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RESUMO

|

Introdugdo: O insucesso de retalhos cutdneos devido a necrose total ou
parcial ndo € um evento raro. O edema pode ser um fator imp’ortante na perda do
retalho. A hialuronidase degrada o acido hialurdnico presente rylo tecido conjuntivo
que estd envolvido na homeostase da agua na matriz extracelular, e pode ser

mmportante no aumento da viabilidade de retalhos cutineos. |

Objetivo: Avaliar o efeito da hialuronidase sobre a via;bilidade de retalhos

cutaneos randomizados em ratos. ‘

Método: 42 ratos Wistar distribuidos em quatro grupos foram incluidos na
pesquisa. Praticou-se um retalho randomizado de 2 x 7 cm no d(‘)rso do animal. Trés
grupos receberam tratamento pos-operatorio durante 4 dias. :O Grupo A (n=11)
recebeu 100 Ul/dia de hialuronidase, o Grupo B (n=11) 50 UI/dia de hialuronidase e
o Grupo C (n=10) agua destilada. O Grupo D (n=10) n#o recebeu tratamento. Foi

avaliada a area de necrose e submetido a analise estatistica. |

Resultados: As taxas de necrose no 7° PO foram: no (Prupo A 38,69% (+
9,26), Grupo B 38,20% (+ 15,05), Grupo C 51,97% (x 8,37) e Grupo D 45,90% (+
12,57). Houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre os Grupos A e
B quando comparados com o Grupo C. Nio houve diferenca estatisticamente

significante dos Grupos A e B em comparagdo com o Grupo D.I

Conclusiio: No modelo experimental do presente trabalho, a hialuronidase

. C g ey A .
demonstra-se efetiva em aumentar a viabilidade de retalhos cutaneos randomizados
em ratos, quando o fator edema encontra-se envolvido no proces:so, 0 que sugere um

provavel mecanismo de redugdo 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, vs%hich 1s involved on
water homeostasis of intercellular ground substance, and may be important on

increasing flap survival.

Objective: To evaluate the effect of hyaluronidase‘ on cutaneuos flap

survival in rats. ‘

Method: 42 Wistar rats divided in four groups were included in this study. It
was made a 2 x 7 cm random flap in the dorsal aspect of the ainimal. Three groups
received post-operative treatment during four days. Group A (n=11) received 100
UI per day of hyaluronidase, Group B (n=11) 50 UI per day and Group C (n=10)
received distilled water. Group D (n=10) was not treated. It was evaluated the

necrosis area which were statistically analyzed.

Results: Necrosis rates on 7™ day were 38,69% (£9,26) in the Group A,
38,20% (+15,05) in the Group B, 51,97% (48,37) in the Gr”oup C and 45,90%
(£12,57) in the group D. There was found difference with statistical significance

(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 mechgnism.



1. INTRODUCAO

Na pratica diaria do cirurgido plastico sdo comuns situagdes que desafiam a
argucia do profissional na busca de solugdes as queixas dos pacientes. Uma delas é
0 mau resultado com retalhos utilizados para reparagdo de| areas cruentas, em
conseqiiéncia as necroses totais ou parciais, que levam a situagdes desagradaveis
para o paciente e provocam desdnimo no cirurgido. Na busca de solu¢des que
evitem este tipo de situagdo, tem-se realizado um numero apreciavel de pesquisas
tanto experimentais quanto clinicas com resultados alentadoreis em alguns casos e

desconcertantes em outros.

Uma das causas deste insucesso ¢ atribuida & ocorréncia }de edema devido ao
acumulo de liquido no espago extracelular, resultante da agdo de dois fenémenos:
(1) extravasamento anormal de liquido do plasma para os espagos intersticiais
através das paredes dos capilares, e (2) falha dos linfaticos em reabsorver este
liquido do intersticio para a corrente circulatoria. A causa )mais comum deste

acimulo € o excesso de filtragdo de liquido nos capilares’.

Sabe-se que qualquer fator que aumente a pressio capilar (como o retorno
venoso dificultado) e a permeabilidade capilar (como a isquemia prolongada),
aumentara a filtragdo. Os dois fendmenos podem ocorrer em um retalho,
principalmente, se a relagdo largura-comprimento estiver‘ acentuada. Se os
linfaticos, que também se encontram diminuidos, ndo conseguem absorver o liquido
acumulado no intersticio, havera ainda mais edema. Em contrapartida, pode-se
inferir que, diminuindo a pressdo coloidosmética do intersticio, a filtragdo (e por

conseqiiéncia o edema) poderia ser atenuada. ‘

No intersticio se encontram dois tipos de estruturas solidas: (1) os feixes de
fibras colagenas e (2) filamentos de proteoglicanos, que sdo mq)léculas espiraladas,

extremamente delgadas formadas por cerca de 98% de acido hialurénico®.
|



O acido hialurénico é um polissacarideo de alto peso mtolecular encontrado
na matriz extracelular, especialmente em tecidos conectivos como gelatina de
WHARTON do corddo umbilical, pele, aorta, humor vitreo, clctrtilagem articular e
nucleo pulposo; ao qual se atribui varias fungdes como o equilibrio da agua na
matriz extracelular e no plasma®*>®’. E sintetizado por fibroblastos e outras células
de tecidos conjuntivos especializados como condrécitos’. Possui um alto peso
molecular (estimado em 7 x 10° DALTON no liquido sinovial), contendo, em uma
estrutura linear, residuos alternantes de N-acetil D-glicosamina ¢ acido D-
glucurdnico unidos por ligagdes [beta] (1-4) e [beta] (1-3)>". Diferencia-se de
outros glicosaminoglicanos, devido a sua estrutura primaria; onde ndo existem

peptideos, e sua sintese, que se verifica na membrana plasmatica e ndo no aparelho

de GOLGP.

As conseqiiéncias das mudangas na concentragdo de é@ido hialurdnico, ou
degradacdo de seus polimeros, foram demonstradas por DURAI+I—REYNALS8 como
um “fator de expansdo” obtido de extrato de testiculos que dijseminava a tinta da
India e outras tinturas e microorganismos na pele, mas foi apenas em 1940

reconhecido que esse fendmeno devia-se ao efeito enzimatico dia hialuronidase®’.

A hialuronidase é uma enzima que degrada o acido hialurdnico™*.
Quimicamente, trata-se de uma “hidrolase” com peso mo‘lecular de 60.000
DALTON, encontrada especialmente nos extratos de testiculos e no esperma, mas
também no bago, olhos, pele, rins, figado, musculatura esqueléﬁca, utero, placenta,
ovarios, secre¢do nasal, no liquido lacrimal e também na ] parte posterior da
hipofise®. Foi encontrada no sangue, especialmente de paciéntes portadores de
tumores malignos™. Através da divisio do acido hialurénico ¢ reduzida a
viscosidade da substancia de ligagdo intercelular, a qual possui \como componentes
principais o acido hialurdnico e o acido condroitino — sulfuroso, sem causar redugio

do colageno®, embora GODEAU e ROBERT afirmem que a inje\géo intradérmica de

hialuronidase em coelhos age sobre proteoglicanos que sdo degradados e as ligagdes

|

|

de colageno dissociados'.



O acumulo do acido hialurénico pode causar edema intersticial e disfungdes
em varios 0rgdos. Alguns estudos sugerem que o acido hialurénico é de importancia
critica na formagdo de edema apos transplante renal e que a hialuronidase pode

. A . . | 11
reduzir esta ocorréncia methorando a sobrevida dos 6rgéos transplantados™".

