ARTIGO ORIGINAL

TRABALHO PREMIADO — PREMIO SIRLEI RINALDI 2002
OCLUSAO VENOSA EM REIMPLANTE DE MEMBRO:
UM NOVO MODELO EXPERIMENTAL EM RATOS

Venous occlusion after limb replantation:
a new experimental model in rats

MarceLo SACRAMENTO CunHA!, Jose CaARLOS FAES DA SiLva?,
Huco Atserto Nakamoro®, Kraus WErNER FeLs®, Marcus CAsTRO FErreirA?

RESUMO

Introducdo: A oclusdo venosa pode levar a efeitos na
microcirculagdo com comprometimento da viabilidade de reta-
lhos e membros reimplantados. Foi testado um novo modelo
experimental de ocluséo venosa ap6s reimplante de membro.
Método: Amputagdes com preservagao dos vasos e nervos do
membro posterior direito foram realizadas em 100 ratos. Os grupos
experimentais foram submetidos a tempos de oclusdo venosa de
0,1,2,3e4horas. Osresultados foram analisados estatisticamente
pelo teste do Qui-quadrado (p < 0,05). Resultados: As taxas de
mortalidade transoperatorias dos grupos modelos foram 0, 10, 15,
30 e 60%, respectivamente. As taxas de mortalidade pés-operato-
rias foram 5; 11,1; 11,7; 14,2 e 100%, respectivamente. As taxas de
viabilidade dos membros isquémicos ap6s 7 dias de avaliagao
foram 100%, 87,5%, 80% e 66,67%. As taxas de mortalidade
transoperatodrias foram diferentes estatisticamente com excegao
de G2 e G3. As taxas de mortalidade pés-operatorias nao foram
diferentes com excecéo de G4 e G5. As taxas de viabilidade dos
grupos G1, G2, G3, G4 e G5 foram diferentes entre si, exceto 0s
grupos G2 e G3. Conclusdo: Observa-se uma curva tempo-
resposta na mortalidade transoperatéria e viabilidade dos mem-
bros no modelo testado.

Descritores: Isquemia, fisiopatologia. Sobrevivéncia do enxerto.
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SUMMARY

Background: Venous occlusion may have pronounced
circulatory effects leading to decreased viability of flaps and
limb replantations. It was tested a new venous occlusion
model in rats. Method: Amputation with preservation of
vessels and nerves of the right hind limb was proceeded in
100 rats. The model groups were submitted to 0, 1, 2, 3 and
4 hours of venous occlusion. The limbs were observed for 7
days and the survival limb rates. Results: Trans-operatory
mortality rates in model groups were 0, 10, 15, 30 e 60%
respectively and the post-operatory mortality rates were 5;
11,1; 11,7; 14,2 e 100% respectively. The survival limb rates
were 100%, 87,5%, 80% e 66,67% respectively. Model groups
were statistically different except for G2 and G3 in trans-
operatory mortality rates. There were no statistical
difference between model groups except for G4 and G5.
Model groups groups were statistically different except for
G2 and G3 in survival limb rates. Conclusions: The model
tested showed time-response curves in trans-operatory
mortality and viability limb rates.

Descriptors: Ischemia, physiopathology. Graft survival.
Veins.
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INTRODUCAO

A oclusao arterial ou venosa no periodo pés-operatorio pode
ocorrer em retalhos microcirirgicos e reimplantes. Trabalhos rela-
tam que a oclusdo venosa pds-operatoria € mais deletéria que a
oclusao global ou arterial. Pequenos periodos de oclusao venosa
podem levar a efeitos pronunciados e de longa duracéo na
microcirculagdo, levando ao comprometimento da viabilidade
deretalhose membros*. Suetal.’, em 1982, estudaramretalhos de
pele em ratos e observaram uma menor viabilidade dos retalhos
apos a oclusao venosa do que ap0s a ocluséo arterial. Hedén et
al.* utilizaram o laser doppler para avaliar o fluxo sangiiineo em
retalhos de pele em porcos e observaram que a reducéo do fluxo
€ maior ap6s a ocluséo venosa do que apdés a oclusdo arterial e
este efeito poderia sersecundario ao edematecidual, agregacao
plaguetaria ou microtromboses.

