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Resumo

Este Trabalho de Estagio surgiu como uma oportunidade de aprofundar conhecimentos huma

temdtica que, para mim, se revela de especial interesse.

O desenvolvimento de técnicas cirdrgicas e microcirargicas configura uma area com enorme
potencial e aplicabilidade préatica no ambito da Medicina Veterinaria, designadamente através
da capacidade que encerram na prossecucdo de respostas para desafios que comummente
surgem na prética clinica. Este percurso associa-se inevitavelmente a procura e descoberta de

solucBes, nas quais os biomateriais e sistemas celulares assumem um papel fundamental.

O desenvolvimento do Estagio enquadra-se no treino e aperfeicoamento de reconstrugdo de
tecidos no ambito da Medicina Regenerativa, com recurso a animais de experimentagéo, para
transposi¢céo das técnicas para Medicina e Medicina Veterinaria. Assim, como preparacgdo, a
minha formacao incluiu a realizacdo do curso Laboratory Animal Science, de acordo com as
recomendacdes da FELASA — Federation of Laboratory Animal Science Associations, categoria

C e critérios da Direccao-Geral de Veterindria para esta categoria.

A reconstrucdo tecidual abordou com especial incidéncia as técnicas cirlrgicas e
microcirdrgicas subordinadas ao Sistema Nervoso Periférico (SNP) e Sistema Vascular (SV),
associando biomateriais a sistemas celulares, nomeadamente células estaminais

mesenguimais de origem extra-fetal.

Esta abordagem esta inserida no ambito de varios projectos de investigacao, desenvolvidos
pelo Grupo de Cirurgia Experimental, que inclui uma equipa multidisciplinar do Instituto de
Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto, Centro
Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho e Nucleo BIOMATCELL, e financiados pela Fundagéo
para a Ciéncia e Tecnologia do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Ensino Superior
(POCT/CVT/64220/2006 e QREN BIOMATCELL).

Com a realizagdo deste trabalho, foi possivel desenvolver estratégias microcirurgicas para
melhorar a regeneracdo nervosa, vascular e exequibilidade de retalhos, salientando o efeito
positivo da associacdo de biomateriais e sistemas celulares no caso do SNP e SV e a

determinacé&o do local, relacdo base/comprimento e vascularizacdo dos retalhos estudados.

Todos os procedimentos foram realizados com aprovacdo das Autoridades Veterinarias
Portuguesas e de acordo com as normas directivas do Conselho da Comunidade Europeia de
24 de Novembro de 1986 (86/609/EEC).
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| — INTRODUCAO

1. Principios da microcirurgia

A Microcirurgia integra um conjunto de técnicas cirdrgicas realizadas para além dos limites da
normal definicdo visual humana, requerendo, como tal, uma ampliacdo com recurso a lupas ou
a microscopios cirtrgicos. Os procedimentos contempordneos que recorrem a técnicas
microcirargicas incluem a reparagdo de vasos e nervos, transferéncia de tecidos e

reimplantagdo de membros (Yap & Butler 2007).

A escolha do equipamento de ampliacdo depende da preferéncia do cirurgido e das estruturas
anatOmicas a reconstruir. Para disseccdo e preparacdo de vasos, podem ser utilizadas lupas
cirurgicas, que variam entre 3,5 a 8,0x de ampliagdo, enquanto para técnicas mais delicadas,
tais como anastomoses nervosas ou vasculares, o microscépio revela-se uma ferramenta
fundamental (Costa 1994).

Os microscépios cirargicos contemporadneos compdem-se
genericamente por 2 cabecas binoculares posicionadas a 180°
(com articulagdo independente); visdo estereoscopica; luz coaxial
por fibra optica (lampada de halogéneo 12V 100W); zoom de 1
para 4 e focagem por pedal eléctrico; bragos articulados com
amplitude de movimento nos planos horizontal, vertical e obliquo;
fotografia, monitor e video documentacéo e ensino (Costa 1994)
(Figura 1).

Apesar da diversidade de modelos, existem principios fisicos que
se revelam denominadores comuns a todos 0S microscopios Figura 1 —  Microscopio

, . e e . .. N operatodrio de suporte mével no
operatérios: a ampliacdo € inversamente proporcional a dimensao chao (figura gentimente cedida

do campo visual pois este torna-se progressivamente mais por Leica®).
reduzido nos planos horizontal (didmetro) e vertical (profundidade). As ampliagcbes mais
vulgarmente utilizadas no decurso de uma microcirurgia estdo compreendidas entre 4 a 10x
(ampliacdes baixas) para preparacao; entre 10 a 20x (ampliagdes moderadas) para dissec¢ao;
entre 20 a 30x (ampliacBes altas) para sutura; superior a 30x (ampliacbes muito altas) para

identificacdo (Costa 1994).

2. Instrumentos e fios de sutura microcirdrgicos
O equipamento instrumental basico para microcirurgia inclui: pincas tipo Wright, porta-agulhas
e tesouras microcirargicas, mini Satinsky, mini bulldogs, clamps vasculares e aplicador de

clamps (Pchierri et al. 2009) (Figuras 2 e 3).



Figura 2 — Instrumentos microcirdrgicos de Figura 3 — Estojo de microcirurgia na actualidade
Jacobson, usados em 1965 para a primeira (figura gentilmente cedida por Ana Colette Mauricio
reimplantacéo de polegar (Tamai 2009). 2010).

Os microinstrumentos devem apresentar determinadas caracteristicas que se revelam fulcrais
durante o procedimento cirargico: possuirem um acabamento bago para nao reflectir luz sob o
microscépio, serem longos o suficiente para repousar confortavelmente na méo e terem molas

de leve tenséo para evitar fadiga durante a cirurgia (Pchierri et al. 2009).

Quanto aos fios de sutura, seria apenas em 1971 que Acland produziria uma micro agulha que

viria a ser a precursora do fabrico estandardizado em escala. Esta fragil agulha apresentava

4mm de comprimento e 70um de didametro, a qual estava K c ~
fixa num fio de sutura de nylon de 18um. Actualmente, ‘ ! d
existe uma disponibilidade de agulhas com diametros entre . /\

30 a 200um, arcos desde 2,5 e 9,7mm, cordas de 2 a 8mm
e curvaturas de % (90°), 3/8 (135°) e % circulo (180°),

fixadas a materiais de sutura entre os 8/0 e 12/0 com 2/3 b

Figura 4 — Especificagfes da agulha:
a) angulo; b) arco; c) corda; d)
fino e melhor preensdo as maxilas do porta-agulhas (Costa  diametro; r) raio (Adaptado de Costa

o _ 1994).
1994; Pchierri et al. 2009) (Figuras 4 e 5).

dos seus arcos espatulados para um posicionamento mais

(<

Figura 5 — Diagramas dos tipos de agulhas microcirdrgicas: microagulha de sec¢éo redonda e ponta cilindrica
para sutura vascular; microagulha de secg¢do e ponta piramidal para maior penetracdo, destinada a sutura
vascular e nervosa; microagulha com seccé@o espatulada para deslizamento interfascicular, e ponta piramidal
com maior penetracao, para suturas nervosas (da esquerda para a direita) (Adaptado de Costa 1994).



Il = TECNICAS MICROCIRURGICAS — O TECIDO NERVOSO PERIFERICO

1. Fisiologia do tecido nervoso periférico

No Sistema Nervoso Periférico (SNP), os neurdnios agrupam-se em ganglios que podem ser
sensitivos ou motores consoante a sua funcao, e os axénios que deles derivam organizam-se
em nervos. A fibra nervosa € estruturada em 3 camadas distintas: i) A camada mais exterior
denomina-se epinervo e é composta por tecido conjuntivo laxo que envolve completamente o
nervo — este tecido conjuntivo compde-se de matriz de colagénio tipo | e lll, fibroblastos, tecido
adiposo e vasos sanguineos (vaso nervorum) e assume como fungdo a protec¢cdo ao meio
interno; ii) Internamente, o perinervo separa 0s axbénios em fasciculos dispondo-se em
camadas concéntricas de fibroblastos — protege o endonervo de agressdes externas (ja que
possui capacidade para resistir a fenomenos de estiramento até 750 mmHg) e é o0 seu
mediador nos processos de difusdo; iii) O endonervo envolve os axénios e as células de
Schwann individualmente, dispondo-se a nivel intrafascicular - apresenta na sua constituicao
uma matriz de fibras de colagénio tipo I, fibroblastos e vasos sanguineos (Junqueira & Carneiro
1999; Luis 2008).