Tem-se observado mudangas morfoldgicas depois de inje¢des intradérmicas
de hialuronidase, confirmando a habilidade desta enzima |lem influenciar a
composigdo e estrutura da derme'®. Demonstrou-se, clinica e experimentalmente,
que a hialuronidase reduz os efeitos da isquemia tecidual em inférto de miocardio e

;. 12,13,14
choque hemorragico'>"

, assim como em infartos cerebrais :experimentaisls. A
protegdo contra a necrose induzida pelo extravasamento de subs!t?mcia esclerosante
fo1 testada em um experimento controlado, evidenciando-se a efetividade da
hialuronidase e concluindo-se que a dose eficaz é de 75 Ul e que; maiores doses ndo

. . ~ 1
proporcionavam uma maior protegdo’®,

A hialuronidase tem sido utilizada em pesquisas clinicas em humanos

combinada com anestésicos locais para melhorar a penetragio e a duragdo da agéo,

17,18,19 20,21

: : : : . .
especialmente em anestesia peribulbar , assim como em cirurgias cutaneas

Diversos trabalhos envolvendo a hialuronidase em outros aspectos
fisiopatologicos tém sido realizados, o que da uma idéia|da importincia e

g - 222
versatilidade desta enzima®>®,

Sendo a hialuronidase uma droga de uso em humanos, com indicagdes em
algumas disciplinas cirlirgicas, com estudos experimentals suportam a sua
importincia em retalhos cutaneos (quando que ja passaram 18 anos desde estes
estudos), chamou a atengio deste pesquisador a falta de estudos clinicos dando

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

corroborar os achados destas pesquisas e sustentar, no futuro, trabalhos clinicos a

fim de avaliar o efeito da hialuronidase sobre a viabilidade de retalhos cutaneos

randomizados.



2. OBJETIVO

l
Avaliar o efeito da hialuronidase sobre a viabilidadei de retalhos cutaneos

randomizados em ratos.



3. METODO

3.1. AMOSTRA:

Foram utilizados 42 ratos da espécie rattus norvegicus, da linhagem Wistar,
fémeas, com idade média de 180 (+£30) dias, com peso entre 182 e 294 gramas,
média de 251,43 (+20,89) (Tabela 1), procedentes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Tabela 1. Média e desvio padrao (DP) dos pesos nos diferentes grupos.

GRUPO N MEDIA DP
A (100 UV/dia HLD) 11 257,00 16,96
B (50 Ul/dia HLD) 11 247,64 27,71
C (igua destilada) 10 258,00 16,01
D (sem infiltragio) 10 242,90 19,38
TOTAL 42 251,43 20,89

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

270,00

MEDIA DE PESO (gramas)

A B C D TOTAL
GRUPOS

Figura 1. Média de pesos dos diferentes grupos.



O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Técnica Operatoria e
Cirurgia Experimental (TOCE) da UFSC e os animais permaneceram durante duas
semanas, prévias ao procedimento operatorio, expostos a temperatura ambiente, sob
luz natural e em condi¢des de ruido consideradas como satisfatorias. Foi fornecida
ragdo propria para a espécie, com acesso livre a dieta e agua 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
padrdo e extensdo da area de necrose e outros aspectos cirurgicos relevantes para o
desenvolvimento da pesquisa (dificuldades técnicas, tempo operatorio,
treinamento). Foi também testado o protocolo e o sistema de informatica para a

medi¢do da area de necrose.

Durante o experimento piloto procurou-se definir um retalho com
comprimento e largura que produzisse uma area de necrose entre 20 e 40% e que
facilitasse a observagdo da evolugdo do mesmo. Assim, foram testados retalhos de
diferentes dimensdes, entre elas 1,5 x 7,5 cm e 1,5 x 6,5 cm, que resultaram
estreitos demais e com grande tendéncia a necrose. Posteriormente um retalho de 2
x 6 cm pareceu resultar adequado, se ndo fosse por um caso em que ndo ocorreu
nenhuma area de necrose. Finalmente, aumentou-se o comprimento e, entre retalhos
de 2 x 8 cm, e 2 x 7 cm, foi escolhido este ultimo, adequando-se as exigéncias da

pesquisa.

No pos-operatorio (PO) do experimento piloto evidenciou-se um grau
variavel de contragdo da area de necrose, pelo que decidiu-se utilizar a porgdo com
menor variabilidade, que foi a area do retalho que néo sofreu necrose, para realizar

aferigdo quanto a superficie e porcentagem de area.



Na seguinte fase os 42 ratos foram distribuidos aleatoriamente em 4grupos:
Grupo A (n=11), Grupo B (n=11), Grupo C (n=10) e Grupo D (n=10).

Os grupos, assim definidos, tiveram o seguinte tratamento:

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

procedimento operatorio.

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

procedimento operatorio.

GRUPO C: Foram infiltrados 2 ml de agua destilada por dia, no pos-

operatorio imediato e nas 24, 48 e 72 horas seguintes ao procedimento operatorio.

GRUPO D: O Grupo SHAM n@o recebeu infiltragdo de nenhuma substancia,

apenas foi feita a elevagdo do retalho e sutura.

Procedimento de Anestesia: Os animais foram submetidos a inalagdo de
Eter Etilico com efeito sedativo e, depois, anestesia geral com uma solugdo de
Pentobarbital sodico 3% (HYPNOL®®) e cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6dihidro-
4H-13 - tiazina (ROMPUN®®) nas doses de 30 mgkg e 020 mgkg

respectivamente, administrada por via intraperitoneal.

® HYPNOL®: especialidade farmacéutica produzida pelo laboratério FONTOVETER.
® ROMPUN®: especialidade farmacéutica produzida pelo laboratério BAYER.
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Procedimento operatorio do retalho cutineo randomizado: Apos
identificagdo e aferigdo de peso, os animais foram depilados ao nivel do dorso

direito. Este ato foi realizado com lamina de barbear e ndo por arrancamento dos

pélos para evitar trauma prévio no retalho (Figura 2).

Figura 2. Procedimento de depilagéo realizado delicadamente com 14mina da barbear para deixar exposta
a regido dorsal direita do rato.



11

Com caneta dermografica, foi desenhado um retalho cutdneo de 7cm x 2 cm,
na regido 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
medig¢do do retalho aguardou-se que ele estivesse bem relaxado e néo se realizou
nenhuma manobra de esticar a pele. Estas dificuldades foram sentidas ainda no
experimento piloto, razdo pela qual este procedimento foi realizado por uma tGnica

pessoa, para homogeneizar quaisquer erros de aferigao.

O rato foi colocado em posigdo de decubito ventral com os membros

amarrados (Figura 4).

Foi realizada incisdo da pele com lamina de bisturi de numero 15, em toda
sua espessura, e descolado do plano muscular profundo (Figura 5). A circulagdo do

retalho ficou apenas mantida por um pediculo caudal cutaneo do tipo randomizado
(Figura 6).

Nao foi realizada hemostasia com eletrocoagulador, visando evitar qualquer

tipo de dano vascular no retalho.

Para a sintese foram utilizados instrumentais delicados, como pinga 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

continuos com fio nailon 6-0 (Figuras 7e 8).



Figura 3. Desenho esquematico do retalho cutdneo com suas dimensdes. O retalho foi localizado no lado
direito sem ultrapassar a linha media.

Figura 4. Rato em posi¢do de decubito ventral com o dorso depilado e as patas amarradas. O retalho foi
desenhado com caneta dermografica.
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Figura 5. Desenho esquematico do retalho cutineo incisado e descolado do plano muscular profundo com
pediculo caudal.
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Figura 6. Rato em posigéo de dectibito ventral com retalho elevado. Um pediculo localizado caudalmente
e do tipo randomizado mantém a vascularizagdo do retalho.



Figura 7. Desenho esquematico do retalho cutidneo devolvido a seu leito original, e suturado com fio
nailon 6-0.

Figura 8. Rato em dectbito ventral com retalho suturado no seu leito original. Foi realizada sutura
continua com fio nailon 6-0.
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Procedimento pés-operatério: Imediatamente apos finalizada a operagdo
foi realizada infiltragdo no retalho, com 2 ml de solugdo com 100 Ul/dia
hialuronidase, 50 Ul/dia hialuronidase ou agua destilada, segundo correspondia a
cada grupo (Figura 9). Esta mesma quantidade fo1 novamente infiltrada apos 24, 48
e 72 horas, e, distribuida no retalho, sendo que 2/3 foi colocado no 1/3 distal, e 1/3
no 1/3 médio (Figuras 10 e 11).

Figura 9. Apos o término do procedimento operatorio foi realizada a infiltragdo do retalho cuténeo.
Uma manobra de preensdo digital foi utilizada para facilitar a introdugéo da agulha.



