-operatório imediato e nas 24, 48 e 72 horas seguintes ao 

procedimento operatório. 

GRUPO C: Foram infiltrados 2 ml de água destilada por dia, no pós- 
operatório imediato e nas 24, 48 e 72 horas seguintes ao procedimento operatório. 

GRUPO D: O Grupo SHAM não recebeu infiltração de nenhuma substância, 
apenas foi feita a elevação do retalho e sutura. 

Procedimento de Anestesia: Os animais foram submetidos à inalação de 
Éter Etílico com efeito sedativo e, depois, anestesia geral com uma solução de 
Pentobarbital sódico 3% (HYPNOL®(“)) e cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6dihidro- 
4H-1,3 - tiazina O1OMPUN®(b›), nas doses de 30 mg/kg e 0,20 mg/kg 
respectivamente, administrada por via intraperitoneal. 

(“) HYPNOL°: especialidade farmacêutica produzida pelo laboratório FONTOVETER. 
0°) ROMPUNQI especialidade farmacêutica produzida pelo laboratório BAYER.



10 

Procedimento operatório do retalho cutâneo randomizado: Após 
identificação e aferição de peso, os animais foram depilados ao nível do dorso 
direito. Este ato foi realizado com lâmina de barbear e não por arrancamento dos 
pêlos para evitar trauma prévio no retalho (Figura 2). 

Figura 2. Procedimento de depilação realizado delicadamente com lâmina da barbear para deixar' exposta 
a região dorsal direita do rato.
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Com caneta dermográfica, foi desenhado um retalho cutâneo de 7 cm x 2 cm, 
na região dorsal direita do rato (Figura 3). Devido a que o animal apresenta um alto 
grau de elasticidade da pele, principalmente no sentido céfalo-caudal, para realizar a 

medição do retalho aguardou-se que ele estivesse bem relaxado e não se realizou 
nenhuma manobra de esticar a pele. Estas dificuldades foram sentidas ainda no 
experimento piloto, razão pela qual este procedimento foi realizado por uma única 
pessoa, para homogeneizar quaisquer erros de aferição. 

O rato foi colocado em posição de decúbito ventral com os membros 
amarrados (Figura 4). 

Foi realizada incisão da pele com lâmina de bisturi de numero 15, em toda 
sua espessura, e descolado do plano muscular profundo (Figura 5). A circulação do 
retalho ficou apenas mantida por um pediculo caudal cutâneo do tipo randomizado 
(Figura 6). 

Não foi realizada hemostasia com eletrocoagulador, visando evitar qualquer 
tipo de dano vascular no retalho. 

Para a síntese foram utilizados instrumentais delicados, como pinça de 
Adson com dentes. Assim o retalho foi reposicionado no seu leito original, 

reacomodado e fixado com pontos de reparo e finalmente suturado com pontos 
contínuos com fio náilon 6-O (Figuras 7e 8).
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Figura 3. Desenho esquemático do retalho cutâneo com suas dimensões. O retalho foi localizado no lado 
direito sem ultrapassar a linha media. 

Figura 4. Rato em posição de decúbito ventral com o dorso depilado e as patas amarradas. O retalho foi 
desenhado com caneta dermográfica.



~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ > 

Figura 5. Desenho esquemático do retalho cutâneo incisado e desoolado do plano muscular profundo com 
pediculo caudal. 

Figura 6. Rato em posição de decúbito ventral com retalho elevado. Um pediculo localizado caudalmente 
e do tipo randomizado mantém a vascularização do retalho.
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Figura 7. Desenho esquemático do retalho cutâneo devolvido a seu leito original, e suturado com fio 
náilon 6-0. 

Figura 8. Rato em decúbito ventral com retalho suturado no seu leito Foi realizada sutura 
contínua com fio náilon 6-0.
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Procedimento pós-operatório: Imediatamente após finalizada a operação 
foi realizada infiltração no retalho, com 2 ml de solução com 100 UI/dia 
hialuronidase, 50 UI/dia hialuronidase ou água destilada, segundo correspondia a 

cada grupo (Figura 9). Esta mesma quantidade foi novamente infiltrada após 24, 48 
e 72 horas, e, distribuída no retalho, sendo que 2/3 foi colocado no l/3 distal, e 1/3 
no 1/3 médio (Figuras 10 e ll). 

Figura 9. Após o término do procedimento operatório foi realizada a infiltração do retalho cutâneo. 
Uma manobra de preensão digital foi utilizada para facilitar a introdução da agulha.
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Figura 10. Desenho esquemático das regiões do retalho cutâneo que foram infiltradas. No terço médio 
infiltraram-se 1/3 da quantidade total, e o restante foi colocado no terço distal. 

Figura ll. Retalho após infiltração. Observa-se uma área embranquecida correspondente à área infiltrada
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Mesmo nas áreas com sinais de sofrimento ou necrose foi feita infiltração em 
um nível mais profundo, por debaixo de áreas com escaras e não apenas na área 
viável. No Grupo SHAM ou simulado (Grupo D), foi feita apenas a elevação do 
retalho e sutura, sem infiltração alguma. 

Um colar cervical, com formato tubular, foi confeccionado com a finalidade 
de evitar a autofagia do retalho. Mesmo assim, os ratos, que têm uma mobilidade 
que lhes possibilita virar o segmento cefálico até a cauda, com um pivô localizado 
não no pescoço, mas nas primeiras vértebras torácicas, têm conseguido atingir o 

retalho com os dentes (Figura 12). 

Figura 12. Momento em que o rato, mesmo com colar cervical, gira até atingir o retalho. Um pivô 
localizado na região torácica lhe possibilita uma fácil mobilização.
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Apesar do uso destes colares, observou-se autofagia em alguns animais 
obrigando à substituição por outros ratos (Figura 13). 

Figura 13. Autofagia do retalho mesmo com colar cervical, do tipo elizabetano. Estes everitgs 
obrigaram a substituição do animal. 

No decorrer do experimento foi testado outro colar, do tipo elisabetano, de 
plástico, com formato cônico, preconizado por BINS-ELY, MILTERSTEINER, 
HOFF e d,ACAMPORA24, mas só evitou-se a autofagia através de um duplo colar, 
ambos de formato cônico: o primeiro supracitado, e outro maior, feito de filme de 
acetato (de radiografias) (Figuras 14 e 15).



Figura 14. Rato com duplo colar cervical, dispositivo que impediu novos casos de autofagia. 
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Figura l5. Colar de plástico, do tipo elisabetano, utilizado por BINS-ELY et al", acoplado a um 
segundo colar de filme de acetato (direita) montado com grampos.
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Drogas utilizadas no procedimento: Foi utilizada a hialuronidase 

(HYALOZIMA®(°)) extraída de testículos de bovinos, apresentada na forma 

liofilizada, estéril e apirogênica, e comercializada no mercado para uso em humanos 
(Figura 16). 

Figura 16. Hialuronidase - HYALOZIMAQ, liofilizada, em ampolas. 

Procedimento de avaliação pós-operatória: Diariamente fez-se um 
acompanhamento e avaliação clínica, sendo anotadas no protocolo as mudanças do 
retalho quanto à coloração, limites e superficie aproximada de necrose, seguindo 

uma tabela de pontuação elaborada pelo pesquisador (Apêndice 1). 

Foi realizada documentação fotográfica pertinente nos dias 0, 1, 2, 3, 5, e 7 

do PO. Esta foi executada com máquina fotográfica convencional da marca CANON 
EOS soo®, utilizando filme negativo da marca PRO 1MAGE®1so 100 DE 36 
exposições. 

lp) HYALOZ[MA®: especialidade farmacêutica produzida pelo laboratório APSEN.
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Em cada fotografia captada cuidou-se de incluir uma ficha com os dados do 
animal (número e grupo), data e dia do PO correspondente. Também foi colocada 
uma régua centimetrada que serviu de parâmetro para realizar as medições das áreas 
total e de necrose do retalho (Figura 17). 

Após o processamento do filme, as fotografias foram catalogadas e 

digitalizadas com Scanner da marca HEWLETT PACKARD Scan Jet 4c. (Figura 
18). 