2. Classificagdo da lesdo do nervo periférico

O SNP esta muito mais exposto a lesdes comparativamente ao Sistema Nervoso Central
(SNC). Esta exposicdo anatomica propicia o0 SNP a lesées que, empiricamente, se podem
considerar de esmagamento ou compressao, sec¢ao ou seccdo com perda de substancia (Luis
2008). Algumas classificacdes foram propostas, embora as que nos dias de hoje mais
comummente se utilizem sao as propostas por Seddon e Sunderland. Segundo Seddon a leséo
pode ser classificada em Neurapraxia, Axonotmese e Neurotmese; enquanto que para
Sunderland, a neurotmese pode ainda ser classificada em trés tipos distintos (Ristic 2000;
Battiston & Tos 2003) (Figura 6) (Anexo |).

Epineurium
Perineurium

Cell Endoneurium

body Myelin Sheath
Axon
s T e == e
e () N ——— >_ Sl e, e, e
2 | T T I r
-~ OHIN A-CQAS—/AD Normal First Second Third Fourth Fitth

degree degree degree degree degree
(neurapraxia) (axonotmesis)

Figura 6 — Classificagdo da les@o nervosa segundo Sunderland (Adaptado de Greene 2006).
3. Factores condicionantes da regeneracao nervosa
3.1. Factores de caracter geral
Neste grupo de factores podemos incluir a idade e estado de saude do paciente. A idade

apresenta-se como um factor preponderante no prognéstico ja que, é do conhecimento geral,
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em tenras idades a regeneracdo € potenciada quando comparada ao estado adulto. Esta
regeneracao € devida a uma maior plasticidade do SNC. No que concerne o estado de saude
do paciente, a patologia que concorre com a lesdo nervosa pode desempenhar um papel
preponderante na regeneracao, é o caso das patologias metabdlicas (Battiston & Tos 2003).

3.2. Tipo e local da lesdo

O resultado funcional na reparacéo vai ser condicionado pelo local da lesdo ja que as fibras
nervosas apresentam uma maior complexidade no seu segmento proximal, isto é, o nervo vai-
-se tornando mais “simples” a medida que vai deixando no seu trajecto ramos sensoriais e
motores. Por esta razdo, atribui-se um melhor prognostico do sentido proximal para distal:
plexo — tronco nervoso — nervo periférico definido — ramos terminais (Battiston & Tos 2003).

Outro factor que influencia o processo regenerativo do tronco nervoso sdo as margens da
lesdo: uma lesdo com as margens bem definidas vai apresentar melhores resultados
regenerativos do que outra onde 0s topos se apresentem “prensados” ou “danificados”. Neste
caso a sua seccao € obrigatdria ja que resultaria numa reacgao de fibrose com prejuizo para a

regeneragao nervosa (Battiston & Tos 2003).

O tecido circundante a lesdo nervosa também condiciona a regeneracao ja que o nervo deve
ser resguardado numa envolvéncia bem vascularizada e nédo alterada. Os problemas na pele
circundante ou tecido necr6tico tém de ser removidos e por vezes o recurso a flaps locais (ou

mesmo distantes) é recomendado (Battiston & Tos 2003).

Se o nervo danificado apresenta margens bem definidas ou se a zona esmagada pode ser
convertida, por seccdo, huma lesédo limpa sem significativa perda de substancia nervosa,
entdo a sutura directa estd recomendada (Battiston & Tos 2003). Se, inversamente, existe
perda significativa de tecido nervoso, entdo deve-se recorrer a enxertos nervosos
interfasciculares aut6logos para preencher a lacuna, guiar a regeneragao e proteger o axonio
da cicatriz circundante (Millesi 1970). No entanto, 0 uso de enxertos tem consequéncias na
area dadora, a priori sd, como a perda sensorial e risco de formagédo de neuroma. Esta foi uma
das principais razdes que levou ao desenvolvimento de técnicas para preenchimento da lacuna

nervosa, como os tubos-guia (Anexo ).

Uma lesdo por avulsdo tem um caracter especial de prejuizo nervoso, uma vez que ndo pode
ser reparada por meio de suturas ou enxertos. Uma técnica de reparacao nervosa tem sido
descrita na tentativa de reparar lesdes por avulsdo: a coaptacdo término-lateral (T-L). A
coaptacdo de um topo nervoso hum nervo vizinho tem revelado boa recuperacédo funcional em

diversos trabalhos experimentais (Battiston & Tos 2003).



3.3. Factores biomoleculares e celulares

Nas células nervosas, ap6s a seccdo do tronco nervoso, ocorrem inumeras alteracfes
morfolégicas e bioquimicas, que condicionam a sintese dos elementos do citoesqueleto
necessarios para substituir a perda de substancia axénica. Os factores biomoleculares podem
ser divididos em trés grupos distintos: factores neurotroficos, factores neurotrépicos e factores

promotores de neurite.

Os factores neurotréficos sao proteinas endogenas sollveis que influenciam a sobrevivéncia,
desenvolvimento e plasticidade morfolégica das células nervosas. Estes factores séo
sintetizados pelos neurdnios, musculos, glandulas e classificados com base nos seus
receptores (Battiston & Tos 2003; Luis 2008) (Anexo I).

O crescimento direccional do axdnio é condicionado pelos factores neurotrépicos. Estes,
libertados pelo segmento distal do axénio, vdo promover um gradiente de concentracdo que vai
criar uma direccionalidade para restabelecer a unidade axonal (Battiston & Tos 2003).

Quanto aos factores promotores de neurite (NPF), estes sdo responséaveis pela formacéo e
crescimento do cone de orientagdo para a regeneracdo nervosa. A laminina e a fibronectina
sdo exemplos de substéncias incluidas na matriz extracelular enquanto o N-CAM e o L-1 séo
factores moleculares presentes na superficie celular que promovem a adequada adesao para a

regeneracdo das fibras (Battiston & Tos 2003).

No ambito dos factores biomoleculares e celulares importa destacar o papel da associagéo de

farmacos e sistemas celulares como células estaminais na regeneracao nervosa (Anexo ).

3.4. Coaptacéo técnica e factores condicionantes

Para além dos factores ja descritos e da técnica cirdrgica, importa agora focar os aspectos que
o cirurgido pode controlar. E o caso da tens&do no local da sutura, um dos factores que mais
negativamente influencia a regeneracdo do axonio. Estudos recentes apontam para um
endurecimento dos topos da lesdo nervosa durante as cinco semanas subsequentes apés a
mesma, com um maximo entre a primeira e a segunda semana. Este endurecimento vai
contribuir para um aumento da tensdo no local da reparacdo (Allan & Trumble 2004). Para
qualquer tipo de reparacdo nervosa, pos-lesdo ou retardada propositadamente, € necessario
algum estiramento nervoso para conseguir a aproximacao dos topos. Esta aproximacdo nao
deve exceder os 10% de estiramento devido a0 compromisso vascular que este impde no
suprimento nervoso, constatacdo documentada por Trumble em 2000. Pelas razbes
abordadas, é evidente que uma reparacao livre de tensdo é fundamental para a regeneracao e,
embora a interposicéo de enxertos nervosos seja uma opc¢ao, a maioria dos cirurgides opta por

ndo recorrer a estes mas sim a outras estratégias para “ganhar’ comprimento nervoso. E o



caso da mobilizacdo do nervo no local através do desbridamento da fascia constritora e
dissecc¢éo ou seccao de ramificagdes nervosas bem como uma mobilizacdo articular no sentido

de atenuar a tenséo posicional (Allan & Trumble 2004).

A orientacdo dos fasciculos nas suturas nervosas contribui significativamente para o resultado
final. Hikosaka em 1979 constatou que um mau alinhamento dos topos é o factor mais
condicionante da regeneracdo axonal (Luis 2008). Apés a transeccdo do nervo, os fasciculos
tendem a herniar para fora da bainha epineural devido a alta pressao do fluido endoneural. Na
reparacdo cirurgica os fasciculos podem apresentar-se mal orientados, quer para dentro ou
fora da fibra, causando um mau direccionamento das fibras em regeneracdo (Myckatyn &
Mackinnon 2007) (Figura 7A). Por esta razdo, um corte “limpo” dos topos é essencial para um
correcto realinhamento dos fasciculos (Myckatyn & Mackinnon 2007), podendo o cirurgido,
para isso, recorrer a uma lamina microcirurgica (Battiston & Tos 2003) (Figura 7B).

Figura 7 — Anastomose Epineural: A) Uma excessiva tensdo na sutura epineural, pode direccionar mal os
fasciculos; B) Os fasciculos devem ser alinhados entre eles e o epineuro, tornando-se assim
desnecessarias suturas interfasciculares (adaptado de Myckatyn & Mackinnon 2007).