Figura 10. Desenho esquematico das regides do retalho cutdneo que foram infiltradas. No tergo médio
infiltraram-se 1/3 da quantidade total, e o restante foi colocado no terco distal.

Figura 11. Retalho apés infiltragdo. Observa-se uma area embranquecida correspondente a area infiltrada.

16



17

Mesmo nas areas com sinais de sofrimento ou necrose foi feita infiltragdo em
um nivel mais profundo, por debaixo de areas com escaras e ndo apenas na area
viavel. No Grupo SHAM ou simulado (Grupo D), foi feita apenas a elevagdo do
retalho e sutura, sem infiltragdo alguma.

Um colar cervical, com formato tubular, foi confeccionado com a finalidade
de evitar a autofagia do retalho. Mesmo assim, os ratos, que tém uma mobilidade
que lhes possibilita virar o segmento cefalico até a cauda, com um pivd localizado
ndo no pescogo, mas nas primeiras vértebras toracicas, tém conseguido atingir o

retalho com os dentes (Figura 12).

1.4 88

Figura 12. Momento em que o rato, mesmo com colar cervical, gira até atingir o retalho. Um pivd
localizado na regido toré4cica lhe possibilita uma facil mobilizagdo.
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Apesar do uso destes colares, observou-se autofagia em alguns animais

obrigando a substitui¢do por outros ratos (Figura 13).

Figura 13. Autofagia do retalho mesmo com colar cervical, do tipo elizabetano. Estes eventos
obrigaram a substitui¢do do animal.

No decorrer do experimento foi testado outro colar, do tipo elisabetano, de
plastico, com formato cdnico, preconizado por BINS-ELY, MILTERSTEINER,
HOFF e d’ACAMPORA?, mas s6 evitou-se a autofagia através de um duplo colar,
ambos de formato conico: o primeiro supracitado, e outro maior, feito de filme de

acetato (de radiografias) (Figuras 14 e 15).
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Figura 14. Rato com duplo colar cervical, dispositivo que impediu novos casos de autofagia.

Figura 15. Colar de plastico, do tipo elisabetano, utilizado por BINS-ELY et al*’, acoplado a um
segundo colar de filme de acetato (direita) montado com grampos.



Drogas utilizadas no procedimento: Foi utilizada a hialuronidase
(HYALOZIMA®™®) extraida de testiculos de bovinos, apresentada na forma
liofilizada, estéril e apirogénica, e comercializada no mercado para uso em humanos

(Figura 16).

HYALOZIMA
HlALURONlDAM
(Limilnadm

Figura 16. Hialuronidase — HYALOZIMA®, liofilizada, em ampolas.

Procedimento de avaliacio pos-operatoria: Diariamente fez-se um
acompanhamento e avaliagdo clinica, sendo anotadas no protocolo as mudangas do
retalho quanto a coloragdo, limites e superficie aproximada de necrose, seguindo

uma tabela de pontuacdo elaborada pelo pesquisador (Apéndice 1).

Foi realizada documentagdo fotografica pertinente nos dias 0, 1,2, 3, 5, e 7
do PO. Esta foi executada com maquina fotografica convencional da marca CANON
EOS 500%, utilizando filme negativo da marca PRO IMAGE® ISO 100 DE 36

exposigdes.

© HY ALOZIMA®: especialidade farmacéutica produzida pelo laboratério APSEN.
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Em cada fotografia captada cuidou-se de incluir uma ficha com os dados do
animal (nimero e grupo), data e dia do PO correspondente. Também foi colocada
uma régua centimetrada que serviu de parametro para realizar as medigGes das areas

total e de necrose do retalho (Figura 17).

Apds 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
informatico IMAGE TOOL®®, desenvolvido pelo University of Texas Health
Science Center (Centro de Ciéncias da Saude da Universidade de Texas), de San
Antonio, Texas, e fornecido gratuitamente através da internet. Este programa
contém ferramentas que possibilitam a medigdo de angulos, distancias entre dois
pontos e areas de todo tipo de poligonos ou figuras planas, a partir de um referencial
de distancia conhecido que ¢ fornecido pela régua parametro. Assim foi desenhado
um poligono nos limites do retalho para realizar as medigdes das areas total e de

necrose em cada imagem digitalizada.

As anotagdes pertinentes foram realizadas conforme o protocolo elaborado,
vide Apéndice 1, com os animais adequadamente identificados por nimero e grupo.
Estes dados foram transferidos a uma planilha eletronica, do tipo EXCEL®® (Office
2000), para elaborar uma base de dados, posteriormente utilizada para o estudo

estatistico.

No 7° PO, apés o altimo levantamento de dados e sob anestesia geral, foi

realizada a eutanasia.

DIMAGE TOOL®: software desenvolvido pelo Centro de Ciéncias da Satide da Universidade de Texas.
©EXCEL®: programa Map da Microsoft. Copyright© 1995-1997 MaplInfo Corporation.
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Figura 17. Esquema dos dados de identifica¢@o coletados em cada fotografia.
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Figura 18. Fotografia padrdo que posteriormente foi avaliada através do programa IMAGE TOOL®.
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Estudo Estatistico: A base de dados criada em programa EXCEL® foi
submetida a analise estatistica, utilizando os programas STATISTICA®” e EPI
INFO 6®®_ A analise de variancias 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 extensdo de area de necrose. Finalmente, a comparagido das

porcentagens de necrose dos diferentes grupos foi realizada com o teste de TUKEY..

® STATISTICA®: Programa informatico para célculos estatisticos. Copyright© 1984-1998 pela Stat Soft Inc.
® EPI INFO 6: Programa informético para calculos estatisticos.



4. RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 42 ratos com peso entre 182 e 294 gramas, média
de 251,43 (£20,89) gramas, distribuidos em 4 grupos: Grupo A (n=11), Grupo B
(n=11), Grupo C (n=10) e Grupo D (n=10).

Quando analisada a variavel “extensdo da area de necrose”, no 7° PO, que
surge da observagdo clinica, e estipulamos um limite de 40% de area de necrose,
distribuindo as observagdes em duas classes: (a) area de necrose de até 40%, e (b)
area 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 area de necrose maior do que 40% (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuigdo dos casos, em classes, baseada nas observagdes no

7° PO na variavel "extensdo de area de necrose".

Gruro T T a
A (100 Ul/dia HLD) 45,50 54,50 100,00
B (50 Ul/dia HLD) 72,70 27,30 100,00
C (4gua destilada) 0,00 100,00 100,00
D (sem infiltragio) 60,00 40,00 100.00

*y? = 12,50 com 3 graus de liberdade
** p= 0,006
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As médias das areas totais sdo apresentadas na Tabela 3 e a tendéncia do

comportamento em relagdo aos dias esta representada na Figura 19.

Tabela 3. Distribui¢do das médias e desvio padrdo (DP) por grupo e por dia das

areas totais.

MEDIA (DP) POR DIA (cm?)
0 1 2 3 5 7

A (100 UV/dia HLD) 11 13,04(0,99) 13.47(1,15) 12,84(1,46) 12.47(1.47) 11,88(1,03) 11,80(1,38)
B (50 UVdia HLD) 11 12,29(1,03) 11,79(1,39) 12,07(1,11) 11,22(0,93) 10,72(1,01) 11,07(1,02)
C (dgua destilada) 10 13,18(0,80) 12,54(1,10) 12,24(1,24) 12,15(0,91) 11,36(0,94) 11,05(1,19)
D (sem infiltragdo) 10 13,20(1,00) 12,64(0,83) 13,27(0,79) 12,92(0,97) 12,16(1,24) 12,44(1,15)
TOTAL 42 12,92(1,00) 12,61(1,26) 12,60(1,24) 12,17(1,24) 11,52(1,16) 11,58(1,29)

GRUPO n

14,00 T

o
8

AREA TOTAL (cm’)
IS
S

Figura 19. Comportamento das dreas totais por grupo.
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As areas de necrose, nos diferentes grupos, foram medidas desde o ato

operatorio até o 7° PO e tiveram a distribui¢do que se mostra na Tabela 4.