Estas imagens foram posteriormente analisadas através de um programa 
informático IMAGE TOOL®(d), desenvolvido pelo University of Texas Health 
Science Center (Centro de Ciências da Saúde da Universidade de Texas), de San 
Antonio, Texas, e fomecido gratuitamente através da intemet. Este programa 
contém ferramentas que possibilitam a medição de ângulos, distâncias entre dois 

pontos e áreas de todo tipo de polígonos ou figuras planas, a partir de um referencial 
de distância conhecido que é fomecido pela régua parâmetro. Assim foi desenhado 
um polígono nos limites do retalho para realizar as medições das áreas total e de 
necrose em cada imagem digitalizada. 

As anotações pertinentes foram realizadas conforme o protocolo elaborado, 
vide Apêndice 1, com os animais adequadamente identificados por número e grupo. 
Estes dados foram transferidos a uma planilha eletrônica, do tipo EXCEL®(°) (Ojƒice 
2000), para elaborar uma base de dados, posteriormente utilizada para o estudo 
estatístico. 

No 7° PO, após o último levantamento de dados e sob anestesia geral, foi 
realizada a eutanásia. 

(ÚHVIAGE TOOLQ: sofiware desenvolvido pelo Cento de Ciências da Saúde da Universidade de Texas. 
<°>EXcEL°.~ progmnz Map dz rvfizmsofi. c0py›-rg/zz© 1995-1997 Maprnfo commzâon.
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Figura 17. Esquema dos dados de identificação coletados em cada fotografia. 
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Figura 18. Fotografia padrão que posteriormente foi avaliada através do programa IMAGE TOOLQ
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Estudo Estatístico: A base de dados criada em programa EXCEL® foi 
submetida à análise estatística, utilizando os programas STATISTICA®(Ú e EPI 
INFO 6®(g). A análise de variâncias para verificar a homogeneidade da amostra foi 
realizada através do teste de LEVENE. Foi utilizado o teste de Qui-quadrado para 
avaliar os dados de extensão de área de necrose. Finalmente, a comparação das 
porcentagens de necrose dos diferentes grupos foi realizada com o teste de TUKEY. 

<° srAT1sT1cA°z Programa mfozmâúw para ‹zâ1‹zu1‹›s estatísticos. C‹›py›~¡ghz© 1984-1998 pela szzzz sofi Inc. 
(3) EPI INFO 6@: Programa informático para cálculos estatísticos.



4. RESULTADOS 

Foram incluídos no estudo 42 ratos com peso entre 182 e 294 gramas, média 
de 251,43 (fl0,89) gramas, distribuídos em 4 grupos: Grupo A (n=11), Grupo B 
(n=1 1), Grupo C (n=10) e Grupo D (n=l0). 

Quando analisada a variável “extensão da área de necrose”, no 7° PO, que 
surge da observação clínica, e estipulamos um limite de 40% de área de necrose, 
distribuindo as observações em duas classes: (a) área de necrose de até 40%, e (b) 
área de necrose maior do que 40%, observamos que o Grupo B apresentou 27,3% 
de casos ultrapassando o limite estabelecido. Por outro lado no Grupo C, 100% dos 
casos apresentaram área de necrose maior do que 40% (Tabela 2). 

Tabela 2. Distribuição dos casos, em classes, baseada nas observações no 
7 ° PO na variável "extensão de área de necrose". 

Necrose até Necrose > GRUPO 40 % 40% TQTAL 
A (100 UI/dia HLD) 45,50 54,50 100,00 

B (50 UI/dia HLD) 72,70 27,30 100,00 

C (água destilada) 0,00 100,00 100,00 

D (sem infiltração) 60,00 40,00 100,00 

*X2 = 12,50 com 3 graus de liberdade 
** p= 0,006
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As médias das áreas totais são apresentadas na Tabela 3 e a tendência do 
comportamento em relação aos dias está representada na Figura 19. 

Tabela 3. Distribuição das médias e desvio padrão (DP) por grupo e por dia das 
áreas totais. 

GRUPO E MÉn1A(n1›)1›oRn1A(¢m')
0 1 2 3 5 7 

A (mo ur/úâz mm) 11 13,o4(o,99) 

B (so Ur/úiz mm) 11 1z,z9(1,os) 

c (àgua uezfilzuz) 1o 13,1s(o,so) 

u (sem infinmçao) 1o 13,zo(1,oo) 

13,47(l,lS) 

1 l,79(l,39) 

l2,54(l, 10) 

l2,64(0,83) 

12,a4(1,4ó) 

12,o7(1,11› 

12,24(1,z4) 

13,27(o,79) 

12,4'/(1,41) 

11,22(o,93) 

12,1s(o,91) 

1z,92(o,97) 

l l,88(l,03) 

l0,72(l,0l) 

I l,36(0,94) 

12, l6(l,24) 

ll,80(l,38) 

1l,07(l,02) 

ll,05(l,l9) 

l2,44(l, 15) 

12›61(1›26) l2,60(l,24) l2,l7(l,24) l1,52(l,16) ll,53(l›29) TOTAL 42 12,92(l,00) 

14,(X) 

^13,00' 
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Figura 19. Comportamento das áreas totais por grupo.
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As áreas de necrose, nos diferentes grupos, foram medidas desde o ato 
operatório até o 7° P0 e tiveram a distribuição que se mostra na Tabela 4. 

Tabela 4. Distribuição por grupo das médias e desvio padrão (DP) das 
porcentagens das áreas de necrose. 

MÉDIA (nr) Pon DIA (cmz) GRUPO n 
0 1 2 3 5 7 

A (100 UI/dia HLD) 
B (50 Ulldia HLD) 
C (água destilada) 
D (sem infiltração) 

ll 

ll 

0,00 (0.00) 

3,75(l 1,85) 

29,s3(1o,r9> 

3z,31(14,s1) 

52,45 (4,ó9) 

44,o3(11,1s) 

3o,77(1r,21) 35,2'/(1o,oõ) 

33,s7(17,oo) 3ó,44(15,oõ) 

53,60 (4,ss) 

43,os(15,39) 

10 

10 

2,50 0,91) 49,46 (4,7s) 

1s,óo(2s,31) 4s,oó(13,ss) 

3s,24(1r,o2) 33,69 (9,2õ) 

3s,s9(14,3ó) 3s,2o(15,os) 

54,34 (633) 51,97 (s,37) 

4s,2o(13,ó2) 4s,9o(r2,s7) 

TOTAL 42 5,24(l5,0l) 39,l7(l4,04) 39,36(l4,49) 4l,80(l3,8l) 43,94(r3,2s) 43,44(r2,õ1) 

Na Figura 20, se expõem as diferentes médias de porcentagens de necrose 
observadas nos 5° e 7° PO, nos distintos grupos, assim como a média total. 
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Figura 20. Comportamento das áreas de necrose dos diferentes grupos.
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Na Figura 21, destacam-se as porcentagens das áreas de necrose nas 

observações nos 5° e 7° PO dos distintos grupos pesquisados. 
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Figura 21 Áreas de necrose nos 5° e 7° PO por grupos. 
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As Figuras 22, 23, 24 e 25, mostram os casos mais representativos de cada
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Figura 22. Ralo do Grupo A. tratado com 100 UI/dia de hialuronidasc. com uma área de necrose de 
38.82 °/0. 
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Figura 23. Rato do Grupo B, tratado com 50 UI/dia de hialuronidase, com uma área dc nccrosc de 
31.85%.
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Figura 24. Rato do Grupo C. tratado com água destilada. com uma área de necrose de 48,76 %.
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Figura 25. Rato do grupo D. que não recebeu infiltração de substância alguma. com uma área de 
necrose de 41.89 %.
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O teste de homogeneidade de variáveis ANOVA (teste de LEVENE) com 
3,38 graus de liberdade, para as observações dos 5° e 7° PO, demonstrou variáveis 
semelhantes com p=0, 186 para o 5° PO, e p=0,269 para o 7° PO, como se detalha na 
Tabela 5. 

Tabela 5. Teste de homogeneidade de variâncias (ANOVA) para as 
observações de porcentagem de área de necrose nos 5° e 7° 

PO (sem discriminação de grupo), com 3,38 graus de 
liberdade (teste de LEVENE). 