O fio de sutura também influencia a reparacéo: em trabalhos realizados por Giddins em 1989,
foi atestado que reparagfes da extremidade distal do antebraco com fios 9/0, permitiam melhor
contacto entre os topos e com menor dano, do que fios 10/0 que partiam a mais pequena
tensdo e 8/0 que mostraram ser demasiado invasivos no tecido nervoso (Allan & Trumble
2004). Quanto ao tipo de fio de sutura, a maioria continua a preferir o monofilamento nao
absorvivel (nylon ou polipropileno) devido a sua biocompatibilidade e auséncia de reaccao
inflamatéria (Battiston & Tos 2003).

3.4.1. Neurorrafia topo-a-topo ou sutura directa

Quando apds uma lesé@o nervosa, sem perda de substancia e em que os topos proximal e distal
ndo apresentam defeito (para além da secc¢édo), a op¢ao cirdrgica que usualmente é adoptada
pelo cirurgido é a sutura topo-a-topo classica depois de confirmar a auséncia de tensao da
fibora nervosa a coaptar, ou neutralizando-a através da flexdo das articulacdes adjacentes
durante a cirurgia (Millesi 2006).

De entre as suturas topo-a-topo a que mais usualmente tem sido usada na reparagado nervosa
€ a sutura epineural. O objectivo da reparacéo € estabelecer a continuidade do nervo com o

devido alinhamento rotacional e auséncia de tensdo. Para isso, 0 cirurgido orienta-se por um



marcador externo que pode ser um vaso sanguineo na superficie do topo proximal e distal ou
apenas fazendo coincidir as imagens espelho dos topos nervosos (Rowshan 2004) (Figura 8).
A coaptacado é conseguida com sutura de nylon 8/0 para nervos maiores ou 10/0 para os mais
pequenos. Se com duas suturas de nylon 8/0 a aproximag¢do dos topos ndo é conseguida,
entdo existe tensdo excessiva e opta-se por interposicdo de enxerto nervoso (Mueller 2006).

A B C D

epincurium
s \ oA
J ‘

P\¢

fascicle
vessel

Figura 8 — Anastomose Epineural: A) O primeiro ponto € inserido a 1 mm do topo e nivelado para evitar danos
fasciculares; B) A agulha é inserida no topo oposto, por baixo do epineuro, e paralela ao eixo nervoso até a sua
saida a 1 mm do topo oposto; C) A segunda sutura é realizada a 120° da primeira na circunferéncia epineural; D) O
nervo deve entdo ser rodado e a terceira sutura efectuada (Adaptado de Hsu 2003).

Embora esta técnica seja a menos morosa, também é a menos precisa, mas permite aos
factores neurotroficos actuarem no sentido de influenciar o crescimento axonal (Rowshan 2004;
Mueller 2006; Myckatyn & Mackinnon 2007).

s

Em teoria, a sutura interfascicular € uma técnica mais precisa de reparagdo nervosa. Os
topos nervosos sdo seccionados e 0s grupos fasciculares motores e sensoriais identificados,
para reduzir a probabilidade de axonios motores serem direccionados para terminagfes
sensoriais de 6rgdos ou axbénios sensoriais para placas motoras. O epineuro também necessita
de disseccdo, embora com especial cuidado para preservar o perineuro que suporta a

vascularizagédo nervosa (Rowshan 2004; Mueller 2006) (Figura 9).

A

fascicle

Figura 9 — Sutura Interfascicular: A) Um pequeno segmento de epineuro € removido para expor os fasciculos; B)
A agulha é inserida no perineuro a 0,5mm da superficie de corte num angulo de 45° e exteriorizada no fasciculo
oposto de maneira idéntica; C) As suturas s&o realizadas sem tensdo; D) E necessaria apenas uma sutura para
fasciculos até 1mm de diametro (Adaptado de Hsu 2003).

A técnica seleccionada vai depender do tempo decorrido ap6s a lesdo, da natureza e
localizacdo da mesma (condicionante da identificacdo do arranjo fascicular do nervo). A
localizacdo, de entre os factores enumerados, sera o factor que mais condiciona o tipo de
sutura ja que, proximalmente, o padréo fascicular € normalmente polifascicular o que impele o
cirurgido a optar pela técnica epineural; contrapondo, em lesdes mais distais, 0s nervos sédo

normalmente mono- ou oligofasciculares apresentando melhores resultados uma sutura
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interfascicular (Rowshan 2004; Myckatyn & Mackinnon 2007).

Outra abordagem a coaptacdo topo-a-topo consiste na interposicdo de um anel metélico
externo na sutura nervosa (Figura 10). Esta
técnica intenta criar uma maior area de
coaptacdo (10-20%), potenciando assim a

regeneragdo nervosa com a identificacdo de

A B

um maior nimero de axdénios presentes no
) ] o Figura 10 — A) e B) Esquema de sutura com anel
topo distal da fibra reparada (Kayikcioglu et al.  metalico (Adaptado de Kayikcioglu et al. 2004).

2004).

3.4.2. Neurorrafia término-lateral

A neurorrafia término-lateral consiste na coaptacao do topo proximal da fibra nervosa lesionada
com uma zona lateral de uma fibra nervosa intacta, através da realizacdo de uma “janela”
epineural e/ou perineural (ainda ndo € consensual se a janela perineural é necessaria). Esta
técnica tem sido aplicada na prética clinica mas com resultados controversos ja que estes tém

variado entre o “entusiasmante” e o “pouco proveitoso” (Millesi & Tsolakidis 2005).

3.4.3. Enxertos nervosos

Na abordagem a neurorrafia da fibra nervosa seccionada, a lacuna que separa o0s topos
nervosos vai condicionar a técnica cirdrgica. Se uma sutura 9/0 ndo for suficiente para a
coaptacao dos topos, ou se é necessaria uma manipulacdo postural para a aproximagao dos
mesmos, entdo o recurso a um enxerto é preferivel (Myckatyn & Mackinnon 2007). De entre os
enxertos disponiveis para o cirurgido devemos destacar 0os autoenxertos, aloenxertos e 0s

biomateriais tubulares naturais ou sintéticos.

Os enxertos nervosos autdlogos séo, correntemente, o0 método de eleicdo na reparagéo
nervosa com perda de substancia. No entanto, o uso de um autoenxerto implica o sacrificio de
um ou mais nervos funcionais cuja disponibilidade é limitada e podem ndo apresentar
“qualidade” suficiente para um necessario suporte a regeneragao axonal (Mackinnon & Nakao
1997; Johnson et al. 2005). Os nervos utilizados séo geralmente sensitivos, muito embora néo
promovam boa regeneracdo de axénios motores quando comparados com nervos motores ou
mistos (Ichiara et al. 2008; Luis 2008). Finalmente, e embora alguns estudos apontem para
uma completa recuperacao de sensacao apds reparacdo com enxertos autélogos, a taxa de

recuperacao de funcdo motora é inferior a 40% (Ichiara et al. 2008).

Muitos dos esforcos da Engenharia de Biomateriais tém recaido na criacdo de canais
tubulares, naturais ou sintéticos, capazes de substituir os enxertos autdlogos: tubos-guia

(Johnson et al. 2005) (Anexo Il). De entre os biomateriais naturais sdo de destacar os enxertos



com veias usados para reparar defeitos até 3 cm, mas com resultados aquém dos homaélogos
sintéticos. Por esta razdo o seu uso esta recomendado para reparagao de nervos “nao criticos”
(Myckatyn & Mckinnon 2007).

3.4.4. Cola de fibrina

A cola de fibrina é composta essencialmente por fibrinogénio, apoproptina (que séo inibidores
fibrinoliticos) e trombina (activador de fibrinogénio). O seu uso permite uma coaptagdo mais
facil e rapida (Battiston & Tos 2003; Martins et al. 2005) apresentando-se como uma alternativa
fihvel as suturas convencionais. Os bons resultados obtidos na regeneragédo axonal parecem
ficar a dever-se a um menor fendmeno inflamatério bem como a um menor compromisso
vascular no local da lesédo. Esta opcao de coaptacao cirdrgica tem sido usada (especialmente
na Europa) para reparagdo de nervos com menor didmetro onde, a menor seccéo da fibra,
torna-a mais susceptivel a inflamacdo. Na reparacdo de nervos com maior diametro, a
inflamacao ndo afecta a area de regeneracao axonal e contribui para proteger a fibra lesionada,

por conseguinte opta-se pela sutura convencional (Martins et al. 2005).

3.4.5. Coaptacédo por laser

A coaptagdo por laser evita a introducdo de materiais estranhos no local de reparacdo e é
baseada em processos de deshaturacdo e renaturagéo proteica criados pelo calor do feixe do
laser. Embora muitos autores argumentem que a reparacao por laser conduz a formacéao de
uma menor cicatriz, falta-lhe no entanto solidez suficiente para resistir as forcas de tenséo
(Battiston & Tos 2003).

lll - ESTUDOS PRATICOS DE LESAO DO TIPO AXONOTMESE

Estudo do exercicio e associacdo de biomateriais a factores celulares na regeneracao do
nervo ciatico de rato apoés leséo do tipo axonotmese

Muitos estudos tém sido desenvolvidos nos Ultimos anos sobre os factores condicionantes na
regeneragcdo de nervo periférico. De entre estes, 0 exercicio e a associagdo do biomaterial
quitosano a células estaminais mesenquimais de origem extra-fetal, foram os factores
avaliados em dois trabalhos cientificos (ainda em publicacdo) nos quais tive oportunidade de
participar, e que descrevo até as limitacdes da minha colaboragdo e auséncia de resultados

(até a data em analise).