O musculo esquelético € mais sensivel a oclusdo venosa do que
a pele. Harashima et al.5 observaram 100% de necrose em retalhos
de pele emratos apds 8 horas de oclusdo venosa. Gabriel etal.?, em
2001, observaram que lesdes teciduais irreversiveis ocorrem apos
breves periodos de oclusao venosa no retalho do misculo gracilem
ratos. Alteracdes na microcirculacao, utiizagcao do oxigénio, meta-
bolismo energético e leséo de isquemia e reperfusdo sdo possiveis
mecanismos de lesdo propostos para a oclusdo venosa total.

Diversos modelos experimentais de retalho cutaneo e muscu-
lares foram desenvolvidos em ratos e porcos para o estudo da
fisiopatologia da oclusao venosa. Poucos trabalhos estudaram os
efeitos da oclusdo venosa em tecidos compostos € membros.
Nakamura et al.” estudaram os efeitos da oclusdo venosa em um
modelo de reimplante de membro em coelhos. Um modelo
experimental em ratos para estudo da oclusdo venosa em
reimplante de membro ainda néo foi descrito. O presente trabalho
pretende testar um novo modelo de oclusdo venosa apés
reimplante de membro em ratos.

METODO

O projeto desta pesquisa (N° 298/02) foi aprovado pela
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa da
Faculdade de Medicina da USP (CAPPesq). Foram utilizados 100
ratos Wistar machos, pesando entre 290 e 310g, racédo e agua
ad libitum e periodo claro/escuro de 12/12 horas.

Os animais foram anestesiados com tiopental sédico
(50mg/kg) intraperitonial. Procedeu-se a inciséo circular na
por¢do média da coxa, abrangendo pele, tecido celular sub-
cuténeo e musculatura ap6s hemostasia com eletrocautério
bipolar®®. A osteotomia do fémur no tergo médio foi realizada
com serra manual (Figura 1). Procedeu-se a sintese 6ssea com
fixacdo intramedular do fémur com segmento de agulha 30X7
e cola de éster de cianoacrilato, sintese da musculatura e
aplicou-se o clipe microvascular atraumatico na veia femoral,
antes da emergéncia dos vasos epigastricos superficiais cau-
dais, evitando-se incluir o nervo e artéria femorais (Figura 2).
Observou-se a interrupgédo do fluxo sangiiineo da veia femoral
através do teste de enchimento negativo e realizou-se a sintese
da pele e reposi¢cdo volémica através da inje¢do subcuténea
de 50mli/kg de solugao fisioldgica de NaCl a 0,9%.

Os animais foram submetidos a tempos de ocluséo venosa
quente (25°C) a partir do pingamento da veia (Figura 3). Realizou-se

Incisdo vertical em regido inguinal esquerda com dissecc¢ao,
canulagdo daveia epigastrica superficial caudal com agulha 29G
e injecao de 1ml de solugéo salina (Figura 4). A sutura vertical da
pele do membro posterior direito foi aberta e retirado o clipe
vascular. Foi observada a permeabilidade da veia femoral através
do teste de enchimento positivo e auséncia de trombos ao exame
com o microscopio cirlrgico e procedeu-se a sintese da pele.

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais
(Tabela 1).

Os animais foram observados diariamente por um periodo
de sete dias. Os Obitos observados foram divididos de acordo
com o periodo em que ocorreram: periodo transoperat6rio
(6bitos ocorridos durante o procedimento cirdrgico desde o
inicio da anestesia até a liberacao do clipe vascular) e periodo
pés-operatorio (Obitos ocorridos desde a liberagéo do clipe
vascular até o 7° dia de pds-operatério). A viabilidade dos
membros foi determinada através de exame clinico e os mem-
bros foram classificados em membros vidveis ou membros néo
viaveis (Figuras 5 a 7). Os animais foram sacrificados ap6s sete
dias através de superdose de éter inalatério.

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

RESULTADOS

Quarenta e sete ratos foram a 6bito durante o estudo, 27
durante o periodo transoperatorio e 20 até o sétimo dia de pés-
operatorio, levando a uma mortalidade total de 33,8%.