DIA F VALOR DE p 
5° PÓ 1,983 0,136 

7° Pó 1,359 0,269 

Foi utilizada a análise de variância para dados pareados tendo como base a 

estrutura das observações, segundo o grupo do experimento e o dia de observação 
(5° e 7° PO). Como apresentado na Tabela 6, existe uma diferença estatisticamente 
significante ao comparar a media nos diferentes grupos Qâ<0,05). Como observado 
na Tabela 7, também existe urna diferença estatisticamente significante ao comparar 
os Grupos A e C (p<0,05), e B e C (p<0,05), utilizando o teste de TUKEY, para 
avaliar as diferenças de médias entre os grupos. 

Tabela 6. Análise de variância para dados pareados das variáveis 

grupo do experimento e dia de observação (5° e 7° PO). 

vARIÁvr‹:rs F vALoR DE p
* grupo 3,949 0,015 

dia 0,638 0,429 

grupo e dia 1,470 0,2389 
*p<0,05



Tabela 7. Teste de TUKEY. Comparação entre os gmpos nas 
obsewações dos 5° e 7° PO quanto à área de necrose. 

VALOR DE p GRUPO 
A B C D 

A (100 UI/dia HLD) 0,999 0,026* 0,506 

B (50 UI/dia HLD) 0,999 0,025* 0,499 

C (água destilada) 0,026 0,025 0,437 

D (sem infiltração) 0,506 0,499 0,437 

*p<0,05



5. DISCUSSÃO 

Várias são as causas freqüentemente envolvidas na necrose parcial ou total 
de um retalho cutâneo randomizado. Os retalhos, quando muito longos, tem o aporte 
de nutrientes dificultado nos segmentos mais distais do pedículo. A hipoxia 
resultante desta diminuição de suprimento sanguíneo contribui na produção de 
metabólitos tóxicos, assim como na vasodilatação e aumento da permeabilidade 
capilar que também favorece a instalação do edema”, o qual, pode ter um papel 
importante na perda de um retalho. 

Todo retalho randomizado, que tem a sua circulação não apenas arterial mas 
também venosa e linfática restrita a uma pequena área - o pedículo - toma-se um 
compartimento inexpansível, e os fenômenos hemodinâmicos ficam circunscritos a 

esse compartimento. Assim, se acontecer um aumento na permeabilidade capilar, 
devido à hipoxia ou produção local de metabólitos, o edema produzido ficará 
restrito dentro da área do retalho e, teoricamente, poderá produzir uma compressão 
mecânica sobre os escassos elementos vasculares remanescentes. Este edema agirá 
do mesmo modo que uma torção do pedículo, com a conseqüente dificuldade tanto 
do suprimento sanguíneo quanto do retomo venoso, este último favorecendo ainda 
mais o edema do retalho o que prejudicará com maior intensidade a vascularização 
dos segmentos mais comprometidos, fechando assim um círculo vicioso. 

No tecido conjuntivo, o ácido hialurônico tem um papel importante nas 
forças que determinam a movimentação de água. A pressão coloidosmótica do 
interstício, profundamente influenciada por este polissacarídeo de alto peso 

molecular, pode ser modificada através de sua degradação3'4'5'6'7.
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DURAN-REYNALS8 em 1928, observou a disseminação de 

microrganismos, tinta da Índia e outras tinturas, produzida pelos extratos de 

testículos, efeito que foi atribuído a um fator de expansão presente nestes extratos e 

que posteriormente foi identificado como uma enzima, a hialuronidase”. 

A hialuronidase é uma enzima que degrada o ácido hialurônico, podendo 
com isto, diminuir o potencial osmótico do interstício3. 

Em 1988 GODEAU e ROBERTIO, numa experiência em coelhos, estudaram 
a ação da hialuronidase na derme e observaram mudanças morfológicas 

confirmando a capacidade desta enzima de influenciar na composição e estrutura do 
tecido conjuntivo dérrnico. 

ROWLEY, HALE e FINLAY19 em 2000 pesquisaram o efeito da 

hialuronidase, quando utilizada em combinação com anestésicos locais, na 

qualidade do bloqueio peribulbar e concluíram que a qualidade do bloqueio motor 
foi significantemente melhorada, sem ter efeito no bloqueio sensorial. 

A prevenção de necrose induzida por agentes quimioterápicos através da 
infiltração local de hialuronidase foi estudada por vários pesquisadores. Assim 
DISA, CHANG, MUCCI e GQLDBERGZ3, em 1998, ebeewerem eme feduçâe de 
no mínimo 50% da porcentagem de área ulcerada produzida pelo extravasamento de 
adriamicina, num modelo em ratos, no grupo tratado com hialuronidase. 

Em 1982 YASUDA, RIBEIRO e MAROKOI5 estudaram o efeito da 

hialuronidase em infarto cerebral experimental em gerbils e encontraram uma 
redução da mortalidade do grupo tratado em relação ao grupo controle (p<0,02), e 

uma diminuição do tamanho da área de infarto cerebral (p<0,05). 

Melhoria de traçados eletrocardiográficos, após injeção intravenosa de 

hialuronidase no infarto agudo do miocárdio experimental em cães, foi comunicado 
per MART1Ns DE OLIVEIRA, CARBALLQ E z11v1MER1vrAN“ em 1959. Em 
1982, SMISETH, REFSUM, VIK-MO e MJOSI3, também em experimentos com 
cães, estudaram o mecanismo de ação desta redução da lesão miocárdica produzida 
pela hialuronidase, e concluíram que se devia a um aumento de fluxo sanguíneo
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colateral. Mas em 1983, SUNNERGREN e ROVETTO14, numa pesquisa em ratos, 
apresentaram resultados que sugeriram uma redução do edema como mecanismo de 
ação. 

A hialuronidase também se demonstrou efetiva na redução da rejeição de 
transplantes induzida por edema numa pesquisa em ratos desenvolvida por 

JoHNssoN, HÁLLGREN, ELv1N, GERDIN e TUFvEsoN“ em 1999 e 

sustentaram a hipótese da acumulação de ácido hialurônico como fator importante
~ na formaçao do edema. 

A partir destes argumentos e baseado na premissa que a hialuronidase, ao 
degradar o ácido hialurônico, pode influenciar positivamente na evolução do edema, 
decidiu-se testar um modelo de retalho que servisse para avaliar a hipótese de que 
esta droga seja efetiva no sentido de aumentar a viabilidade de retalhos cutâneos 
randomizados. 

A hialuronidase empregada nesta pesquisa é um produto farmacêutico 

liofilizado para injeção por via parenteral. Trata-se de uma hialuronidase extraída de 
testículos de bovinos, e obtida em farmácias comerciais (Anexo 1). 

Como amostra, utilizaram-se ratos. A manutenção fácil e de baixo custo, a 

facilidade de manejo assim como a disponibilidade para séries maiores, justificaram 
estes animais como a opção mais viável no Laboratório de TOCE da UFSC para 
esta pesquisa. Foram escolhidos ratos fêmeas, em anestro, para uniformizar a 

amostra. V 

O procedimento anestésico utilizado, isto é, inalação de Éter Etílico seguido 
de injeção intraperitoneal de uma solução de Pentobarbital sódico 3% (I-IYPNOL®) 
(Anexo 2) e cioúàrzw de 2-(2,õ-xàiâómo)-5,õó¡h1ór‹›4H-1 ,3 _ úzzmz (RoM1>uN®) 
(Anexo 3) nas doses de 30 mg/kg e 0,20 mg/kg respectivamente, é rotina no 
Laboratório de TOCE da UFSC, com excelente resultado quanto ao padrão de 
anestesia para os animais. Quando do término do efeito da mesma, os animais foram 
mantidos aquecidos em gaiolas individuais.
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Após atingirem o plano anestésico, percebido pela ausência de reflexo 

cómeo-palpebral e reação dolorosa à preensão do coxim adiposo das patas 

dianteiras, realizou-se a depilação utilizando lâmina de barbear. Este procedimento 

permitiu a exposição da pele do rato, facilitando tanto o procedimento operatório, 
quanto a observação pós-operatória. A epilação, por arrancamento dos pêlos, não 
foi realizada por ser considerada um procedimento traumático que poderia 

influenciar em um grau variável pela lesão local subjacente, isto é, produzir micro- 
traumas em nível vascular. 