1. Inducéo de lesédo do tipo axonotmese
Para avaliacdo da qualidade de regeneracdo nervosa face aos factores supracitados, foi
necessario proceder a lesdo do nervo ciatico (axonotmese) de um modo reprodutivel em todos

0s animais em todos os trabalhos. Com esse intuito, recorreu-se a um clamp de maxilas lisas
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e 3mm de largura (fabricado pelo Institute of Industrial
Electronic and Material Sciences, University of Technology,
Vienna, Austria), que aplica uma forca de 54N, durante 30

segundos (Figura 11). O nervo ciatico de rato e a lesdo por

Figura 11 — Clamp de maxilas lisas
utilizado nos trabalhos descritos.

esmagamento deste, € um dos modelos preferidos para
estudo de lesGes de axonotmese porque provoca uma perda
de continuidade axonal e consequente degenerescéncia
Walleriana mas preserva uma parte estrutural do nervo — 0s
tubos do endoneuro —, 0 que permite uma regeneracao
sustentada por células de Schwann reactivas (embora morosa
gquando comparada a neuropraxia) (Luis et al. 2007; Mazzer et

al. 2008) (Anexo 1). A primeira analise pos-lesdo é

macroscépica: € notdrio o esmagamento do nervo com = /
aumento de didmetro num plano e diminuicdo no plano Figura 12 — Aspecto do nervo ciatico

. apos lesdo de axonotmese com clam
ortogonal (Mazzer et al. 2008) (Figura 12). dg maxilas lisas. P

2. Procedimentos pré-cirargicos e cirargicos comuns

Os animais foram alojados em caixas (4 por caixa), € mantidos por um periodo de 2 semanas
de aclimatizagdo em sala com temperatura, humidade e ciclo luz/escuriddo controlados. A
alimentacgédo foi assegurada por granulado apropriado a espécie e agua ad libitum. Os animais
foram anestesiados com injecg&o intraperitoneal (ip) de quetamina (9 mg/100g) e xilazina (1,25
mg/100g); a area femoral foi tosquiada com |amina cirdrgica e desinfectada com solucdo anti-
séptica e o nervo ciatico foi exposto através de incisdo cutanea e desbridamento dos muasculos
anexos. Apos a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos subordinados a cada um dos estudos,
procedeu-se a sutura cutdnea com fio de nylon 4/0 e administrou-se antibioterapia de
enrofloxacina subcutaneamente (sc) na posologia de 5 mg/kg a cada animal.

3. As variaveis em estudo: Exercicio e Quitosano e células estaminais mesenquimais da
geleia de Wharton

3.1. Estudo 1 - “Exercicio”

Neste estudo, decorrido na Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Técnica de
Lisboa (FMV — UTL), pretendeu-se relacionar o exercicio com a regeneracao nervosa periférica
apos lesdo de axonotmese. Para isso, seleccionaram-se 32 ratos Sprague-Dawley machos e
separaram-se, aleatoriamente, em 4 grupos de igual valor numérico: (1) axonotmese do nervo
ciatico e exercicio passivo; (2) axonotmese do nervo ciatico e exercicio em passadeira

mecanica; (3) axonotmese do nervo ciatico; (4) grupo de controlo.

Apoés as intervencdes descritas anteriormente, que culminaram com o esmagamento do nervo
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cidtico e posterior sutura cutdnea, os animais foram submetidos as diversas varidveis em
estudo entre a semana 2 e semana 12 poés-lesédo: o grupo 1 foi submetido a exercicio passivo
de mobilizagdo manual da articulagéo tibio-tarsica de 3 minutos/dia durante 5 dias/semana; o
grupo 2 efectuou exercicio em passadeira mecénica a uma velocidade de 10 m/min durante 30
minutos/dia; aos grupos 3 e 4 ndo foi efectuado qualquer exercicio.

3.2. Estudo 2 - “Quitosano e células estaminais mesenquimais da geleia de Wharton”

O ambito deste estudo centrou-se na avaliagdo in vivo, da associacdo de quitosano e células
estaminais mesenquimais isoladas da geleia de Wharton (Anexo Ill) para regeneracao de nervo
periférico apos lesdo de axonotmese. Pretendeu-se assim ultrapassar algumas das limitacfes
evidenciadas em trabalhos anteriormente realizados: i) a necessidade de aguardar a
vascularizagdo dos enxertos nervosos através do método de inoculacdo dos vasos; ii)
ultrapassar a fibrose que pode resultar da associagdo dos musculos, inibindo uma progresséao
célere; e iii) colmatar a desvascularizagcdo proveniente do uso de materiais aloplasticos
evitando fibrose e necrose quando na presenca de solugbes de continuidade mais extensas. A
escolha do quitosano para realizagdo deste estudo néo foi arbitraria. A sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade, baixo custo, efeitos anti-bacterianos e propriedades de
catalizador regenerativo, tém atraido a comunidade cientifica que nele tem depositado
interesse para estudos efectuados nesta area. Uma outra caracteristica determinante para a
sua escolha como biomaterial foi a sua microporosidade, que se revela pertinente aguando da

associacdo a um sistema celular (Amado et al. 2008) (Anexo Ill) (Figuras 13, 14 e 15).

Figuras 13, 14 e 15 — 13) Membranas de Quitosano; 14) Aspecto da porosidade da membrana de Quitosano em
microscopia de varrimento; 15) Células estaminais mesenquimais ndo diferenciadas, da matriz do cordao
umbilical (da esquerda para a direita) (Figuras gentilmente cedidas por Ana Colette Mauricio).

Os procedimentos cirlrgicos realizaram-se no Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge no
Porto. Para este trabalho foram seleccionados 30 ratos adultos Sprague-Dawley machos e
divididos em 5 grupos de 6 animais cada: (1) controlo sem qualquer leséo; (2) com leséo de
axonotmese; (3) com axonotmese do nervo ciatico e revestimento por membrana de quitosano;
(4) com axonotmese do nervo ciatico e revestimento por membrana de quitosano em
associacdo com células estaminais mesenquimais nao diferenciadas, obtidas por isolamento

enzimatico a partir da geleia de Wharton; e (5) com axonotmese do nervo ciatico e
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revestimento por membrana de quitosano em associacdo com células estaminais
mesenquimais da geleia de Wharton, diferenciadas in vitro na presengca de factores

neurotroéficos.

4. Testes funcionais, histolégicos e morfométricos

Durante o periodo de 12 semanas, foram realizados semanalmente testes de avaliagdo
funcional aos diferentes grupos, no sentido de verificar a resposta musculo-esquelética as
diferentes variaveis. O teste de reacg¢do postural de extensdo (RPE) avalia a fungdo motora
nervosa e consiste no registo da forca (em gramas) que o membro exerce quando o animal
suspenso, antecipa o contacto com uma plataforma fixa de uma balanca digital; o teste de
avaliacdo sensorial (WRL) que quantifica o reflexo flexor que o animal exibe ao retirar o
membro quando exposto a um estimulo térmico, mecéanico ou eléctrico; andlise das pegadas
(SFI e SSI) para quantificar a recuperagéo funcional do nervo ciatico apés a lesdo, com recurso
ao registo por imagem das pegadas do animal nhum corredor; e a analise cinematica que
verifica se a funcdo locomotora é efectuada correctamente, recorrendo-se ao registo da
locomocdo do rato, com cémaras de alta velocidade e marcagdo de pontos anatomicos
relevantes para avaliagdo biomecénica (Luis 2008). Apds as 12 semanas, procedeu-se a
eutanasia dos animais (com pentobarbital sédico ad effectum, ip) para andlise histolégica e
morfométrica dos nervos cidticos e dos musculos regionais enervados por este. Foram
recolhidas sec¢Bes de nervo lesionado (e grupos musculares cuja enervacdo é da
responsabilidade do nervo cidtico no estudo 1 — musculos solear, extensor digital longo,
gastrocnémios e tibial anterior). Os muasculos recolhidos do membro experimental e do membro

contralateral foram ainda pesados para determinag&o do grau de atrofia (Figuras 16, 17 e 18).

o
AT

Figuras 16, 17 e 18 — Fotografias de alta resolucéo de fibras nervosas. Da esquerda para a direita: 16) Fibras
nervosas normais; 17) Fibras nervosas de lesdo de axonotmese; 18) Fibras nervosas de lesdo de axonotmese
mas tratadas com quitosano (Amado et al. 2008).