As mortalidades pOds-operatorias e transoperatorias dos
grupos experimentais estdo representadas na Tabela 2 e
Figuras 8 e 9. As diferencas entre as taxas de mortalidade no
periodo pés-operatério dos grupos G1 e G2, G2 e G3, G3 e G4
nao foram significantes estatisticamente. G4 e G5 evoluiram
com taxas de mortalidade pés-operatérias diferentes estatisti-
camente (p<0,001) - Tabela 2 e Figura 8.

Figura 1 - Amputac@o do membro posterior
direito com preservagéo de vasos e nervos.
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Figura 2 - Reimplante com posicionamento
do clipe vascular em veia femoral direita.

Figura 4 - Canulacgéo da veia epigastrica caudal
esquerda com injecéo de solugéo salina.

Figura 6 - Membro viavel ap6s 7 dias: viabilidade total
da musculatura com pequena area de necrose de pele
atribuidas ao desenluvamento distal da pele.

modelo experimental em ratos

Figura 3 - Membro congesto apds clipagem
da veia femoral direita.

Figura 5 - Membro viavel apés 7 dias:
viabilidade total.

Figura 7 - Membro invivel: necrose total do membro.
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As taxas de mortalidade, no periodo transoperatério,
foram diferentes significativamente entre os grupos G1 e G2
(p<0,005), G3 e G4 (p<0,005) e G4 e G5 (p<0,001). As taxas
de mortalidade, no periodo transoperatério, dos grupos G2
e G3 nao foram diferentes estatisticamente (p<0,5) - Tabela
2 e Figura 9.

A viabilidade do membro encontrada foi do tipo tudo ou
nada e estao representadas na Tabela 3 e Figura 10. Os grupos
Gl e G2 (p<0,001), G3 e G4 (p<0,05) foram diferentes estatis-
ticamente. Os grupos G2 e G3 néo foram diferentes estatisti-
camente (p<0,5%) - Tabela 3 e Figura 10.

DISCUSSAOQ

Varios modelos de retalhos tém sido propostos para o estudo
dalesdo tecidual por ocluséo venosa. Harashina et al.t, em 1977,
foram os primeiros a desenvolverem um modelo de oclusao
venosa em retalhos de pele em ratos. Daniel et al.’*, em 1982,

desenvolveram um modelo de oclusdo venosa em retalhos
cuténeos de porcos. Ao final da década de 80, o interesse pelo
estudo da congestdo, em particular seus efeitos sobre o misculo,
foi ampliado e foram desenvolvidos novos modelos de retalhos
miocutaneos®* . Nofinalda década de 90, surgiu o interesse pelos
efeitos da ocluséo venosa em retalhos compostos e membros.
Nakamura et al.’, em 1998, desenvolveram um modelo de
reimplante de membro posterior de coelhos com preservacéo de
vasos para o estudo do superoéxido, apés a clipagem da veia
femoral. Um modelo de oclusdo venosa em reimplante de
membro em ratos ainda nao foi testado.

O presente trabalho desenvolveu um modelo de amputagéo
parcial mantendo o pediculo vascular e nervoso do membro
semelhante aos modelos utilizados por Concannonetal.**e Cunha
et al.>'" para estudos de isquemia. A manutencdo do pediculo
vascular evitou anastomoses microvasculares e uma nova varia-
vel para o estudo da isquemia. A manuteng&o dos nervos evitou
a perda de sensibilidade e autofagia do membro. A reposicéo

Tabela 1 — Grupos experimentais.