Para a escolha do tamanho do retalho, recorreu-se a alguns modelos já 
padronizados na literatura26'27'28. Porém nenhum deles cumpria a função a que se 
destinava o estudo. Portanto, realizou-se um experimento piloto que refez alguns 
dos estudos da literatura e algumas variações no tamanho do retalho. 

Pela pretensão do estudo, o retalho deveria ter um comprimento suficiente 
para garantir uma área de necrose, estimada entre 20 e 40 %, e uma largura que 
permitisse sua localização em um lado do dorso do animal. Assim, chegou-se ao 
retalho de 2 x 7 cm, com uma relação largura-comprimento de 113,5 maior do que a 

uiiiizaóa pai GROSSMAN, MCGONAGLE, DOWDEN a D1NNER” (izs) am 
1983, a mami que a utilizada pur PIMENTEL e GOLDENBERG” (izs) em 1999. 

A região dorsal foi escolhida devido à vascularização, pois estudos 

anatômicos da irrigação cutânea do dorso do animal evidenciaram um padrão de 
rede vascular principal com trajeto predominante no sentido transversal29”3°. Assim, 
foi demonstrado por SYED, TASAKI, FUJH e HIRANO em 199229 quando 
descreveram a vascularização da pele do rato nas regiões da bacia e lateral do 
abdome, baseada no ramo ílio-lombar da artéria aorta, e por SYED, PIERCE, REID 
THOMSON e RESTIFO em 199730, quando descreveram um outro retalho axial 
baseado na 10” artéria intercostal (ou artéria dorsal média). Estes trabalhos 

demonstraram um padrão de circulação predominantemente transversal. Desta 

maneira, o retalho foi desenhado em sentido longitudinal para atravessar 

transversalmente os pedículos vasculares principais no dorso do rato, evitando 

assim, favorecer o retalho pela própria direção do fluxo sanguíneo.
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O pedículo caudal foi escolhido para criar condições de dificuldade ao 

retorno venoso, que favoreceria a formação de edema no retalho, ocasionado pelo 
aumento da pressão capilarl. Mesma conduta foi a de GROSSMAN et al” (1983), 
não assim PIMENTEL e GOLDENBERG28 (1999), que delinearam um retalho de 
pedículo cefálico. 

Outros autores estudaram fenômenos de lesão após reperfusão, pesquisando 
diversas substâncias e utilizando retalhos com pedículos vasculares 

conhecidos31'32'33. O objetivo deste trabalho não era avaliar a reperfusão, mas a 

isquemia produzida por dificuldade de retorno venoso. Assim, escolheu-se o retalho 
randomizado, com a relação comprimento-largura suficientemente aumentada para 
poder avaliar os efeitos de um retomo venoso dificultado. Durante o experimento 
piloto, estabeleceu-se um modelo de retalho randomizado com as dimensões que 
pudessem produzir uma área de necrose suficiente para lograr uma boa avaliação de 
qualquer aumento da área viável. O retalho desenhado no dorso do rato difere 
daquele feito por GROSSMAN et al” (1983), cuja localização era na linha média. 
Optou-se pelo lado direito, sem ultrapassar a linha média, visando assim evitar 
alguma variabilidade anatômica quanto a cruzamento da vascularização de 

territórios cutâneos que pudesse influenciar positiva ou negativamente a nutrição do 
retalho, o que de fato não seria possível estimar. 

Consoante aos conhecimentos da literatura, optou-se pela injeção 

intradérmica, adotada por PIMENTEL e GOLDENBERG28 (1999), para testar o 

efeito de intumescência ao comparar com um Grupo SHAM, em que não se realizou 
infiltração, no entanto as doses de hialuronidase administradas eram muito 

discrepantes. 

GROSSMAN et al” administraram (via intraperitoneal) 500 UI/dia por 

quilograma, o que em um rato de 200 gramas equivale a 100 UI/dia. Já PIMENTEL 
e GOLDENBERG28 administraram (via intradénnica) 200 UI/dia. ZIMMET16, em 
1996, num estudo de dose-resposta, na prevenção de necrose produzida pelo 
extravasamento de escleroterápicos, encontrou que a máxima proteção era atingida 
com uma dose única de 75 UI de hialuronidase. Por outro lado, em 1998, DISA et
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al23 infiltraram 2,5 a 10 UI de hialuronidase (também em dose única) no seu estudo 
de prevenção de necrose de pele produzida por adriamicina. 

Deterininou-se, para este estudo, dois grupos aleatoriamente distribuídos, o 

primeiro com uma dose de 100 UI/dia (Grupo A) menor do que aquela utilizada por 
P11\/IENTEL e GOLDENBERG28, mas de acordo com a utilizada por GROSSMAN 
et al”, e outro grupo com uma dose de 50 UI/dia (Grupo B) menor que a dose de 
máxima proteção que ZIMMETIG mostrou em seu trabalho, e ultrapassando o que 
foi preconizado por DISA et al23. 

No Grupo SHAA4 (Grupo D) o retalho foi apenas elevado e recolocado no seu 
leito sendo suturado igualmente aos outros grupos, porém, sem receber qualquer 
tipo de infiltração. Este grupo foi o parâmetro de um retalho deixado sem 
tratamento, e que estatisticamente significa o grupo que fomece a informação 
comparativa do que acontece na população normal. 

De forma semelhante ao procedimento utilizado por PI1\/IENTEL e 

GOLDENBERG28, infiltrou-se apenas os 2/3 distais do retalho de 2 x 7 cm, que é a 

porção mais lábil. Administrou-se 1/3 da dose no 1/3 médio, e o restante (2/3) no 
1/3 distal, introduzindo-se o fator edematoso. 

Obseivou-se nesta modalidade de infiltração que o efeito de intumescência 
simula um edema local. Pll\/IENTEL e GOLDENBERG28 não fazem referência a 

este fator negativo para viabilidade do retalho, nem se infiuenciou no resultado 
final. Este fato pode ser devido à administração de dose diluída, em 1 ml, num 
retalho de 2,5 x 12,5 cm, superando o dobro do tamanho do modelo idealizado para 
este estudo. 

Assim, além do Grupo SHAM (Grupo D) em que não houve tratamento do 
retalho, incluiu-se o Grupo C o qual foi infiltrado com água destilada, que é o 

veículo utilizado para a hialuronidase. Este procedimento serviu não apenas para 

determinar se houve diferença estatística entre o efeito da própria droga e o veículo, 
mas também para verificar um melhor resultado quando comparado com infiltração 
e sem infiltração; isto é, se há aumento na viabilidade dos retalhos cutâneos quando 
existe o fator edematoso (condição criada pela própria infiltração).
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Tamo GROSSMAN ei al” quanta PHVIENTEL e GQLDENBERG” 
prolongaram o tratamento por 7 dias. 

Tendo sido observado, durante o experimento piloto, que a necrose se instala 
entre o 2° e 4° PO e o desfecho é irreversível, o critério utilizado foi realizar o 

tratamento durante a fase crítica, isto é durante as primeiras 72 horas, que é a etapa 
em que acontecem os fenômenos vasculares que determinam a evolução do retalho. 

Mesmo quando o retalho, antes das 72 horas, adquiria características clínicas 
que sugeriam sofrimento vascular, o que previa a instalação de necrose, estas áreas 
continuaram sendo infiltradas até o 3° PO (72 horas). Esta conduta foi estabelecida 
para não desarmonizar a maneira de realizar a infiltração, e na esperança de que o 

tratamento revertesse a necrose esperada. 

A possibilidade de o retalho reagir à maneira de um auto-enxerto também 
não foi desprezada, mas todos os grupos foram expostos às mesmas variáveis, e foi 
considerado na avaliação dos resultados como condições semelhantes em todos os 
grupos. 

Um dos problemas ocorridos no experimento piloto, foi a presença de 

autofagia dos retalhos. Para evitá-la, utilizou-se um colar cervical cujo formato 
inicial foi tubular, feito de plástico, que no princípio parecia fiancionar até surgiram 
casos de ratos com autofagia que obrigaram a substituição por outro animal. 
Recorreu-se a um modelo de colar elisabetano descrito por BINS-ELY et al” para 
proteção de feridas operatórias abdominais, de plástico, com formato cônico. 