Tabela 4. Distribuigdo por grupo das médias e desvio padrao (DP) das

porcentagens das areas de necrose.

GRUPO & MEDIA (DP) POR DIA (cm?)
0 1 2 3 5 7

A (100 UF/dia HLD) 11 0,00 (0,00) 29,53(10,19) 30,77(11,21) 3527(10,06) 38.24(11,02) 38,69 (9,26)
B (50 UV/dia HLD) 11 3.75(11,85) 32,31(14,.81) 33,57(17,00) 36,44(15,06) 38,59(14,36) 38,20(15,05)
C (dgua destilada) 10 2,50 (7.91) 5245 (4,69) 4946 (4,75) 5360 (4,88) 54,84 (6.73) 51,97 (837)
D (sem infiltragdio) 10 15,60(2537) 44,03(11,15) 4506(13,88) 43,08(15,39) 4520(13,62) 4590(12,57)

TOTAL 42 524(1501) 39,17(14,04) 39,36(14,49) 41,80(13,81) 43,94(13,28) 43,44(12,61)

Na Figura 20, se expdem as diferentes médias de porcentagens de necrose

observadas nos 5° e 7° PO, nos distintos grupos, assim como a média total.

5 8 3
8 8 8

AREA DE NECROSE (%)
B 8
8 8

Figura 20. Comportamento das dreas de necrose dos diferentes grupos.
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Na Figura 21, destacam-se as porcentagens das areas de necrose nas

observagdes nos 5° e 7° PO dos distintos grupos pesquisados.

5| A
i
e ’c
D

= TOTAL

8 GRUPO!

Figura 21 Areas de necrose nos 5° ¢ 7° PO por grupos.

As Figuras 22, 23, 24 e 25, mostram 0s casos mais representativos de cada

grupo.
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Figura 22. Rato do Grupo A, tratado com 100 Ul/dia de hialuronidase, com uma 4rea de necrose de
38,82 %.

Figura 23. Rato do Grupo B, tratado com 50 Ul/dia de hialuronidase, com uma area de necrose de
31,85%.
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g L Wili

Grupo |Data

Figura 24. Rato do Grupo C, tratado com agua destilada, com uma area de necrose de 48,76 %.

Figura 25. Rato do grupo D, que ndo recebeu infiltragdo de substincia alguma, com uma area de
necrose de 41,89 %.
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O teste de homogeneidade de varidveis ANOVA (teste de LEVENE) com
3,38 graus de liberdade, para as observagdes dos 5° e 7° PO, demonstrou variaveis
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 varidncias (ANOVA) para as
observagdes de porcentagem de area de necrose nos 5° ¢ 7°
PO (sem discriminagdo de grupo), com 3,38 graus de
liberdade (teste de LEVENE).

DIA F VALOR DE p
5°PO 1,983 0,186
7° PO 1,359 0,269

Foi utilizada a analise de variancia para dados pareados tendo como base a
estrutura das observagdes, segundo o grupo do experimento € o dia de observagéio
(5° e 7° PO). Como apresentado na Tabela 6, existe uma diferenga estatisticamente
significante a0 comparar a media nos diferentes grupos (p<0,05). Como observado
na Tabela 7, também existe uma diferenga estatisticamente significante a0 comparar
os Grupos A e C (p<0,05), e B e C (p<0,05), utilizando o teste de TUKEY, para

avaliar as diferengas de médias entre os grupos.

Tabela 6. Analise de varidncia para dados pareados das variaveis

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

VARIAVEIS 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. Comparagdo entre os grupos nas

observagdes dos 5° ¢ 7° PO quanto a area de necrose.

VALORDE p
GRUPO
A B C D
A (100 UVdia HLD) 0,999 0,026* 0,506
B (50 UVdia HLD) 0,999 0,025% 0,499
C (agua destilada) 0,026 0,025 0,437
D (sem infiltragio) 0,506 0,499 0,437

*p<0,05
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5. DISCUSSAO

Varias s@o as causas freqiientemente envolvidas na necrose parcial ou total
de um retalho cutdneo randomizado. Os retalhos, quando muito longos, tem o aporte
de nutrientes dificultado nos segmentos mais distais do pediculo. A hipoxia
resultante desta diminuigdo de suprimento sanguineo contribui na produgdo de
metabolitos toxicos, assim como na vasodilatagdo e aumento da permeabilidade
capilar que também favorece a instalagio do edema®, o qual, pode ter um papel

importante na perda de um retalho.

Todo retalho randomizado, que tem a sua circulagdo ndo apenas arterial mas
também venosa e linfatica restrita a uma pequena area - o pediculo - torna-se um
compartimento inexpansivel, e os fendmenos hemodindmicos ficam circunscritos a
esse compartimento. Assim, se acontecer um aumento na permeabilidade capilar,
devido a hipoxia ou produgdo local de metabolitos, o edema produzido ficara
restrito dentro da area do retalho e, teoricamente, podera produzir uma compressao
mecanica sobre os escassos elementos vasculares remanescentes. Este edema agira
do mesmo modo que uma torgdo do pediculo, com a conseqiiente dificuldade tanto
do suprimento sanguineo quanto do retorno venoso, este ultimo favorecendo ainda
mats o edema do retalho o que prejudicara com maior intensidade a vascularizagdo

dos segmentos mais comprometidos, fechando assim um circulo vicioso.

No tecido conjuntivo, o acido hialurénico tem um papel importante nas
forcas que determinam a movimentagdo de agua. A pressdo coloidosmoética do
intersticto, profundamente influenciada por este polissacarideo de alto peso

molecular, pode ser modificada através de sua degradagdo™*>*".



33

DURAN-REYNALS® em 1928, observou a disseminagdo de
microrganismos, tinta da India e outras tinturas, produzida pelos extratos de
testiculos, efeito que foi atribuido a um fator de expansio presente nestes extratos e

. .. . . . . 45
que posteriormente fo1 identificado como uma enzima, a hialuronidase™”.

A hialuronidase é uma enzima que degrada o acido hialurdnico, podendo

. - . . v . , 3
com isto, diminuir o potencial osmético do intersticio™.

Em 1988 GODEAU ¢ ROBERT", numa experiéncia em coelhos, estudaram
a agdo da hialuronidase na derme e observaram mudangas morfologicas
confirmando a capacidade desta enzima de influenciar na composi¢ao e estrutura do

tecido conjuntivo dérmico.

ROWLEY, HALE e FINLAY” em 2000 pesquisaram o efeito da
hialuronidase, quando utilizada em combinagdo com anestésicos locais, na
qualidade do bloqueio peribulbar e concluiram que a qualidade do bloqueio motor

foi significantemente melhorada, sem ter efeito no bloqueio sensorial.

A prevengdo de necrose induzida por agentes quimioterapicos através da
infiltragdo local de hialuronidase foi estudada por varios pesquisadores. Assim
DISA, CHANG, MUCCI e GOLDBERG? , em 1998, observaram uma redugéo de
no minimo 50% da porcentagem de area ulcerada produzida pelo extravasamento de

adriamicina, num modelo em ratos, no grupo tratado com hialuronidase.

Em 1982 YASUDA, RIBEIRO ¢ MAROKO" estudaram o efeito da
hialuronidase em infarto cerebral experimental em gerbils e encontraram uma
reducdo da mortalidade do grupo tratado em relagdo ao grupo controle (p<0,02), e

uma diminui¢do do tamanho da area de infarto cerebral (p<0,05).

Melhoria de tragados eletrocardiograficos, apOs injegdo intravenosa de
hialuronidase no infarto agudo do miocardio experimental em cées, foi comunicado
por MARTINS DE OLIVEIRA, CARBALLO E ZIMMERMAN" em 1959. Em
1982, SMISETH, REFSUM, VIK-MO e MJOS", também em experimentos com
cdes, estudaram o mecanismo de agdo desta redugdo da lesdo miocardica produzida

pela hialuronidase, e concluiram que se devia a um aumento de fluxo sanguineo
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colateral. Mas em 1983, SUNNERGREN e ROVETTO'", numa pesquisa em ratos,
apresentaram resultados que sugeriram uma redugdo do edema como mecanismo de

agao.