IV — TECNICAS MICROCIRURGICAS — O TECIDO VASCULAR

Um grande ndmero de técnicas de anastomose microvascular tem sido desenvolvido nos

ultimos anos. Adicionalmente, a variabilidade das apresentag@es clinicas requer, da parte do
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cirurgido, familiaridade com as diferentes técnicas anastométicas que aqui se baseiam na

classificacdo em duas categorias principais: o tipo de anastomose e 0 método de coaptagéo.

1. Tipos de anastomose

1.1. Anastomose término-terminal e conceitos fisiol6gicos condicionantes

Foi a anastomose adoptada no principio pois a intuicdo humana considerou mais simples e
l6gica na abordagem a duas estruturas tubulares (Zhong et al. 2003). Esta forte preferéncia é
constatada por Daniel em 1977, no seu livro Reconstructive Microsurgery: “o sine qua non na
transferéncia de um retalho livre € uma anastomose término-terminal [T-T] com discrepancia de

didmetro dos vasos” (Costa 1994).

Retraccéo longitudinal do vaso e contracc¢ao

Uma das mais antigas constatacfes em cirurgia € a de que CONTRAGGAO
um vaso parcialmente seccionado sangra abundantemente / \

mais do que outro totalmente seccionado. A explicacdo para m M
este fendbmeno prende-se com a capacidade de retraccéo

longitudinal e contrac¢do circular da artéria totalmente = s

RETRACGAO RETRACGAO

seccionada bem patente em episodios traumaticos que se Figura 19 — Diagrama de retraccdo e

A . . contraccdo apOs arteriotomia (Adaptado
apresentam frequentemente em urgéncia clinica (Figura 19).  de costa 1994).

Nas anastomoses T-T o fendbmeno da retrac¢éo longitudinal ndo pode ser evitado, o que pode,
per si, representar a maior condicionante para o sucesso da anastomose. Mesmo quando a
anastomose é realizada sem qualquer tensao longitudinal (por meio de enxertos venosos de
interposicao), esta retraccao € um factor de espasmo ao nivel da anastomose. A principal con-
trariedade assenta no facto de a diminuicdo de comprimento do vaso, provocada pela retrac¢ao
longitudinal, potenciar o espasmo circular induzido pelas forcas centripetas de contrac¢do. Por
este motivo, aquando da preparacdo de uma anastomose ap0s a adventicectomia, os topos

vasculares sdo dilatados com micropingas dilatadoras apropriadas (Costa 1994).

Interposicdo de um enxerto venoso

O uso de enxertos venosos deve ocorrer quando a tensdo para aproximacdo dos vasos a
coaptar é demasiada. A facil distensdo venosa torna mais acessivel a técnica com veias do que
0 recurso a artérias. Para além do exposto, a acessibilidade na recolha de veias do paciente é
maior. A maior parte dos enxertos venosos de interposicdo devem ser colocados em sentido

reverso para permitir um fluxo continuado sem obstrugéo valvular (Mueller et al. 2006).

Existem técnicas que podem ser utilizadas no sentido de colmatar a discrepancia de
didmetros entre o vaso e o0 enxerto, no sentido de tornar a anastomose mais exequivel,

evitando ou diminuindo a subita constricdo ou deflexao: i) para discrepancias inferiores a uma
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relacdo de 2:1, a dilatacdo mecéanica intraluminal € geralmente suficiente; ii) se a diferenca nos
didametros dos topos vasculares esta entre 2:1 e 3:1, podemos recorrer a sec¢do do topo do
vaso de menor diametro; iii) quando na presenca de discrepancias superiores a 3:1, devemos
optar por uma anastomose T-L ou recorrer a um microenxerto venoso de interposicao. Importa
ainda referir que, aquando da seccdo de um dos topos para colmatar uma incongruéncia
vascular entre 2:1 e 3:1, podemos recorrer a sec¢ao obliqua (que ndo deve exceder 30° sob
pena de incrementar a turbuléncia), espatulacéo triangular (onde a secc¢éo longitudinal ndo
deve exceder o seu perimetro) ou inclusdo de uma area da parede lateral do vaso dador (Costa
1994, Mueller et al 2006) (Figura 20).

Figura 20 — A) Aspecto do topo vascular apés seccao obliqua a 30°; B) Espatulacéo triangular; C) Inclusdo da
parede lateral do vaso dador; e D) Microenxerto venoso de interposicéo (Adaptado de Costa 1994).

1.2. Interdigitacéo telescépica
Este método de intuscepgédo foi introduzido em microcirurgia por Lauritzen em 1978 e ficou
conhecida por sleeve anastomosis (Zhong et al. 2003). A técnica consiste fundamentalmente
na triangulacédo lateral da parede do vaso receptor, aumentando-lhe o diametro, o que permite
0 acoplamento de um vaso idéntico com o topo de seccdo transversal; este topo vascular vai
ser introduzido dentro do limen do vaso triangulado, como um telescépio, sendo a sua fixacao
efectuada somente por dois pontos de sutura, colocados em planos verticais opostos (Costa
1994) (Figura 21). Muitos cirurgibes preferem esta técnica a T-T “pura” ja que revela algumas
vantagens: é mais rapida, exige menor

dissecgdo da intima, ndo ha relatos de .,

aneurisma no local de anastomose e

apresenta altas taxas de paténcia com

. . . . ~ , ":"rrf.'):k
baixos indices de complicagbes poés- ©
. Figura 21 - Anastomose T-T através de Interdigitagdo
operatorias (Zhong et al. 2003). telescopica (Adaptado de Zhang et al. 1991).

1.3. Anastomose término-lateral e conceitos fisiol6gicos condicionantes

O desenvolvimento da técnica de anastomose T-L surge envolta num certo cepticismo devido a
tedrica desvantagem hemodinamica, atrasando progressivamente o seu estudo e evolugéo. A
aplicacdo clinica deste conceito surgiu na &rea da Neurocirurgia e posteriormente, devido ao
sucesso das suas aplicacdes clinicas, na &rea da Cirurgia Reconstrutiva com vantagens

hemodinamicas e anatomocirurgicas (Costa 1994).

A anastomose T-L permite uma versatilidade no planeamento cirurgico ja que, mantendo o

fluxo longitudinal do vaso receptor, ndo restringe o local ou o nivel da anastomose, permitindo
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gue a anastomose se localize sempre fora e o mais longe possivel do local da lesdo. O
problema da discrepéncia dos vasos ndo existe, pois a forma e o tamanho da arteriotomia no
vaso receptor pode ser programada conforme o didmetro do vaso do retalho. Assim, a selecgéo
do retalho é independente do didmetro do vaso receptor (Costa 1994; Zhong et al. 2003). O
problema da preservacao da irrigacao pela divisdo de fluxo arterial distal da artéria receptora
pela artéria do retalho é apenas tedrico — nunca foi clinicamente observado e, em condigbes
normais, o fluxo nas artérias principais é apenas uma fraccdo do fluxo potencial méaximo.
Sendo o retalho implantado por anastomoses T-L, a irrigacéo local e distal vai ser aumentada
por dois motivos: a irrigacdo distal continua a ser efectuada pelo fluxo longitudinal da artéria
receptora principal; o fenbmeno de neo-vascularizacdo promovido através da massa tecidular
do retalho, vai irrigar areas potencialmente desvascularizadas (Costa 1994; Zhong et al. 2003).
A auséncia de retraccdo longitudinal e baixa probabilidade de espasmo sédo duas
vantagens da arteriotomia na execuc¢ao da anastomose T-L. A arteriotomia na artéria receptora,
significa a sua divisdo parcial: este facto impossibilita que o fendmeno de retraccdo
longitudinal, presente quando uma artéria € completamente seccionada, apresente algum papel
na reducdo de fluxo sanguineo e no espasmo arterial,

pois a artéria receptora mantém o seu comprimento

original. De facto, essas forcas tdo prejudiciais aguando

L T R AENWR T
da realizagdo de uma anastomse T-T, tornam-se (" H@«- NI
\ F i
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benéficas para a anastomose T-L, ja que promovem o0

alargamento do diametro da arteriotomia (Costa 1994) E;%‘;;qéi - E;?f;ig’:) dr?jmfaeng:'t"eeﬂno‘izrﬂz

(Figura 22). (Adaptado de Costa 1994).

1.4. Cuffing (envolvimento por bainha)

No inicio, esta técnica era frequentemente adoptada para prevenir derrame da area
anastomosada. Actualmente porém, temos a nog¢ao de que pequenas “fugas” se resolvem sem
intervengéo do cirurgido e derrames maiores podem ser solucionados com a adigéo de suturas
na camada adventicia (Zhong et al. 2003).