Aparentemente, não foi o suficiente, pois ocorreram novos casos de 

autofagia, embora em número menor e decidiu-se acoplar a este colar, um segundo 
colar, maior, realizado com filme de acetato de celulose (Figuras 13 e 14). Este 
duplo colar, embora tenha incomodado o animal, não restringiu o acesso à ração e 

água, muito menos a deambulação. Com este último modelo (duplo colar) utilizado 
neste estudo não houve casos de autofagia. 

Para tratamento e mensuração da área de necrose utilizou-se o programa 

IMAGE T OOL® recomendado por BINS-ELY em outro estudo para aferição de
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áreas de necrose em modelo de retalho transversal do músculo reto abdominal 
(TRAM) no rato34. 

A utilização do programa permitiu um cálculo quase exato da área de necrose 
através da análise de fotografias seriadas do retalho em evolução, submetidas à 

aferição do ato operatório até o 7° PO. 

No total, 42 ratos (n=42) foram incluídos na pesquisa, com peso médio de 
251,43 gramas (desvio padrão de 20,89). Um animal pesou 182 gramas o que fez a 

amostra no Grupo B ter uma maior dispersão, com um desvio padrão de 27,71, 
porém não prejudicou a unifonnidade da amostra. 

Analisando os dados dos vários grupos da variável “extensão da área de 
necrose” (apêndice 3), percebeu-se que no 7° PO os resultados mostravam: 54,50 % 
dos animais do Grupo A (100 UI/dia de hialuronidase) apresentavam mais de 40 % 
de área de necrose, o mesmo acontecendo com 27,3 % do Grupo B (50 UI/dia de 
hialuronidase), 100 % no Gmpo C (água destilada) e 40% do Grupo D (SHAM) 
(Tabela 2). Estes dados derivados da observação clínica alertaram uma tendência do 
Grupo C marcar uma diferença em relação ao Grupo B. 

Estes resultados sugerem que, sem a realização de qualquer infiltração, a 

porcentagem de necrose do retalho acima de 40 % foi observado em 40 % dos 
animais (Grupo D). No entanto, quando utilizada água destilada (Grupo C), esta 
porcentagem foi de 100 %. Quando foram utilizadas 100 U1/dia de hialuronidase 
(Grupo A), esta porcentagem ultrapassou aquela onde nenhuma infiltração foi 

utilizada. Percebeu-se que com dose de 50 UI/dia de hialuronidase a porcentagem 
de animais que apresentaram necrose maior que 40 % da área do retalho foi muito 
menor (Grupo B). 

Estas observações necessitam um maior estudo, pois, trabalhando sobre os 
dados derivados das avaliações do programa IAMGE TOOL®, estatisticamente a 

diferença entre os Grupos A e B não foi significante, com um intervalo de confiança 
de 99%, o que implica que doses de 50 UI/dia e 100 UI/dia não fazem diferença no 
tratamento (Tabela 7). Estas doses se encontram perto do ideal de 75 UI encontrado
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por ZIMMETIG no seu trabalho com escleroterápicos e coincidem com o utilizado 
por GRQSSMAN ei ai”. 

Na Tabela 3 demonstrou-se uma redução da superficie total do retalho, que 
se evidencia na figura 19, e que estaria relacionada à contração da ferida operatória. 

Quanto às porcentagens de área de necrose, observou-se que entre os grupos 
houve um comportamento similar (Tabela 4). Assim, a partir do 1° PO, cada um 
deles apresentou uma taxa uniforme que se manteve até o final e que se verifica 
pelo platô registrado na curva da Figura 20. Sendo assim, não deve ter ocorrido 

variação, mesmo depois do período de tratamento (dos 4° ao 7° PO) o que sugere 
que qualquer ação é importante, principalmente, nas primeiras 72 horas. 

A taxa de necrose no 7° PO foi de 38,69% (i9,26) para o Grupo A, 38,20% 
(i15,05) para o Grupo B, 51,97% (i8,37) para o Grupo C e 45,90% (i12,57) para o 
Grupo D. A Figura 21 mostra que as porcentagens de necrose no mesmo grupo nos 
5° e 7° PO foram similares. É assim que o teste de LEVENE, para análise de 
variância, nas observações nos 5° e 7° PO demonstrou que não existe diferença 
nestas variáveis (Tabela 5); no entanto, o teste ANOVA para dados pareados dos 5° 
e 7° PO comparados com a variável grupo, demonstrou que existe diferença 
estatisticamente significante (p<0,05) na variável grupo e qualquer diferença de 
resultados está explicada pela diferença entre os grupos (Tabela 6). 

Em 1983, GROSSMAN et al”, no seu modelo de retalho cutâneo 

experimental em ratos, ao comparar as longitudes das áreas do retalho com 
viabilidade no 7° PO, observaram melhoria com o uso de hialuronidase e o dimetil 
sulfóxido (DMSO) via intraperitoneal. Seus resultados de 6,6 cm no grupo tratado 
com hialuronidase contra 5 cm no Grupo SHAM, deram diferença estatisticamente 
significante (p<0,001). Assim, formularam a hipótese de que estas substâncias 
exerciam seus efeitos diminuindo o edema e ajudando no transporte de nutrientes ao 
retalho, durante a fase aguda. 

PIMENTEL e GOLDENBERG28 (1999), utilizando coelhos, também 
pesquisaram a hialuronidase que foi injetada diretamente na pele e tecido 

subcutâneo de longos retalhos com pedículo cefálico, com a finalidade de causar
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uma rápida difusão de líquidos extravasados, esperando assim aumentar a drenagem 
de metabólitos da extremidade do mesmo para áreas mais distantes, com 
vascularização normal, para prevenir sua necrose. Neste modelo, o grupo tratado 

com hialuronidase apresentou uma média de 1,47% de área de necrose, quando que 
o grupo com soro fisiológico teve uma média de 27,64% e o Grupo SHAA/1 30,14%, 
e concluíram que a hialuronidase representou um tratamento efetivo na prevenção 
da necrose (píO,O5)28. 

No presente estudo observou-se, ainda que proporcionalmente, um aumento 
da viabilidade quando comparados os Grupos tratados (A e B) em relação aos 
Grupos controle e SHAM (C e D respectivamente) (Figura 21). Esta diferença foi 
estatisticamente significante (p<0,05) apenas entre os Grupos A e C, e os Grupos B 
e C (que estiveram submetidos ao mesmo efeito edematoso) não existindo diferença 
estatisticamente significante na comparação dos Grupos tratados (A e B) com o 

Grupo D (SHAM) tal como mostra a Tabela 7. Por isto, não se pode afirmar que a 

hialuronidase evita necrose de retalhos cutâneos randomizados quando infiltrada no 
local. Contudo, estes resultados sugerem um efeito protetor da hialuronidase quando 
esteja instalado um edema, e não como favorecedor de difusão de nutrientes a locais 
mais distantes do retalho, como GROSSMAN et al” indicam no seu trabalho. 

Após a realização deste estudo, pode-se inferir que a hialuronidase aplicada a 
retalhos cutâneos, em ratos, seja eficaz na prevenção da necrose, no entanto, não se 
conhece o mecanismo pelo qual esta proteção possa realmente ocorrer. Sugere-se a 

realização de estudos mais detalhados para uma conclusão mais convincente sobre a 

droga utilizada.