A hialuronidase também se demonstrou efetiva na redugdo da rejeigdo de
transplantes induzida por edema numa pesquisa em ratos desenvolvida por
JOHNSSON, HALLGREN, ELVIN, GERDIN e TUFVESON' em 1999 e
sustentaram a hipodtese da acumulag@o de acido hialurdnico como fator importante

na formag¢do do edema.

A partir destes argumentos e baseado na premissa que a hialuronidase, ao
degradar o acido hialuronico, pode influenciar positivamente na evolugdo do edema,
decidiu-se testar um modelo de retalho que servisse para avaliar a hipotese de que
esta droga seja efetiva no sentido de aumentar a viabilidade de retalhos cutineos

randomizados.

A hialuronidase empregada nesta pesquisa ¢ um produto farmacéutico
liofilizado para injeg@o por via parenteral. Trata-se de uma hialuronidase extraida de

testiculos de bovinos, e obtida em farmacias comerciais (Anexo 1).

Como amostra, utilizaram-se ratos. A manutengdo facil e de baixo custo, a
facilidade de manejo assim como a disponibilidade para séries maiores, justificaram
estes animais como a op¢do mais viavel no Laboratorio de TOCE da UFSC para
esta pesquisa. Foram escolhidos ratos fémeas, em anestro, para uniformizar a

amostra.

O procedimento anestésico utilizado, isto ¢, inalagdo de Eter Etilico seguido
de injegdo intraperitoneal de uma solugio de Pentobarbital sodico 3% (HYPNOL®)
(Anexo 2) e cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6dihidro-4H-1,3 — tiazina (ROMPUN®)
(Anexo 3) nas doses de 30 mg/kg e 0,20 mg/kg respectivamente, é rotina no
Laboratorio de TOCE da UFSC, com excelente resultado quanto ao padrio de
anestesia para os animais. Quando do término do efeito da mesma, os animais foram

mantidos aquecidos em gaiolas individuais.
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Apoés atingirem o plano anestésico, percebido pela auséncia de reflexo
corneo-palpebral e reagdo dolorosa a preensio do coxim adiposo das patas
dianteiras, realizou-se a depilagdo utilizando 1dmina de barbear. Este procedimento
permitiu a exposi¢do da pele do rato, facilitando tanto o procedimento operatorio,
quanto a observagdo pos-operatoria. A epilagdo, por arrancamento dos pélos, ndo
foi realizada por ser considerada um procedimento traumatico que poderia
influenciar em um grau variavel pela lesdo local subjacente, isto é, produzir micro-

traumas em nivel vascular.

Para a escolha do tamanho do retalho, recorreu-se a alguns modelos ja
padronizados na literatura?®??® Porém nenhum deles cumpria a fungdo a que se
destinava o estudo. Portanto, realizou-se um experimento piloto que refez alguns

dos estudos da literatura e algumas variagdes no tamanho do retalho.

Pela pretens@o do estudo, o retalho deveria ter um comprimento suficiente
para garantir uma area de necrose, estimada entre 20 e 40 %, e uma largura que
permitisse sua localizagdo em um lado do dorso do animal. Assim, chegou-se ao
retalho de 2 x 7 cm, com uma relagdo largura-comprimento de 1:3,5 maior do que a
utilizada por GROSSMAN, MCGONAGLE, DOWDEN e DINNER? (1:3) em
1983, e menor que a utilizada por IMENTEL ¢ GOLDENBERG?® (1:5) em 1999.

A regido dorsal foi escolhida devido a vascularizagdo, pois estudos
anatomicos da irrigagdo cutdnea do dorso do animal evidenciaram um padrdo de
rede vascular principal com trajeto predominante no sentido transversal®°. Assim,
foi demohstrado por SYED, TASAKI, FUJII ¢ HIRANO em 1992% quando
descreveram a vascularizagdo da pele do rato nas regides da bacia e lateral do
abdome, baseada no ramo ilio-lombar da artéria aorta, e por SYED, PIERCE, REID
THOMSON e RESTIFO em 1997%°, quando descreveram um outro retalho axial
baseado na 10° artéria intercostal (ou artéria dorsal média). Estes trabalhos
demonstraram um padrdo de circulagdo predominantemente transversal. Desta
maneira, o retalho foi desenhado em sentido longitudinal para atravessar
transversalmente os pediculos vasculares principais no dorso do rato, evitando

assim, favorecer o retalho pela propria dire¢do do fluxo sanguineo.
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O pediculo caudal foi escolhido para criar condigdes de dificuldade ao
retorno venoso, que favoreceria a formac¢do de edema no retalho, ocasionado pelo
aumento da pressio capilar’. Mesma conduta foi a de GROSSMAN et al?’ (1983),
ndo assim PIMENTEL e GOLDENBERG? (1999), que delinearam um retalho de

pediculo cefalico.

Outros autores estudaram fendmenos de lesdo ap6s reperfusio, pesquisando
diversas substincias e utilizando retalhos com pediculos vasculares
conhecidos®?**. O objetivo deste trabalho ndo era avaliar a reperfusio, mas a
isquemia produzida por dificuldade de retorno venoso. Assim, escolheu-se o retalho
randomizado, com a relagdo comprimento-largura suficientemente aumentada para
poder avaliar os efeitos de um retorno venoso dificultado. Durante o experimento
piloto, estabeleceu-se um modelo de retalho randomizado com as dimensdes que
pudessem produzir uma area de necrose suficiente para lograr uma boa avaliagdo de
qualquer aumento da éarea viavel. O retalho desenhado no dorso do rato difere
- daquele feito por GROSSMAN et al*’ (1983), cuja localiza¢io era na linha média.
Optou-se pelo lado direito, sem ultrapassar a linha média, visando assim evitar
alguma varnabilidade anatdmica quanto a cruzamento da vascularizagdo de
territorios cutaneos que pudesse influenciar positiva ou negativamente a nutrigdo do

retalho, o que de fato ndo seria possivel estimar.

Consoante aos conhecimentos da literatura, optou-se pela injegdo
intradérmica, adotada por PIMENTEL ¢ GOLDENBERG® (1999), para testar o
efeito de intumescéncia ao comparar com um Grupo SHAM, em que ndo se realizou
infiltragdo, no entanto as doses de hialuronidase administradas eram muito

discrepantes.

GROSSMAN et al?’ administraram (via intraperitoneal) 500 Ul/dia por
quilograma, o que em um rato de 200 gramas equivale a 100 Ul/dia. J4 PIMENTEL
¢ GOLDENBERG® administraram (via intradérmica) 200 Ul/dia. ZIMMET®, em
1996, num estudo de dose-resposta, na prevengdo de necrose produzida pelo
extravasamento de escleroterapicos, encontrou que a maxima prote¢do era atingida

com uma dose Gnica de 75 Ul de hialuronidase. Por outro lado, em 1998, DISA et
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al® infiltraram 2,5 a 10 UI de hialuronidase (também em dose tinica) no seu estudo

de prevencgdo de necrose de pele produzida por adriamicina.

Determinou-se, para este estudo, dois grupos aleatoriamente distribuidos, o
primeiro com uma dose de 100 Ul/dia (Grupo A) menor do que aquela utilizada por
PIMENTEL e GOLDENBERG?®, mas de acordo com a utilizada por GROSSMAN
et al”’, e outro grupo com uma dose de 50 Ul/dia (Grupo B) menor que a dose de
méxima protegdo que ZIMMET'® mostrou em seu trabalho, e ultrapassando o que

foi preconizado por DISA et al®.

No Grupo SHAM (Grupo D) o retalho foi apenas elevado e recolocado no seu
leito sendo suturado igualmente aos outros grupos, porém, sem receber qualquer
tipo de infiltragdo. Este grupo foi o pardmetro de um retalho deixado sem
tratamento, e que estatisticamente significa o grupo que fornece a informagdo

comparativa do que acontece na populagdo normal.

De forma semelhante ao procedimento utilizado por PIMENTEL e
GOLDENBERG?, infiltrou-se apenas os 2/3 distais do retalho de 2 x 7 cm, que é a
por¢do mais labil. Administrou-se 1/3 da dose no 1/3 médio, e o restante (2/3) no

1/3 distal, introduzindo-se o fator edematoso.