2. Técnicas de coaptacédo

Muitos tém sido os métodos de coaptacao de anastomoses vasculares desenvolvidos ao longo
das ultimas décadas. Os principais objectivos dos diversos métodos de fixacdo prendem-se
com simplicidade e rapidez de execucdo sem baixar as taxas de paténcia e por isso com o
minimo risco de trombose intravascular. O parco fluxo sanguineo, alteracdo nos constituintes
do sangue e danos nas paredes vasculares sdo 0s principais factores que levam a trombose
intravascular. Os métodos de fixacdo anastomaética descritos incluem: anastomose por sutura;
técnicas de laser; electrocoaptacao; dispositivos mecanicos; e colas e adesivos anastomaéticos
(Zhong et al. 2003).
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2.1. Suturas

2.1.1. Técnicas de anastomose término-terminal

Convencionalmente, os vasos a anastomosar sdo posicionados topo a topo com clamp
microvascular. Posteriormente inspeccionam-se 0s topos e a intima dos vasos para se verificar

a auséncia de residuos tromboticos, assim como excesso de tecido ou irregularidades, para se

proceder a sutura (normalmente com nylon 8/0, 9/0 ou 10/0) (Figura 23).

Figura 23 — Anastomose término-terminal 10x): A) Relag¢do anatomica entre a artéria e veia femorais e as suas

tributérias; B) Posicdo do clamp microvascular e arteriotomia; C) Suturas de referéncia a 180° (biangulagéo

simétrica) para posterior anastomose (Adaptado de Hsu & Hsieh 2003).
A sutura neste tipo de anastomose comecgou por seguir o principio da colocacdo de dois pontos
diametralmente opostos em 180° (biangulac&o simétrica), que serviriam posteriormente de
referéncia equatorial para a subsequente sutura das paredes anterior e posterior. A penetracao
ou transfixagcdo da parede posterior aquando da sutura da parede
anterior é inaceitavel e revela-se a principal contrariedade desta
técnica, principalmente na anastomose de vasos de menor
didmetro (entre 0,6 e 1mm). Este erro técnico pode ser evitado

através da irrigacdo do limen vascular para distenséo do vaso e

introdugdo de pingas microcirargicas no mesmo, exercendo

pressdo contraria aquando da sutura (Costa 1994, Yap & Butler Figura 24 — Contrapressdo no

. limen vascular para anostomose
2007) (Figura 24). (Adaptado de Yap & Butler 2007).
Cobbet, em 1967, introduziu um conceito simples mas decisivo na execu¢do de uma boa
microanastomose — a biangulacdo excéntrica. Esta técnica sugere a colocacdo de duas
suturas de referéncia separadas por 120° (nas posi¢cdes de 10 e 2 horas, de acordo com 0s

ponteiros do rel6gio) que criam um plano paraequatorial quando

€ exercida traccdo sobre as mesmas (Figura 25). A parede a\\
anterior torna-se assim mais curta e tensa e a posterior mais (i MR
longa e laxa com o consequente afastamento e queda da Ultima /; - e
em relacdo a primeira. E assim menos provavel (ou virtualmente —f
impossivel) a transfixacdo durante a sutura da parede anterior. - <+ (Y

o , . . Figura 25 — Biangulacdo excéntrica
Esta técnica € a que mais frequentemente se pratica na (adaptado de MacDonald 2005).

execucdo de anastomoses T-T e a visualizacdo da parede posterior do vaso é feita pela
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rotacdo dos clamps microvasculares ou, na auséncia de espaco, pela rotagdo das suturas de
referéncia através de micropincas (Costa 1994; MacDonald 2005).

A sutura continua apresenta algumas vantagens como maior rapidez de execucao,
necessidade de menor nimero de ndés na anastomose e melhor distribuicdo da tensdo de
sutura ao longo da parede do vaso (Figura 26). Na pratica cirlrgica as anastomoses arteriais
sé&o normalmente executadas com sutura interrompida enquanto as anastomoses venosas com
sutura continua. InUmeros estudos demonstraram auséncia de diferencas significativas na taxa

trombotica entre estas duas técnicas (Yap & Butler 2007).

N

_ GV Y. /\\\\L\\\{
"

Figura 26 — Anastomose T-T com sutura continua: A) Os vasos (dador e receptor) podem ser seccionados num
angulo obliquo para aumentar o didametro dos topos e facilitar a sutura; B) e C) Biangulagdo simétrica com sutura
continua (Adaptado de Yap & Butler 2007).

() ///!////////75 e

Na relacdo hemodinamica entre fluxos provenientes de vasos de diferente calibre, a
anastomose entre um vaso de pequeno calibre e um de maior didmetro deve ser evitada
devido a turbuléncia gerada, enquanto o inverso provoca menos turbuléncia, aumentando a
probabilidade de sucesso. A medida que a discrepancia entre vasos aumenta, o sucesso da
anastomose T-T diminui. Quando o cirurgido é confrontado com uma discrepancia de diametro
dos vasos a anastomosar, pode recorrer a seccdo do vaso de menor didmetro até 30°. Em
vasos onde a relagé@o da discrepancia é maior que 2:1 torna-se preferivel o recurso a enxertos

venosos de interposicéo (Costa 1994, Mueller et al 2006).

2.1.2. Técnicas de anastomose término-lateral

Existem opinides divergentes no que concerne a execucao de anastomoses T-L. As principais
diferencas relacionam-se com o angulo de entrada do pequeno vaso e a forma da arteriotomia.
Em relagdo ao angulo de entrada, e embora a esmagadora maioria dos autores considere
preferivel um angulo o mais agudo possivel, estudos efectuados por Nam e Acland em 1978
ndo encontraram diferencas significativas de fluxo em anastomoses T-L efectuadas a 45° e 90°
no cdo. Quanto a forma da arteriotomia a abordagem pode ser por uma fenda longitudinal,
transversal, periforme ou eliptica (esta dltima com a vantagem técnica de permitir a
identificacdo e separacdo dos bordos da arteriotomia resultando numa menor probabilidade de
transfixac@o). A arteriotomia realizada por fenda longitudinal apresenta algumas vantagens em
relacdo as outras técnicas. O procedimento é simples podendo ser executado com microbisturi,
num angulo de 15° ou 30°, a fenda pode ser aumentada se necessario ou reparada se
demasiado longa e o limen da artéria receptora aumenta, ja que nenhuma porcado da parede

arterial € excisada como no método classico (Costa 1994; Gu et al. 2006) (Figura 27).
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Figura 27 — Arteriotomia longitudinal para anastomose T-L: preparagdo dos vasos; execugdo da fenda
longitudinal; sutura; aspecto da anastomose completa (da esquerda para a direita) (Adaptado de Gu et al. 2006).

A sequéncia de colocagdo dos clamps microvasculares na artéria receptora ndo € arbitraria: o
primeiro a ser colocado é o clamp distal e s6 depois o proximal no intuito de promover uma
dilatacdo arterial facilitando o seu manuseamento. Seguidamente procede-se a preensao da
parede vascular com uma pin¢a de microcirurgia (ou microclamp de arteriotomia ou trac¢ao por
fio de microcirurgia 9/0), e realiza-se uma arteriotomia eliptica no vaso receptor com
microtesoura (ou arteriotomia longitudinal como previamente explanado). Quanto a sequéncia
das suturas da anastomose, existem duas abordagens: a mais vulgarmente utilizada consiste
na colocagdo de duas suturas de referéncia nos dois extremos da arteriotomia suturando,
posteriormente, as paredes anterior e posterior; outra abordagem consiste na sutura por pontos
separados, colocados no sentido dos ponteiros do relégio, correndo o perimetro da
anastomose (Costa 1994; Hsu & Hsieh 2003).

2.2. Laser

Alguns investigadores tém realizado estudos para avaliar a coaptacdo anastomotica através do
uso de laser. Os feixes laser mais usados sdo os de Argon, Dioxido de Carbono, Neodymium
(YAG), entre outros. A grande vantagem nha sua utilizacdo prende-se com a rapidez no uso,
auséncia de suturas que actuam como corpos estranhos, inexisténcia de trauma a passagem
da agulha e acesso a zonas mais profundas (Zhong et al. 2003). Em estudos histol6gicos que
incidiram no uso de anastomose por laser, 0 processo de cicatrizagdo evidenciado ndo diferiu
das restantes técnicas. O grande sendo na sua aplicagdo — e embora apresente taxas de

paténcia similares — prende-se com a predisposicao para aneurismas (Zhong et al. 2003).

2.3. Electrocoaptacéao

O principio subjacente a esta técnica é provocar uma aderéncia por coagulo localizado, através
da passagem de corrente eléctrica de alta frequéncia no tecido com forceps eléctricos
bipolares. O grande problema desta técnica prende-se com a determinacdo da corrente

necessaria para provocar a quantidade certa de coagulagéo (Zhong et al. 2003).