6. CONCLUSÃO 

No modelo experimental do presente trabalho, a hialuronidase demonstra-se 
efetiva em aumentar a viabilidade de retalhos cutâneos randomizados em ratos, 
quando o fator edema encontra-se envolvido no processo, o que sugere um provável 
mecanismo de redução do componente edematoso.
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APÊNDICE 1 

1>RoTocoLo DE PESQUISA



PROTOCOLO DE PESQUISA 
1. IDENTIFICAÇÃO DO ANIMAL 

No. [11 Data ~I 
Peso 'IU Gramas. 
GrupoÚ 

A. 100 UI/dia hialuronidase 

B. 50 UI/dia hialuronidase 
C. água destilada 

D. SHAM 

2. PROCEDIMENTO OPERATÓRIO 
1 Anestesia 

2 Depilação 

3 Técnica: Retalho 2 x 7 cm e sutura com fio náilon 6-0 
4 Infiltração com 2 ml de:E 

1 nenhuma substância (SHAM) 
2 hialuronidase 100 UI/dia 

3 hialuronidase 50 UI/dia 

4 água destilada 

5 Colocação de colar cervical 

3. INEILTRAÇÃO NO Pós-OPERATÓRIO 
E 24 horas após (1° PO) E 48 horas após (2° PO) E 72 horas após (3° PO)



~ I 
4. EVOLUÇAO DIARIA 

ITEM
W 

D|A PÓS-o|=›ERATÓR|o (Po) 
o |1°{2°|3°|4°|5°]ô°|7° 

-\ 

I\) 

00 

-À 

U1 Willi 
1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

Atividade do rato:

0

1

2

3 

. Sem movimento 
. Movimento apenas ao estímulo 
. Movimento espontâneo 
. Irritado ' 

Características do retalho quanto à mudança de cor:
0

1

2

3 

. Sem mudança 

. Azulado ou roxo ` 

. Preto 

. Misto 

Características do retalho quanto aos limites da área suspeita; 
0. Sem área suspeita 
1. Não delimitada 
2. Delimitada 

Características do retalho quanto à extensão da área suspeita:
0

1

2

3 

. Sem área suspeita 
_ Menor do que l/5 (20%) do retalho 
. Menor do que 2/5 (40%) do retalho 
. Igual ou maior do que 2/5 (40%) do retalho 

Deiscência do retalho: 

0. Sem deiscência 
1. Deiscência parcial não relacionada à necrose do retalho 

2. Deiscência parcial relacionadapà necrose do retalho 

3. Deiscência subtotal (>2/3) relacionada à necrose do retalho 

4. Deiscência total relacionada à necrose do retalho



5. DOCUMENTAÇÃO FOTOGRÁFICA 
dia O (procedimento operatório) 
1° pós-Operatório 

2° pós-Operatório 

3° pós-Operatório 

5° pós-Operatório 

7° pós-Operatório 

6. ANÁLISE PELO PROGRAMA IMAGE T0oL® 
D|As Pós-OPERATÓR|O (Po) 

,ÁREA DE NECROSE (¢m2) 

,ÁREA TOTAL (cmz) 

PORCENTAGEM (%) 

|lmageTool® 0 1 
` 

2 3 
| 

5 
|

7 

7. OUTRAS OBSERVAÇÕES



APÊNDICE 2 

BASE DE DADOS 
Variáveis: grupo, peso, atividade do rato
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2
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2

2

02O 

222 
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2
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2

2

2

P010 

222 

002

0

1

0 

2

2

a .ID W 

813 

e 

365 

P 

222 

26 65

38 
222

562

372

732

252

422 

grau 

A
A
A 

AAA 

B 
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C 

D

D 

W 

123 

567

71

52

92

43

93



APÊNDICE 3 

BASE DE DADOS 
Variáveis: cor do retalho, limites da área suspeita, extensão 

da área suspeita.



P0 
DIA 0 1° Pó 2"' Po 3° Po 4° Po 5° Po s*'i'>o 7° Po

ë 
GRU CLECLECLEC\LECLECLECL C 

_\ A11300011111211221321 2 
I\) A11131122232232232232 3 A11221321321321332332 00 3 

-b A0000*o]01*1\3113213211324 2 
U1 AOO011111121231232`232 3 
G) A0`0011111111`1112132132 3
N ro A0001131131132232233 3 
OO ro A11131131131132›13213 3 9A000O001111121123223 N 3 10Aooo112112'21332332__33` N 3 
11 A 010101 131 1311113 25113 2\213 2 N 2 12B1131122132132123223 N 3 13Bo0o111122122I32232232 3 14B11311321321332332332 3 15B00011221321322332332 3 16130100112212213[213z1322 3 1750001121122~1221123zz32 3 ,1 18B112121I21221222232232 3 19Booo111111111|32132132 3 20B0oo3212¡21221321332332 3 21B0oo212|22222232232232 3 
22“B 0»010 1*1*1111112 1 3 2131213H2 3

3
\ 231c00011221332332332332 24c00o112113213 213213 2 2 3 ZSC11111231332222332332 3 

3, 3 26co0011331321321331322 3 27C000111|21221321322332 3 28c11~1112_213213213223312 3 
29 c 01010 2\1`3 212 3 21213 srlzzfs 3Í2z]3 3 2 3 

33
\ 

30 c o o 0 213|213 213 2 2 3 3 2 3 3 2 

31 c 0 0 0112 213 213 2 2 3 2 2 3 3 2 3 32cooo1i131i1í221221222332 3 3301131`1”321`332332332332 3 34,D2,1*21122*1*132\132,132513*2 3
3 35D11311331231332332332 36D00o11111211321222222 2 37D11211211232232232232 3 SBD11211231221232332332 3 

39D 0=O O1*1*2|1`12 2~1 2 213 3 2 2 312 3 40iD0~0o111'11~111~11r1111132 3 41D0oo3233233233233233\2 3 42Do0o11300oo0011132132 
C= cor do retalho; L= limite da área suspeita; E= extensão da área suspeita

3



APÊNDICE 4 

BASE DE DADOS 
Variáveis: área total do retalho, área de suspeita, 

porcentagem de área suspeita.



1 _

O PO DIA O 1° PO 2° PO 3° PO 5° PO 7° PO
Z 

G_Ru TOT NEC % TOT NEC "/6 TOT NEC % TOT NEC % TOT NEO °/z TDT NEC °/fz 

1 A 12,21 0.00 0,00 13,45 3,91 29, 07 13,13 3,78 28,79 12,51 5,31 42, 45 11,82 4, 88 41,29 11,92 5,29 44, 38 

2 A 11,13 0,00 0,00 11,58 3, 37 29,10 10,52 3,27 31,08 10,13 3,08 30, 40 9,91 3, 59 36,23 9,36 3,33 35,58 

3 A 12,83 0,00 0,00 12,67 3,74 29,52 
, 

12,65 3,01 23,79 11,71 4,54 38,77 11,65, 5, 58 47,90 11,25 4,62 41,07 

4 A 13,19 0, 00 0,00 14, 30 5, 60 39,16 12,72 5, 76 45,28 13,02 5,71 43,86 12,96 6, 35 49,00 11,88 6,01 50,59 

5 ›A 113,94 0,00 0, 00 12,73 4,54 35, 66 11,98 4,43 36,98 12,80 3,95 30,86 11,95 3,95 33,05 12,90 4, 75 36,82 

6 A 13,65 0,00 0,00 15,46 2, 33 15, 07 13,78 2,00 14,51 13,17 2,37 18,00 13,56 2,56 10,66 14,52 3,35 23,07 

7 A 12,96 0,00 0,00 14,07 5,05 35, 89 12,89 4,61 35,76 13,93 5,90 42.35 12,26 4, 97 40,47 11,48 4,55 39,63 

8 A 12,03 0,00 0,00 12,03 1,74 14,46 10,79 2,10 19,46 9,63 2,33 24,20 10,39 2, 42 23,29 10,61 2,34 22.05 

9 A 13,56 0,00 0,00 13,57 2,15 15,84 13,19 2,11 16,00 12,47 3,23 25,90 12,44 3,84 30, 87 12,77 4,90 38,37 

10 A 14,71 0,00 0,00 13,76 5,45 39,61 15,88 6,94 43,70 14,35 5,75 40,07 11,87 6,44 54,25 12,49 5,65 45,24 

11 A 13,22 0,00 0,00 14,56 6, 03 41,41 13,70 5,90 43,07 13,47 6,88 51,08 11,88 5, 39 45,37 10,67 5,20 48,73 

12 B 13,62 0,00 0,00 11,61 4, 24 36, 52 12,35 4,29 34,74 11,90 5,06 42,52 11,48 4,54 39,55 11,90 5,29 44,45 

13 B 10,96 0,00 0,00 11,03 2,52 ` 22,85 10,05 1,90 18,91 10,72 2,54 23,69 10,06 2,75 27,34 10,31 3,22 31,23 

14 
` 

12,26 0,00 0,00 11,73 7,63 65,05 ,12,06 7,18 59,54 10,32 6,43 62,31 10,43 6,63 63,57 9,89 6,30 63,70B 
15 12,85 0,00 0,00 11,10 4,69 42,25 11,21 6,26 55,84 10,34 5,53 53,48 10,04 5, 72 56.97 10,62 5,87 55,27B 
16 13,00 0.00 0,00 14,15 4, 28 30, 25 13,03 5,40 41,44 11,76 4,72 40,14 11,58 4,14 35,75 12,40 3,95 31,85B 
17 14,11 0, 00 0, 00 14,58 5, 66 36,02 14,06 4,43 31,51 13,55 4,44 32,77 12,74 5,41 42,46 12,59 6,08 48,29B 
18 B 12,36 0,00 0, 00 11,09 3,19 29, 76 11,88 2,88 24,24 10, 84 3,42 31,55 10,27 3,60 35,05 11,20 3,85 34,38 