Observou-se nesta modalidade de infiltragdo que o efeito de intumescéncia
simula um edema local. PIMENTEL ¢ GOLDENBERG® ndo fazem referéncia a
este fator negativo para viabilidade do retalho, nem se influenciou no resultado
final. Este fato pode ser devido a administragio de dose diluida, 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 nfo houve tratamento do
retalho, incluiu-se 0 Grupo C o qual foi infiltrado com agua destilada, que é o
veiculo utilizado para a hialuronidase. Este procedimento serviu ndo apenas para
determinar se houve diferenga estatistica entre o efeito da propria droga e o veiculo,
mas também para verificar um melhor resultado quando comparado com infiltragdo
e sem infiltragdo; isto €, se ha aumento na viabilidade dos retalhos cutdneos quando

existe o fator edematoso (condigdo criada pela propria infiltragdo).
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Tanto GROSSMAN et al”’ quanto PIMENTEL e GOLDENBERG*

prolongaram o tratamento por 7 dias.

Tendo sido observado, durante o experimento piloto, que a necrose se instala
entre 0 2° ¢ 4° PO e o desfecho ¢ irreversivel, o critério utilizado foi realizar o
tratamento durante a fase critica, isto é durante as primeiras 72 horas, que € a etapa

em que acontecem os fendmenos vasculares que determinam a evolugdo do retalho.

Mesmo quando o retalho, antes das 72 horas, adquiria caracteristicas clinicas
que sugeriam sofrimento vascular, o que previa a instalagio de necrose, estas areas
continuaram sendo infiltradas até o 3° PO (72 horas). Esta conduta foi estabelecida
para ndo desarmonizar a maneira de realizar a infiltragdo, € na esperanga de que o

tratamento revertesse a necrose esperada.

A possibilidade de o retalho reagir & maneira de um auto-enxerto também
ndo foi desprezada, mas todos os grupos foram expostos as mesmas variaveis, ¢ foi
considerado na avaliagdo dos resultados como condigdes semelhantes em todos os

grupos.

Um dos problemas ocorridos no experimento piloto, foi a presenga de
autofagia dos retalhos. Para evita-la, utilizou-se um colar cervical cujo formato
micial foi tubular, feito de plastico, que no principio parecia funcionar até surgiram
casos de ratos com autofagia que obrigaram a substituigdo por outro animal.
Recorreu-se a um modelo de colar elisabetano descrito por BINS-ELY et al** para

protecédo de feridas operatorias abdominais, de plastico, com formato conico.

Aparentemente, ndo for o suficiente, pois ocorreram novos casos de
autofagia, embora em niimero menor e decidiu-se acoplar a este colar, um segundo
colar, maior, realizado com filme de acetato de celulose (Figuras 13 ¢ 14). Este
duplo colar, embora tenha incomodado o animal, n3o restringiu o acesso a ragdo e
agua, muito menos a deambulagio. Com este Gltimo modelo (duplo colar) utilizado

neste estudo ndo houve casos de autofagia.

Para tratamento e mensuragdo da area de necrose utilizou-se o programa

IMAGE TOOL® recomendado por BINS-ELY em outro estudo para aferi¢do de
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areas de necrose em modelo de retalho transversal do musculo reto abdominal

(TRAM) no rato™*.

A utilizagdo do programa permitiu um calculo quase exato da area de necrose
através da analise de fotografias seriadas do retalho em evolugdo, submetidas a

aferigdo do ato operatorio até o 7° PO.

No total, 42 ratos (n=42) foram incluidos na pesquisa, com peso médio de
251,43 gramas (desvio padrdo de 20,89). Um animal pesou 182 gramas o que fez a
amostra no Grupo B ter uma maior dispersdo, com um desvio padrdo de 27,71,

porém néo prejudicou a uniformidade da amostra.

Analisando os dados dos varios grupos da variavel “extensdo da area de
necrose” (apéndice 3), percebeu-se que no 7° PO os resultados mostravam: 54,50 %
dos animais do Grupo A (100 Ul/dia de hialuronidase) apresentavam mais de 40 %
de area de necrose, o mesmo acontecendo com 27,3 % do Grupo B (50 Ul/dia de
hialuronidase), 100 % no Grupo C (agua destilada) e 40% do Grupo D (SHAM)
(Tabela 2). Estes dados derivados da observagdo clinica alertaram uma tendéncia do

Grupo C marcar uma diferenga em relagdo ao Grupo B.

Estes resultados sugerem que, sem a realizagdo de qualquer infiltragdo, a
porcentagem de necrose do retalho acima de 40 % foi observado em 40 % dos
animais (Grupo D). No entanto, quando utilizada agua destilada (Grupo C), esta
porcentagem foi de 100 %. Quando foram utilizadas 100 UV/dia de hialuronidase
(Grupo A), esta porcentagem ultrapassou aquela onde nenhuma infiltragdo foi
utilizada. Percebeu-se que com dose de 50 Ul/dia de hialuronidase a porcentagem
de animais que apresentaram necrose maior que 40 % da area do retalho foi muito

menor (Grupo B).

Estas observagdes necessitam um maior estudo, pois, trabalhando sobre os
dados derivados das avaliagdes do programa IMAGE TOOL®, estatisticamente a
diferenga entre os Grupos A e B ndo foi significante, com um intervalo de confianga
de 99%, o que implica que doses de 50 Ul/dia e 100 Ul/dia ndo fazem diferenga no
tratamento (Tabela 7). Estas doses se encontram perto do ideal de 75 Ul encontrado
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por ZIMMET!® no seu trabalho com escleroterapicos e coincidem com o utilizado

por GROSSMAN et al*’.

Na Tabela 3 demonstrou-se uma redugdo da superficie total do retalho, que

se evidencia na figura 19, e que estaria relacionada a contragio da ferida operatoria.

Quanto as porcentagens de area 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 platd registrado na curva da Figura 20. Sendo assim, ndo deve ter ocorrido
variagdo, mesmo depots do periodo de tratamento (dos 4° ao 7° PO) o que sugere

que qualquer agdo ¢ importante, principalmente, nas primeiras 72 horas.

A taxa de necrose no 7° PO foi de 38,69% (+9,26) para o Grupo A, 38,20%
(£15,05) para o Grupo B, 51,97% (18,37) para o Grupo C € 45,90% (+12,57) para o
Grupo D. A Figura 21 mostra que as porcentagens de necrose no mesmo grupo nos
5° ¢ 7° PO foram similares. E assim que o teste de LEVENE, para analise de
varidncia, nas observagdes nos 5° e 7° PO demonstrou que ndo existe diferenga
nestas variaveis (Tabela 5); no entanto, o teste ANOVA para dados pareados dos 5°
e 7° PO comparados com a variavel grupo, demonstrou que existe diferenga
estatisticamente significante (p<0,05) na variavel grupo e qualquer diferenga de

resultados esta explicada pela diferenga entre os grupos (Tabela 6).

Em 1983, GROSSMAN et al’’, no seu modelo de retalho cutineo
experimental em ratos, ao comparar as longitudes das areas do retalho com
viabilidade no 7° PO, observaram melhoria com o uso de hialuronidase e o dimetil
sulfoxido (DMSO) via intraperitoneal. Seus resultados de 6,6 cm no grupo tratado
com hialuronidase contra 5 cm no Grupo SHAM, deram diferenga estatisticamente
significante (p<0,001). Assim, formularam a hipdtese de que estas substincias
exerciam seus efeitos diminuindo o edema e ajudando no transporte de nutrientes ao

retalho, durante a fase aguda.

PIMENTEL e¢ GOLDENBERG®” (1999), utilizando coethos, também
pesquisaram a hialuronidase que foi injetada diretamente na pele e tecido

subcutdneo de longos retalhos com pediculo cefalico, com a finalidade de causar
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uma rapida difusio de liquidos extravasados, esperando assim aumentar a drenagem
de metabolitos da extremidade do mesmo para areas mais distantes, com
vascularizagdo normal, para prevenir sua necrose. Neste modelo, o grupo tratado
com hialuronidase apresentou uma média de 1,47% de area de necrose, quando que
o grupo com soro fisiologico teve uma média de 27,64% e o Grupo SHAM 30,14%,
e concluiram que a hialuronidase representou um tratamento efetivo na prevengao

da necrose (p<0,05)®.