2.4. Dispositivos mecanicos

Tém sido estudadas alternativas as suturas vasculares classicas, com o intuito de evitar as
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consequéncias no crescimento e distensdo vascular apés a anastomose. Estas alternativas

incluem os dispositivos acopladores, agrafadores vasculares e anéis vasculares (Anexo V).

3. Biomateriais naturais e sintéticos para préteses vasculares

Existe uma necessidade premente no desenvolvimento de novas préteses vasculares com boa
aplicabilidade em vasos de pequeno diametro. N&o obstante, tém sido feitos esfor¢cos na
criacdo de biomateriais que se aproximam dos seus analogos naturais — € o caso do Dacron®
(poliéster de multifilamentos) e do politetrafluoroetileno (PTFE) (Wang et al. 2007).

Uma das grandes vantagens dos biomateriais naturais em relacdo aos sintéticos, reside nas
taxas de paténcia elevadas dos primeiros relativamente aos segundos. A preferéncia cirargica
recai no uso de enxertos de veias ou ureteres autdlogos ou de terceiros (Field 2003). Os
biomateriais naturais apresentam uma matriz extracelular que serve de substrato ao
crescimento e diferenciacdo celular. Para além da inerente compatibilidade celular, estes
materiais apresentam ja a forma desejada e, na maioria dos casos, a resisténcia dos 6rgaos

dos quais originaram (Wang et al. 2007).

Os biomateriais sintéticos disponiveis podem ser classificados de acordo com a sua origem:
téxtil ou ndo téxtil. Apos a associagcdo de um biomaterial ao tecido vascular, o tecido conectivo
comeca a infiltrar-se por entre os poros da parede do biomaterial até atingir o limen, onde
fornece suporte estrutural a adesao de coagulo. Este revestimento interno recém-estruturado é
denominado pseudointima. O tecido conectivo que estd na génese desta camada tem um
crescimento mais ou menos exuberante em torno da prétese, formando uma espécie de
capsula, cuja espessura depende da reactividade do biomaterial e das caracteristicas do tecido
circundante. Idealmente, a protese deve apresentar-se bem incorporada sem potenciar uma
excessiva invasdo de tecido conectivo (Hoballah 2000). De entre os biomateriais mais

utilizados e estudados séo de salientar o PTFE e o Dacron®, ja mencionados anteriormente.

O PTFE é um biomaterial ndo téxtil e ndo biodegradavel, com uma carga electronegativa na
sua superficie luminal de caracteristicas antitrombéticas e com excelentes resultados em
enxertos venosos de 7-9mm. Outra vantagem do PTFE relaciona-se com o facto de este néo
distender com o tempo (ao contrario do poliéster) e poder ser suportado por anéis colocados na
superficie externa do conduto (Hoballah 2000). Uma das desvantagens em relacdo aos
biomateriais naturais é a sua taxa de paténcia que, em cinco anos, é de 45% (muito abaixo dos

77% dos enxertos de veias autologas) (Taylor 2007).

No que concerne ao Dacron®, este tipo de polimero téxtil tem sido usado com sucesso em
enxertos vasculares de grande diametro (Wang et al. 2007) (Figura 28). De entre as suas

principais caracteristicas, destaca-se a porosidade e elasticidade (perdida apds realizacdo do
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implante). Estes biomateriais podem ser revestidos
ou impregnados com selantes como albumina,
colagénio ou gelatina. A principal desvantagem
destes polimeros é a sua tendéncia para dilatar
com o tempo (Hoballah 2000).

Nem o Dacron® nem o PTFE permitem o

desenvolvimento de endotelizacdo do Iumen

o

Figura 28 — Aspecto da aplicacdo do biomaterial
plaquetas e na formacdo de uma camada de Dacron® na reparagdo vascular de car6tida ovina

(Fotografia gentilmente cedida por Nuno Alexandre
fiborina que pode resultar em fendmenos e Ana Colette Mauricio 2010).

espontaneamente, podendo resultar na adesédo de

trombdéticos quer per si quer por hiperplasia da intima (Hoballah 2000).

Tem sido estudada pelo nosso grupo de investigagdo e por outros grupos mundialmente, a
associacdo entre biomateriais e células estaminais mesenquimais e hematopoiéticas,
(Anexo 1l1), no sentido de colmatar a lacuna da endotelizacdo dos enxertos de biomateriais.
Num estudo sobre a associagéo destas células a um polimero de acido citrico, verificou-se a
inibicdo da agregacéo plaquetéria, uma vez que se diferenciaram em células endoteliais (Allen
et al. 2010).

V — ESTUDO DA AXIALIDADE VASCULAR NOS RETALHOS CUTANEOS

1. Introducéo

Os retalhos cutaneos consistem em tecido cutaneo e subcutaneo que sobrevivem devido a sua
propria vascularizagdo. Estes diferenciam-se dos enxertos, ja que os ultimos séo retirados de
um local “dador” (ficando por isso sem circulagdo propria) e colocados num local distante,

dependendo da nutrigdo vascular do local “receptor” (Mathes & Levine 2007).

No ano de 1889, Manchot definiu o padrdo vascular da circulagdo cutdnea. Em 1970, Milton
demonstrou que a sobrevivéncia do retalho era baseada, ndo na relagédo largura/comprimento,
mas no suprimento vascular que o nutre (Nesbit & Laub 2009). Em 1972, McGregor prop6s
uma classificacdo dos retalhos em Randomizados e Axiais. SO nas Ultimas quatro décadas é
que renasceu o interesse pelo padrdo vascular da pele e, ironicamente, a descricdo dos
retalhos musculocutaneo e fasciocutéaneo distraiu a comunidade cirdrgica do 6érgdo que tentava

manter vivo — a pele! (Taylor 2007).

Tem havido uma prolifera atribuicdo de designacdes e classificagbes a circulagdo cutanea,
normalmente baseadas no “design” do retalho e ndo na sua anatomia vascular. Importa por

isso realcar que os “novos” retalhos — ilhas, neurocutaneos, directos, indirectos, axiais,
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randomizados, super, septados, arteriais,

musculocutaneos entre outros — sdo essencialmente os

mesmos retalhos mas vistos por diferentes prismas

(Taylor 2007) (Figura 29). Com a introducédo do
microscépio operatorio, os retalhos deixaram de estar

restritos ao local e puderam ser transferidos para

A. RANDOM PATTERN SKIN FLAP

qualquer parte do corpo através da técnica
microvascular (Nesbit & Laub 2009).

Dermal-subdermal

plexus

p— -
- . - \ Jirect cutancous artery
Neste estudo pratico foram abordados dois tipos de ~ “"t '
retalhos pediculados com base no seu suprimento —
P P e e ey
vascular — o randomizado e o axial — bem como a 2. Island axial pattern flap
vascularizagdo que condiciona a sua viabilidade, S [ —
dimensdo e utilidade na prética clinica. Para isso foi e
B. AXIAL PATTERN SKIN FLAPS

usado como modelo animal o Cavia porcellus : -
Figura 29 — Esquema da classificagao

vulgarmente referenciado como cobaio ou Porquinho-da-  de retalhos: A) Retalho randomizado; B)
india. Os animais, em nimero de 11, foram separados sgg;o el (Adaptado e Thome
em dois grupos: A (com 4 animais) e B (de 7 animais),

permanecendo cerca de dois meses em aclimatizacdo e quarentena. A data das intervencdes
pesavam 350-500g, apresentando-se em bom estado de saude e nutrigdo adequada. No grupo
A, pretendeu-se estudar as limitacbes da relacdo largura (pediculada)/comprimento, dos
retalhos abdominais transversos randomizados subordinados a vascularizacdo abdominal. No
grupo B, realizaram-se retalhos axiais epigastricos inferiores, cuja nutricdo era assegurada pela
artéria epigastrica superficial caudal e procuraram-se o0s limites craniais através de sucessivos

incrementos no comprimento dos mesmos.

2. Circulagéo cutanea e conceitos subordinados

O estudo da anatomia e circulacdo cutdnea do modelo animal é imprescindivel para uma boa
técnica e sucesso do procedimento cirurgico (Costa 1994). Embora a circulagdo cuténea seja
rica e extensa, 0s requerimentos metabdlicos dos elementos cutdneos sado baixos.
Consequentemente, s6 uma pequena fraccdo do potencial circulatério cutaneo é necessaria
para a viabilidade cutanea, facto este pertinente para a sobrevivéncia dos variados retalhos

cutaneos (Taylor 2007).