19 B 111,41 0,00 0,00 11,24 1,46 12,99 11,96 1,31 10,95 10,83 1,19 10,99 11,60 1,65 13,98 11,94 1,36 11,39 

20 B 12,12 0,00 0,00 11,94 3, 29 27,55 13,36 6,13 45,88 11,40 5,29 46,40 9,52 4,64 48,74 10,87 4,65 44,62 

21 B 11,12 4,37 39,30 9,82 3, 79 38, 59 11,37 4, 37 38,43 10,76 4,10 38,10 9,85 3, 70 37,56 ,D 9,60 3, 29 34,27 

22 B 11,42 0,00 0, 00 11,42 1,35 11,82 11,49 0,90 7,83 10,95 2,07 18,90 10,17 2,39 23,50 10,41 2,16 20, 75 

23 C 13,16 0,00 0,00 11,60 5,62 48,45 10,71 4,38 40,90 11,09 5,69 51,31 10,79 5,12 47,45 9,45 3,94 41,69 

24 C 11,96 0,00 0, 00 12,91 7,59 58, 79 12,58 6,16 48,97 11,26 5,51 48, 93 10,16 5,49 54,04 10,11 4, 74 46, 88 

25 C 14,35 0.00 0,00 14,33 7,03 49, 06 14,22 7,50 52,74 12,18 5,87 48,19 13,15 6,35 48,29 13,62 6, 59 48,38 

26 C 12,96 0,00 0,00 12,15 5,63 46,34 12,00 5,60 46,67 12,63 6,26 49,56 11,45 5,88 51,35 10,62 4,62 43,50 

27 C 13,34 0,00 0,00 11,45 5, 80 50,66 10,88 5,79 53,22 12,97 7,80 60,14 11,18 5, 75 51,43 `10,24 5,57 54,39 

28 14,14 0, 00 0,00 13,91 3, 85 27, 68 13,67 7,69 56,25 13,29 8,06 60, 65 12,49 8,58 68,69 12,09 8,15 67,41C 
29 12,32 3,08 25,00 11,78 6, 26 53,14 11,63 6,21 53,40 12,17 6,42 52,75 11,22 5, 78 51,52 11,71 5,71 48,76C 
30 12,87 0,00 0,00 11,49 6,21 54,05 10,77 5,50 51,07 10,52 6, 32 60,08 10,14` 6,39 63, 02 10,69 6,43 60,15C 
31 ¬ C 12,68 0,00 0,00 13,80 8,24 59,71 12,95 5,73 44,25 12,56 6,70 53,34 11,32 6, 65 58,75 10,68 6,48 60,67 

32 C 14,05 0,00 9,00 12,03 5,78 48,05 12,98 6,12 47,15 12,87 6,57 51,05 11,75 6, 33 53,87 1 1,33 5,42 47,84 

33 D 12,36 7,48 60, 52 11,85 7,10 59, 92 12,81 8,91 69,56 12,34 8,72 70,66 10,46 7,15 68,36 11,57 8,29 71,65 

34 D 14,73 0,00 0,00 11,76 4,57 38, 79 12,14 5, 34 43,99 12,52 3,39 27,08 10,70 2,82 26,36 11,18 2,95 26,39 

35 D 13,16 6, 03 45,82 11,06 5,71 48,06 13,73 7,09 51,64 12,16 6,58 54,11 12,30 7,00 56,91 12,62 6,81 53,96 

36 D 14,99 7,44 49,63 14,32 3, 83 26, 75 14,66 4,93 33,63 14,99 6,02 40,16 13,75 5, 07 36,87 13,60 5,60 41,18 

37D 12,95 = 0,00 0,00 13,03 4,28 32, 85 13,55 5,57 41,11 12,65 4,93 38,97 12,43 4, 83 36,66 13,60 5,61 40.65 

38 D 12,69 0,00 0,00 12,68 5,23 41,25 13,43 5,90 43,93 12,89 6,12 47,48 10,68 5,37 50,2s},10,5a 5,11 48,53 

39, D 12,29 0,00 0, 00 12,38 4,18 33, 76 12,72 5,88 46,23 12,08 5,22 43,21 12,07 5,61 46,48 12,46 5,22 41,89 

40 D 13,82 0,00 0,00 13,63 7,62 55, 91 14,23 5,94 41,74 14, 32 5,67 39,59 13,95 5,00 35,84 13,82 4,89 35, 38 
V 

D 12,26 0, 00 0,00 12,62 7,01 55,55 12,98 7,40 57,01 12,98 7,10 54,70 12,99 7,85 60,43 13,06 7,42 56,81 

42D 
41 

` 

12,61 0,00 0,00 12,21 5, 79 47,42 12 46 1,89 15,17 12,31 1,82 14,7812,31 3,89 31,6011,78 5,01 42,53 

TOT= área total do retalho; N EC= área comprometida; %= porcentagem de área 0om.¡:rometid;1.
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ANEXO 2 

HY1>NoL® 

Pentobarbital Sódico 3% 

~ 

~ 

r z;‹›à 
. 

Pentobarbitlàí Sódico
W 

Solução inietável - 50 ml f» USO VETERIN~ALÊ§iO 
Avnâseâm-.ç_:Ào› sqmâú rqziàzúô .z as-._ =.zúw~â‹‹›pú‹a 
Cnnšeflth 50 mi;

_ 

com~osu;Ão commam ' 

Pomuíizafnmlsóchco _,. .¬.... . _. . 

vaiado asma q.5,g. ..._....,_ ........ .~-.-...........,,». . . .. 

mronmxcóss camas 
Hypnni pozzummpmzøúg-vaiuúuàzuà zwnasesanofi a 
uma da tabncapio. 0a-fe se: armazenado em local frescv u 
ao_abriq‹;› da tn. Numa usa medicõmamoa com pfazo da 
-mkiadc '»u\:i'\k›.

_ 

Hypnol inlertàviánáü ,oussu conservanuss. Mo caso Qu usa 
¿;;n':›_¿1I‹1‹› oonzmmo do frasco. fccocriend-a-se assepsia :ig‹›~ 
rosa na mmxezzw da máraèx da pmdufia. e mrxscrvaçâe dv 
voaram cm qsõaaaira. 
Gimme :or aplicado o 9:adu=a. a uobcšflaue dc ifvmàa owúv 
ur cuägøzman-.anta lema- 
IHFORMAÇOÉS TECNICAS 
zumcncóes» 0- Hypmo :nú zflwzuwzmzõ súazzzzi e ¡n~ memo como medicação mà-amzeüca m .mesflfim am pm- 
ceawmnws cirúrgicas ou moncfada mfaaâøe mma âzáafë 
voms ‹;zsosqu.1r¢qusamo uso de hafbõlâlrvoøs. cofre mf uenmh mtoâaçãa mf ‹:s!fk¢mnê›.Pe‹:e seeemgregado am- 
da em awtanãsiaí. 
comu-moscàçóesz - Hyzzmâ aa. ;Pz›‹›‹‹›z.âzr.›‹=.â= sw» 
co) näa dave ser adrnlmmmzs em ammašs em choque. 
zoxènúcøs e puxadores da zwffêmzus. hennmpavas a 
cardiopatia g'aves. Anmàus laâcndo uso da cbrardsniooi 
não dawn usa; o ¡xnLoba'h:aI adam e mtúxicacôes por 
úapreaauafi do SNC xambúm mflzra seu empfeçç. 
PRE€AUÇOES:›-.. Em animam icloms. gcfstanzes a anéna» 
cas 5 dum da Hypnøi 3% :ma ser vaduzda a o produto só 
deve ser usaduquamb mãos; :tapar aa Éfiomqiflsêgura. O Penrobazbíãal .'.=›.'×í¡m, poa pa \ rasrzralóriâ se 
não tor inislacb na vnlocrfimo aoørzazaqà e dmm-sa ter à mão 
mxterialpara está ¢mugéoc¡a.C‹1rmquaäqug‹ hambúúflico. u 
nfiffoyarmar poda causa: depanoancia Hsicâ a eu 
ps nuca. 
nnrënâcóes uEr›‹cauar‹1osâs.› as zàzzfnrzwúcs 
pmefyclmlzazn as eíeitcu a sãu pmenciaiizazfies por curvas 
úe;›‹eâwe': da SMC como u ãlcml, benxaazazepínicas 9 