No presente estudo observou-se, ainda que proporcionalmente, um aumento
da wviabilidade quando comparados os Grupos tratados (A ¢ B) em relagdo aos
Grupos controle e SHAM (C e D respectivamente) (Figura 21). Esta diferenga foi
estatisticamente significante (p<0,05) apenas entre os Grupos A € C, € os Grupos B
e C (que estiveram submetidos a0 mesmo efeito edematoso) ndo existindo diferenca
estatisticamente significante na comparagio dos Grupos tratados (A e B) com o
Grupo D (SHAM) tal como mostra a Tabela 7. Por isto, ndo se pode afirmar que a
hialuronidase evita necrose de retalhos cutineos randomizados quando infiltrada no
local. Contudo, estes resultados sugerem um efeito protetor da hialuronidase quando
esteja instalado um edema, e ndo como favorecedor de difusdo de nutrientes a locais

mais distantes do retalho, como GROSSMAN et al*’ indicam no seu trabalho.

Apos a realizagdo deste estudo, pode-se inferir que a hialuronidase aplicada a
retalhos cutdneos, em ratos, seja eficaz na prevengdo da necrose, no entanto, ndo se
conhece o mecanismo pelo qual esta prote¢do possa realmente ocorrer. Sugere-se a
realizag@o de estudos mais detalhados para uma conclusio mais convincente sobre a

droga utilizada.



6. CONCLUSAO

No modelo experimental do presente trabalho, a hialuronidase demonstra-se
efetiva em aumentar a viabilidade de retalhos cutineos randomizados em ratos,
quando o fator edema encontra-se envolvido no processo, o que sugere um provavel

mecanismo de redu¢do do componente edematoso.
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PROTOCOLO DE PESQUISA



e

CJCI0d

PROTOCOLO DE PESQUISA

1. IDENTIFICACAO DO ANIMAL

[T] D

Gramas.

A. 100 Ul/dia hialuronidase
B. 50 Ul/dia hialuronidase
C. agua destilada

D. SHAM

2. PROCEDIMENTO OPERATORIO

Anestesia
Depilagio

Técnica: Retalho 2 x 7 cm e sutura com fio natlon 6-0

Infiltragdo com 2 ml de: l__—l

1
2
3
4

nenhuma substancia (SHAM)
hialuronidase 100 Ul/dia
hialuronidase 50 Ul/dia
agua destilada

Colocagio de colar cervical

3. INFILTRACAQ NO POS-OPERATORIO

24 horas apos (1° PO)
48 horas apoés (2° PO)
72 horas apos (3° PO)



4. EVOLUCAO DIARIA

TEM DA POS-OPERATORIO (PO)
0[1°]2°(3°]4°|5°|6°|7°
1
2
3
4
5
1. Atividade do rato:
0. Sem movimento
1. Movimento apenas ao estimulo
2. Movimento espontineo
3. Irritado
2. Caracteristicas do retalho quanto & mudanga de cor:
0. Sem mudanga
1. Azulado ouroxo
2. Preto
3. Misto
3. Caracteristicas do retalho quanto aos limites da area suspeita:
0. Sem area suspeita
1. Néo delimitada
2. Delimitada
4. Caracteristicas do retatho quanto a extensio da area suspeita:
0. Sem 4rea suspeita
1. Menor do que 1/5 (20%) do retalho
2. Menor do que 2/5 (40%) do retalho
3. Igual ou maior do que 2/5 (40%) do retalho
5. Deiscéncia do retatho:
0. Sem deiscéncia
1. Deiscéncia parcial ndo relacionada a necrose do retatho
2. Deiscéncia parcial relacionada a necrose do retalho
3. Deiscéncia subtotal (>2/3) relacionada a necrose do retalho
4. Deiscéncia total relacionada a necrose do retalho



5. DOCUMENTACAO FOTOGRAFICA

I:] dia O (procedimento operatorio)
D 1° pés-operatorio
]:l 2° pos-operatorio
D 3° pos-operatorio
[:] 5° pos-operatorio
D 7° pos-operatorio

6. ANALISE PELO PROGRAMA IMAGE TOOL®

DIAS POS-OPERATORIO (PO)

Image Tool® 0 1 | 2 3 | 5 | 7

AREA TOTAL (cm?)

AREA DE NECROSE (cm?)

PORCENTAGEM (%)

7. OUTRAS OBSERVACOES




APENDICE 2
BASE DE DADOS

Variaveis: grupo, peso, atividade do rato.



Atividade do Rato

Peso | Dia 0{1° PO|2° PO(3° PO}4° PO|5° PO|6° PO|7° PO

238
261
253

224
262
256
283

259
269

277
245

246

246
263
241
255

265
263
235

294

234

182
236

276
273
255

239
256

237
275

270
263
253

252
242
226

266
203

224

259

252
252

odnan

<

NO

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

22

23

24
25

26

27
28
29
30
31

32
33

34
35

36
37
38
39
40

41

42




APENDICE 3
BASE DE DADOS

Variaveis: cor do retalho, limites da area suspeita, extensio

da 4rea suspeita.
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C= cor do retatho; L~ limite da drea suspeita, E= extens3o da area suspeita.



APENDICE 4
BASE DE DADOS

Varidveis: area total do retalho, 4rea de suspeita,
porcentagem de drea suspeita.