Grupos NUmero ratos Solucéo injetada Tempo de oclusdo
venosa
G1l 20 Solugado salina 0,9% Oh
G2 20 Solugao salina 0,9% 1h
G3 20 Solugado salina 0,9% 2h
G4 20 Solugao salina 0,9% 3h
G5 20 Solugado salina 0,9% 4h

Tabela 2 — Mortalidade transoperatdria e Tabela 3 - Viabilidade dos membros.
poés-operatoéria.(* +=p<0,005, # = p<0,001). (*=p<0,01 e +=p<0,05).
Grupos Mortalidade Mortalidade Grupos Membros Membros Total
Transoperatoria Pés-operatoria viaveis inviaveis de ratos vivos
G1 0(0%)* 1(5%) G1 19(100%)* 0 19
G2 2(10%)* 2(11,1%) G2 14(87,5%)* 2 16
G3 3(15%)+ 2(11,7%) ;
G4 6(30%)+ # 2(14,2%) # G3 12(80%)+ 3 15
G5 12(60%) # 8(100%) # G4 8(66,67%)+ 4 12
Figura 8 - Mortalidade p6s-operatoria. Figura 9 - Mortalidade transoperatéria.
80% 80%
60% [ Mortalidade 60% ] Mortalidade
pos-operatoria transoperatoria
0,
40% $<0,001 40% ++p<0,005
20% % 20% # p<0,001
0% -ﬂ—ﬁ—' I—r=l— oo
G1 G2 G3 G4 G5
| |
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Figura 10 - Viabilidade dos membros.
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volémica foirealizada com 50ml/kg de solugéo fisiologica de NaCl
a 0,9% e também foi utilizada por Lipson et al.® e Cunha et al.’>6, A
perda sangiinea através da medula Ossea em fixacdo
intramedular foi relatada como causa de 6bito por Ferreira et al.®
em reimplante experimental em ratos. A utilizacdo de cola na
sintese dssea evitou a perda sangiiinea através da medula 6ssea
e também foi utilizada por Cunha et al.’®%. O clipe vascular
microcirtrgico foi utilizado para interromper o fluxo venoso na veia
femoral. O clipe vascular microcirdrgico tem sido amplamente
utilizado para proporcionar periodos de isquemia arterial ou
congestao venosa em modelos de retalhos e membros®#415,

Amortalidade foi estudada em dois momentos. A mortalidade
transoperatodria reflete os Obitos secundarios as complicagcdes
anestésicas e efeitos sisttmicos da congestao venosa. O aumento
gradual e significante das mortalidades transoperatdrias reflete o
aumento dos efeitos deletérios da congestao através de uma
curva-tempo de oclusédo venosa e mortalidade. O grupo G5 se
destacou pela grande diferenga estatistica do grupo G4. O tempo
de 3 horas de ocluséo venosa parece ser um tempo critico para
os efeitos sistémicos da congestdo venosa do membro.

A mortalidade pds-operatdria reflete os ébitos secundarios
areperfusdo do membro e infecgédo macica. A diferenga estatis-
ticamente significante apenas entre 0s G4 e G5 sugere que 0s
efeitos sistémicos da reperfusdo do membro n&o sédo importan-
tes até o tempo de 3 horas (tempo critico) e se tornam impor-
tantes no tempo de 4 horas (G5) em que as lesdes se tornam
irreversiveis. Nakamura et al.” estudaram um modelo de ocluséo
venosa em membros amputados com preservacao dos vasos
em coelhos. Durante o estudo piloto, testaram periodos de
oclusdo venosa de 2, 3 e 4h. Observaram taxas de mortalidade
de 0% no tempo de 2 horas, 50% no tempo de 3 horas e 100% no
tempo de 4 horas. Consideraram o tempo de 4 horas o periodo
de ireversibilidade da leséo tecidual.

A resposta tipo tudo ou nada encontrada tem sido relatada
em modelos de reimplantes isquémicos de membro*. A mortali-
dade de 100% do G5 excluiu este grupo do estudo da viabilidade.
A reducéo significativa das viabilidades ao longo dos grupos
sugere uma curva tempo de oclusédo venosa e viabilidade dos
membros, tornando o modelo de oclusdo venosa confiavel.

CONCLUSOES

O grupo G4 (3 horas de ocluséo venosa) pode ser conside-
rado tempo critico para o modelo estudado. Tempos maiores de
oclusdo podem levar a altas mortalidades transoperatérias e
pés-operatorias. Este grupo podera ser utilizado para estudo de
efeito de medicacgdes e tratamentos parareduziralesao tecidual
da ocluséo venosa.
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