JS aê 

à››zeâ1a¬s›cós=¿n|â:aLs e seu uso c‹;nw‹n.f.ame aumema os ns- 
caa ae-denreãaâo respiratória. Cmranrúniwx n zum 
znfbvóores enai›na%ü=oe«p‹u¡or›gâm a meia mz phzmãúxa. ao 
anmobartgwlataiimanamo seus efeitos. Por sua vn. Hypfuoi :me um \Iú,m‹›f enunâmzn. aumentamio 3 mxädaü mm 
Élc di'-ffifšëã dwgñs são com dvscvüfidrrø 

e 1119 ex e s. 
Ršfäsãs .lDvER5›\s:~ A reação âcràarsa mm a axa af; 
nefzinbamöza: súdico mu miga main: camera à a dqorassào 
wcenxuada qo SNC. com parada mpirâróm. Em meo. m- mum à t‹>d0¢= os bââbiõúriuos. pode ser evitado ‹;.aczá.sr›da-na 
_¢m‹mda_saman:a a zfiusøp zwalwúaoe oe mfusão de mau- 
'camnn:c. Em aáguns amrnašä oadc~‹›cwer oidãasàn nan» mui, privcipdmcnieumduics b¢›¡¡r.;¡4, Vñrniäm cuprracn na- 

» cmenwmcnls nb Dàs øoflzatoráç. 1- 

“POSOLQGIA- As maszúslcan-fecanêamâdas sim- 
awvac entre 15 e 30m9‹'l‹g_de paso ‹››rpÓ‹e‹›, uepàmfimdo uouwww Moda wamcaçaop:t‹anaâaèsna.Nmna3rr»v\raq 
.quake dança; van; de animaiparn anir'naL ru1ua:ondo.¿t›0f uma üewem àxJmn¡s1f¡,~ 0 madura, Q cunhøcäramaodoo re- 
nemâm a :mam abwwadns em momsia, banwârmuà mf.- 
puzig ao uúcizma au mudam Como äodaaivú wa nzmmerr 
dadas-«doses de Sou B mnfkn :'10 Wfiommáqw. 
s0P€R00$AGEH:- Mia ozúâxefn nnmgoøiââas eiê¡¡‹â‹:vr›‹.o5 
para opemçuamilal uóeñoo. A ‹:‹:r›c\.uan=›;uvefdosagz=m «isa 
marzzzrns Junção: wiaâs. orinainêúncnxn u râswa¡erií›.‹=,om 
ú iumrego de verzilaçáo mecanica o emimulafltus QQSNC. 

'funda sub .zpnêzumçio uhrigniornn 1 aplicuçán Çob 
ori‹muç¡‹_› ea maca vomrnàflo. 
O :bau dest; mèdisanunm pack :nur dnpofidéúacxa. 

N' du iate. mr.: ue râmvõâàçau s plaza da 
›‹ai‹d‹x!c: vide çarumho 

L‹cfânc¡.1f!0|1o Mqúâceilu ea kgrmxfium sub n' 3.92¿:92 

Farm. :esaf Ur. =¡.›ü'%u‹.\\ Ribeira - CRF-SP 5363 
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.ANEXO 3 

ROMP U N E 

Cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5 ,6-dihidro-4H-1,3 -tiazina 2g/100ml
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- uzøvzmywm 
» Sedativø, Anafgésico 

e Relaxante muscular 

hvíhlfil U1 
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Faulueohfilfluklflnlugll ROMPUN umabumh dlvallo
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¡IDú¡zI\cl¡nI|nIhuI¶_lhú›doa‹h comum ¶'lId¡aINglIh.m§'a dlilrmhm- ~omma¡mnuwh&mmw¢mmmmw,mw1mmvçmw&&fihm0& 
¶_g¬ .m|äpgamdgbwamr:::nomm|mhv9:münfi.g|;`m|wmoommümd§:ao&¡bru¶ mma; n nstfaçfln ROIHII eblmuniun Ilflitlo oamrmluwafihivb nnnaunhçio wwI$:fim.ünmaamN9hmmmmROMPUNdàmwudhimwhumuwnu:m|IminMmqUownman- ø«amnmdmmoMumMnunnnfl¢qøhavaaunahuahadhuüuR0uWNpuç;;fimk.mbuim.m 
mados8:oO.25 fnqkg. urnabdxnnnanlo nndungopasngokomprosslougãrlâliäiswiuçdizmfia. “N57 P1°\0¢fl°lfl¡00Ú'Vfl|'!°"|“! 'U¡4¡{¡flfl\00¡l..¡\¡2Úfl9. lflftflibübliiul Mlflfiimflflmii ando-annamaiarpzneauwzus. ¡~mbfimqmm. mEsm¡hrflmnmaMdoompbnkbsflnmmduoosmddwqwpdmau§rocdwnhumÇtUww›do' 

_ , 
`_; Rquflunnãøduraoqunmhmúlüâonuncvalnfidmoaø munwoofzflpmmurmnpmnb nun» $fumuan:bf¡1øaGoflomhc:low‹In.oo.wUanda‹hspm , 

'ureoo.Estf|nuios:nnnros¡Imsmfnnvo~omv nun smadlcadoscnm N.wI\ltI=D3_I|I_wIle|›|h_|J'la_hn¡ u›ntençãodosn:ñmuia.omnw uvurmais àodqpu “__ Emciougwos, pvk\cipaIn\er|ms,quandoseusaavlaondøv0nønn. podunavuooorrãneindaarnaa. Ealagnnlmunlnqnleogdo \masúm.Hmumuuñwanqn¢um¡mmmfiu8fshmmfimh.müáhnpmdvdam1a«ouúnflaflm 
g:v|mC¡ns:gwnnIe‹m¢:mdnu¡10fnøfl‹ndsnouovIw vamsadcummpdjmmviapouurnoqumunwmdvmsuluz 

unueuhrririøau-nennuuimlmnn. nu'onumn.o fla ndnçbemuhsialmumnqcduaruúomncuur 
mio¡øomm6o;auüma|neInso_n\pnnodum¡4mfaI¢op¡;I:mo amI¡nlha|dmumumnunnh'qnlocu|m|gu_›,nh um|nuvmu,m9f$d.oqnmddupá.Oehlmmrgnoanpbmhnnsunuapmunnflan\qnm5alämlrunsapásaflgmfi Podnuøønluoaun uguuuookmmn.|hnInmunodlcd›nçoçdaptbü×nmpuiqpu;uIMcãmønmüms do vn«;omMwda¡uaomqemømmwnolmmm1dumsdu¡m.Amuuma¢ø¢n9hüuüd0úrMwIüd0 
aoommiáru-øoniúdaflzamodauunuvlliinhorasnpúlduioslitfla. .f gup=¡;n:áw6mg%u:uwahDmnNn&bmnmm§ã.qhúmuhflnwn&nfimhm0|fim1=Umw modo soube bou.em:IQ6upllournsnuuan d1nrwu1buapmauuu.nwu_‹nuammnu-U cw» mubinlmlrqaünmrnhoidnudannmfluradnlufltim m¡lu.m|Inoa×nmnn|hahm..i¡In¢ø‹usa¡m¡up|l¡lodu hnn.oqu6nuüuúummmúflnucnnsda~u¡umrmaos'cncu;0.dnNø'm.Fullhunfilnulndmemouaunrelnl. 
Quinn: W ugxhporvinintfanriuacuâllr. _ 

iI\in'nd›uuduuus0.25a\5mv\G)hqmponofiw.eomonmoupømdahodafljldn. 
mdly |'nII50 kg mII100`Iq 'IIIGW Mfi pusovkq 
0.06 0.12 0-35 1.3) 
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