o} DIAO 1°PO 2°PO 3° PO 5°PO 7° PO
N° (S
%' TOTINEC] % |TOTINEC| % JTOT|NEC] % |TOTINEC]| % JTOT|NEC| % lTOT|NEC| %

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 | 3,59 136,23} 9,36 | 3,33 } 35,58
3 A ]12,83] 0,00 | 0,00 |12,67| 3,74 |29,52]12,65| 3,01 123,79{11,71| 4,54 138,77§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 ]13,94] 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 | 18,88114,52 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]12,28] 4,97 {40,47]11.48| 4,55 | 39,63
8 A ]12,03} 0,00 | 0,00 }12,03] 1,74 114,46}10,79] 2,10 }19,46] 9,63 | 2,33 {24,20]10,338| 2,42 {23,29§10,61} 2,34 { 22,05
9 A [13,56] 0,00 | 0,00 13,67} 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 1471} 0,00 ] 0,00 113,761 5,45 |39,61115,88| 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 |42,52111,48| 4,54 |39,55]11,90| 5,29 | 44,45
13 ] B ]10,86| 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| B 112,261 0,00 | 0,00 111,73{ 7,63 {65,05}12,06 7,18 159,54110,32( 6,43 {62,31§10,43| 6,63 |63,57] 9,89 | 6,30 | 63,70
15| B |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 | 55,27
16 | B ]13,00{ 0,00 | 0,00 [14,15| 4,28 |30,25]13,03] 5,40 {41,44]111,76| 4,72 | 40,14[11,58]| 4,14 {35,75]12,40| 3,95 | 31.85
17| B [14,11| 0,00 | 0,00 }14,58( 5,66 |38,82]14,06| 4,43 |31,51]13,55| 4,44 |32,77}12,74| 5,41 |42,46]12,59| 6,08 | 48,29
18 | B |12,36] 0,00 | 0,00 |11,09{ 3,19 |28,76]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 11,41} 0,00 § 0,00 J11,24| 1,46 |12,99]11,96] 1,31 |10,95]10,83] 1,19 {10,99]11,80| 1,65 }13,98}11,94} 1,36 | 11,39
20| B 112,121 0,00 { 0,00 {11,941 3,29 }127,55{13,36 6,13 |45,88]11,40] 5,29 |46,40] 9,52 | 4,64 148,74]10,87} 4,85 | 44,62
21 B [11,12] 4,37 |39,30] 9,82 | 3,79 |38,59411,37| 4,37 [38,43[10,76| 4,10 [38,10] 9,85 | 3,70 |37,56] 9,60 | 3,29 | 34,27
22| B |11,42] 000 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 |1316]| 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| 7,59 158,79]12,58| 6,16 |48,9711,26| 5,51 [48,93]10,16] 5,49 |54,04]10,11| 4,74 | 46,88
25| C ]1435] 0,00 | 0,00 |14,33| 7,03 |49,06]14,22] 7,50 |52,74112,18] 587 |48,19]13,15] 6,35 | 48,29]13,62| 6,59 | 48,38
261 C §12,96] 0,00 {1 0,00 §12,15{ 5,63 146,341 12,00! 5,60 |46,67112,63} 6,26 149,56}11,45| 5,88 |51,35}10,62| 4,62 | 43,50
27 { C §13,34| 0,00 {1 0,00 {11,45] 5,80 {50,66410,88} 5,79 |[53,22]12,97] 7,80 |60,14]11,18{ 5,75 |51,43§10,24| 5,57 | 54,39
28| C 114141 0,00 | 0,00 [13,91] 3,85 |27,68]13,67] 7,69 |56,25]13,29] 8,06 |60,65[12,49| 8,58 168,69]12,09| 8,15 | 67,41
29| C |12,32] 3,08 [25,00111,78] 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 | 48,76
30| C |12,87] 0,00 | 0,00 |11,49] 6,21 |54,05]10,77] 5,50 |51,07110,52] 6,32 |60,08110,14] 6,39 |63,02]10,69| 6,43 | 60,15
31} C ]12,68} 0,00 | 0,00 }13,80] 8,24 }59,71}12,95] 5,73 ]44,25)12,56] 6,70 153,34§11,32] 6,65 |58,75}10,68] 6,48 | 60,67
32| C 140510001 0,00 §12,03] 5,78 [48,05012,98| 6,12 147,15]12,87] 6,57 {51,05]11,75] 6,33 [53,87{11,331 5,42 | 47,84
33| D ]12,36| 7,48 |60,52]11,85{ 7,10 |59,92112,81| 891 [69,56]12,34| 8,72 [70,66]10,46| 7,15 |68,36]11,57| 8,29 | 71,65
34 | D |1473| 0,00 | 0,00 |11,78| 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}11,88] 5,71 |48,06]13,73| 7,00 |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 |33,63114,99] 6,02 |40,16§13,75] 5,07 |36,87]13,60} 5,60 | 41,18
37| D J12,95] 0,00 | 0,00 }13,03] 4,28 |32,85}13,55] 5,57 141,11]12,65) 4,93 |38,97)12,43) 4,83 138,86113,80} 5,61 | 40,65
381 D §12,69] 0,00 { 0,00 }12,68] 5,23 [41,25]13,43| 5,90 {43,93112,89]| 6,12 {47,48]10,68] 5,37 |50,28§10,531 5,11 | 48,53
39| D }12,23] 0,00 { 0,00 112,38] 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
401 D ]13,82] 0,00 | 0,00 }13,63] 7,62 |55,91]14,23] 5,94 |141,74]14,32] 5,67 {39,59]13,95] 5,00 |35,84]13,82| 4,89 | 35,38
41 D [12,26] 0,00 | 0,00 [12,62] 7,01 |55,55[12,98( 7,40 |57,01112,98] 7,10 |54,70§12,99 7,85 160,43]13,06| 7,42 | 56,81
42| D }12.81)0,00] 0,00 ]12,21] 5,79 147,42}12,46] 1,89 |15,17§12,31] 1,82 |14,78}12,31] 3,89 |31,60]11,78] 5,01 | 42,53

TOT= area total do retalho;

NEC= area comprometida; %= porcentagem de area comprometida.
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ANEXO 2

HYPNOL®

Pentobarbital S6dico 3%

1.

ypno

~ Pentobarbital Sodico ,
Solugéo injetavel - 50 ml - USO VETERINARIO

conenga 50 mi.
COMPOSICAQ COMPLETA.

APRESEMTAGAD:~ Boltgio Wjpkivdi v 3%, Iaict-ampdia

Fartchartial SOMES <.\ e
Voiculo asténd §.5.0.

. INFORMACOES GERAIS
Hypnol possul um Drazo OF vaiKiade té ¥4 Meses apds a
data da tabricacdo. Dove ser a'mazenado em loal resct ©
a0 abrigy da W2, Nuncs Lse medicamentos com pawmw db
aldade venedg,
Hypnol injetdvet ndo tussia consarvaniss. No caso e ust
Pl 4O CONIGIAO U FrASCO. 1ECOMONGASE A5 EENsIN GO
1083 12 romento da ratirady do produle. € conservagde di
1asiante am gekadaira,
Clianda lor aplicado o ploduio, a vokcideoe e inhisdo gove
s&1 hrigalonamenta lenta.

IMFORMACOES TECNICAS
INDICAGOES - O Hypaot 3% (Pentutartvai Sodua; & in-
dicado como Mmadicag 80 pid-anetbeita & MSSIEAINS am pro-
cedmentos crirgicos da Moderads K:1agdo & como sadali-
0 1W08 CAROE QU3 ISYUERANM O LSO 08 DA DISHEOS, COMD DoF
axempio WRoKKAGH0 Do eslAcning, Fooe 587 emuregade am:
03 e eutandsias.
CONTRA-INDICACOES: ~ Hypao! 3% (Piniotarbeat Sea-
£0) NA0 gave ser admingiiago & animals em choque,
oxémicos e portadores de neliopalias, hepatopatas a
L eandionyias graves. Anwmaus lazende uso de cloranienioni
ndo davem usar o pentoba-blal ieo @ intaxagdes por
geprassores do SNC tumborn coniry MoTam e BMmprego.
PRECAUCOES: ~ Em animas idosos, gestantes & anémi-
<os & doge da Mypnol 3% Ueva s2r reduzida B o prodilo 56
4ave sef (1Sado QUanUo G058 GIANYY U2 OPCI0 TAIS Sagura.
O Penipbarbital Sidico, pode Casa? patada restiratdna se
N3 foringaladn N3 VOGN AUSGACA & deve-3a 181 i mdo
matarialpara esta smergéneia, Comoqualquer habiingo, 0
nenlobartidal sodica pode caysar GeponaBncia tsica ¢ o

psfguica.

INTERAGOES MEDICAMENTOSAS .~ Q8 BIr0nuncss
polenchilizam oy eleitas @ sio polenciatizades D00 OuUtros
depresactes do SNC como o alces), banzotnzepinicas €

S rhaYasdrensnes w

.3
i

SHESBSKOS VDI @ 80U B0 CONLIMAANIE aUMen3 o3 NS
€03 da-dabresade respiratora. Cloranienicol e atlros
nibnoras enaimiticos profongain a meia vida plasmites. do
pemobarhdal vimentando sas afatos. Por sua vz, Hypno!
3% & uen indtor enzmtico, aumentando a velocidade b
Gue rversas drogas sdo metabolizadas, com doscrisamne

iC] uus eleitog.

REAGOES ADVERSAS:~ A reacio aditrsa cof @ uso 0o
pesiobarbdal sordico qus exige maios cautels &  depressiio
acentyada do SNG. com parada respiraldna. Etle 1500, mo-
L & todos os barbitinicos, pode ser svitado cikilindo-se
Clidadusamante 3 Sosd 8 & vBIOLISa0e 06 WUSID 00 medk-
camento. Em aiguis anmdis pods pcorer extiiaglo pan-
GORIE, prncipakimenie o doses boikas, Vs acoren fis-

- Quentoments no P Lpesatdva, -
- POSOLOGIA~ A3 (osers angs drlcas retbmondadas sia-

am-3s ERle 15 & Mgy de poso curpdieo, depantondo
U0 usd 0l ndo B medicagao peb anssidésica. Mornalmenie ¢
#juste da dose vana de animat para animal, requesendo, HoF
Dirle e Quam adminisiza ¢ produle, o conheCMno dos e
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ANEXO 3
ROMPUN®

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

Uso Veterindrio
Sedativo, Analgésico
e Relaxante muscular
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Licenciado no Ministério da Agriculliira sob n? 182 om 27.07.70
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Fabrcado sagundo fémula da Bayer AG
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