Uma consequéncia imediata da investigacdo subordinada ao principio da Axialidade Vascular
dos retalhos, desenvolvido por McGregor e Morgan, foi a definicdo quantitativa e qualitativa dos
trés sistemas de irrigagdo da pele: cutaneo directo, fasciocutdneo e musculocutaneo (Costa
1994).
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O sistema musculocutdneo é o sistema “fonte” da irrigacdo cutanea. Este sistema é
composto por artérias e veias que “correm” dentro ou por entre os varios grupos musculares e
cuja arborizacdo determina a maior ou menor irrigacdo do tegumento, condicionando por isso a
viabilidade e tamanho dos retalhos. Apds a exteriorizacdo vascular de entre os “blocos”
musculares, as artérias (e veias) necessitam atravessar a fascia profunda que, nestes pontos,
se denominam como perfuradoras. A este nivel, o sistema vascular assume-se como sistema
fasciocutaneo e é responsavel pela vascularizacdo, ndo sé da fascia, mas também da
superficie interna do tecido adiposo subcutdneo. A densidade, tamanho e direccdo das
perfuradoras cutdneas variam de regido para regido corporal, consoante o crescimento
individual, diferenciacdo e requisitos funcionais da area por elas abrangida. Todas estas se
interconectam numa rede tridimensional bastante complexa na derme, subderme, face interna
da gordura subcutanea e face externa da fascia (Costa 1994; Taylor 2007) (Figura 30). A
medida que a vascularizagdo deixa o estrato fasciocutdneo e entra no sistema cutaneo

directo, assiste-se a diferenciacdo das artérias em arteriolas e capilares.

Figura 30 — Diagrama da circulacéo superficial (S) e profunda (D) da pele e musculo subjacente. Destaque para
a bidieccionalidade de fluxo venoso na camada muscular (setas pequenas) (Adaptado de Taylor 2007).

A conexdo verificada entre vasos cutidneos adjacentes pode ser estabelecida, quer por
verdadeiras anastomoses (simples) sem alteracdo de calibre, quer por microanastomoses
(retiformes) que se distribuem em elevado nimero na pele e tecido subcutédneo e
desempenham uma importante funcdo na regulacédo do fluxo sanguineo do tegumento. Esta
regulacd@o de fluxo € determinante na sobrevivéncia do retalho, ja que estas microanastomoses
condicionam a resisténcia de fluxo entre a base e extremidade deste. Em circunstancias de
compromisso circulatério, como ocorre na execugdo de um retalho, as microanastomoses
podem aumentar de calibre até verdadeiras anastomoses e, consequentemente, compensar a
circulacao na regido distal do mesmo. Esta dilatagdo ocorre ndo so6 pelo relaxamento do tonus
simpatico, mas também pela hipertrofia e hiperplasia da parede dos vasos, com consequente
aumento no didmetro do limen vascular (Taylor 2007). As veias cutaneas também formam um
plexo tridimensional com um extracto dominante na subderme. Embora algumas delas
possuam valvulas orientando o sangue numa determinada direccdo, a interligacao é feita por
veias avalvulares, o que permite uma bidireccionalidade de fluxo entre territérios venosos
adjacentes (Taylor & Palmer 1987; Costa 1994; Taylor 2007).
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As redes tridimensionais aqui discutidas, introduzem o conceito de territérios vasculares
cutaneos (denominados em 1987 por Taylor como “angiossomas”). Este conceito sustenta que
cada artéria axial cutanea € responsavel pela irrigacdo de uma determinada area da pele
(arteriossomas) e analogamente, cada veia axial drena o seu territério (venossomas) (Taylor &
Palmer 1987; Costa 1994). Além da demarcacdo dos territérios vasculares cuténeos, foi
constatado que estas areas territoriais ndo apresentam fronteiras estruturais mas dindmicas,
facto esse que levou a postulacdo de outro conceito: Ponto de Equilibrio Dinamico das
PressBes Vasculares — define a relacdo adjacente dos territorios vasculares axiais cutaneos
como sendo funcional e ndo estrutural: a maior pressdo justa vaso axial nutritivo, vai
diminuindo gradualmente pela rede vascular do territério, até encontrar uma zona de pressao
igual, pertencente ao territdrio cutdneo adjacente. Em condigBes fisiologicas normais, as
correntes sanguineas nao se misturam — € o conceito de watershed ou queda de agua, no
qual entre dois vasos axiais existe uma linha de equilibrio de pressGes que é aquela que

demarca a fronteira entre os dois territorios vasculares cutaneos (Costa 1994).

3. Retalhos randomizados

Tendo em consideracdo que um retalho randomizado € caracterizado por ndo albergar no seu
pediculo nenhum vaso com estrutura anatdmica conhecida ou definida (Costa 1994), pode-se
entdo inferir que este é suprido por contribuicbes vasculares aleatorias (e ndo dominantes) da
derme e plexo subdérmico. Estudos clinicos permitiram constatar que a razdo largura
pedicular/comprimento é critica para a sobrevivéncia do retalho (Costa 1994; Mathes & Levine
2007). Esta restricdo limita a capacidade deste para viabilizar a cobertura de defeitos
tegumentares extensos mas, quando respeitadas as limitagbes, torna-se uma opc¢édo de

primeira escolha na abordagem as lesdes com limites mais restritos (Mathes & Levine 2007).

A primeira abordagem ao estudo pratico de retalhos randomizados, foi delinear a logistica no
que concerne ao numero de animais, bem como a quantidade de
retalhos que se poderia executar em cada animal, sem com isso
inviabilizar ou comprometer cada retalho per si ou o desconforto
animal. Seguidamente, intervencionaram-se os 4 animais do Grupo
A, nos quais se executaram 16 retalhos randomizados, 4 por

animal, com dimensdes de 1xlcm, 1x2cm, 1x2,5cm e 1x3cm,

@
e
S
X
s
z
S
H
2
3

pediculados junto a linha média abdominal longitudinal. No sentido

de garantir uma igual dimenséo, orientacdo e espacamento dos

retalhos, criou-se, com base numa pelicula de Raio X, um modelo Figura 31 — Molde estrutural

para execugdo dos quatro

sélido e fiavel que permitiu repetir em todos 0os animais 0 mesmo retalhos randomizados em

. . - . pelicula de Raio X e marcador
procedimento e assim sustentar a comparacdo entre 0s diversos gérmico.

retalhos dos diferentes animais (Figura 31).
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Os retalhos foram entdo delineados
(Figura 32A) e executados (Figura
32B) sob anestesia geral (preparada
com quetamina e xilazina em
administragéo ip), tendo-se procedido
posteriormente ao levantamento dos

mesmos (Figura 32C), no sentido de

assegurar que a nutricio era

Figura 32 — A) Delimitagéo dos retalhos com marcador dérmico;
B) Incisdo cutanea do perimetro tecidular; C) Aspecto dos retalhos
apos a delimitagao cirlrgica e levantamento.

proveniente do pediculo e néo
conjunta com os vasos perfuradores
que emergem da fascia subjacente. Recolocaram-se o0s retalhos no seu leito original e
procedeu-se a sutura dos mesmos com nylon 5/0 (Figura 33A). Foi administrado a cada animal
2,5 ml de soro glicosado subcutaneo, bem como antibiético (enrofloxacina) na dose de 5mg/kg,
SID, durante 5 dias. Durante os dias subsequentes aos procedimentos cirargicos, efectuou-se
um registo fotografico com o intuito de avaliar a area de tecido necrosado, bem como a

evolugéo do mesmo (Figura 33).

Figura 33 — Aspecto dos retalhos randomizados registados cronologicamente ap6s a cirurgia: A) Pos-execucao

cirdraica: B) 48 horas ap6s; C) No 5° dia; e D) No 7° dia.
Assim, 48h apos a execucdo dos retalhos, os de dimensdo 1xlcm e 1x2cm apresentavam-se
com as margens bem definidas, bem vascularizados e sem presenga de coloracdo que
indiciasse tecido necrético. No que diz respeito aos retalhos randomizados de 1x2,5cm, ja era
notéria uma tonalidade violdcea das margens distais, mas sem presenca de zonas indicativas
de necrose. Nos retalhos de 1x3cm, para além das margens distais semelhantes as referidas
anteriormente, alguns continham ja uma mancha arredondada, com diametro aproximado de
1,5mm e tonalidade castanha escura (Figura 33B). Ao 5° dia, os dois retalhos de menor
comprimento permaneciam vidveis na sua totalidade, enquanto os maiores (1x2,5cm e 1x3cm)
evidenciavam necrose da porcao distal com aproximadamente 0,5cm e 0,9cm, respectivamente
(Figura 33C). O registo fotografico do 7° dia atesta o expectavel baseado em estudos
anteriores, ja que permite estabelecer uma relacdo entre a base pedicular e o comprimento do
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retalno de aproximadamente 2:1 (Figura 33D). Esta relacdo n&o encerra em si mesma uma
garantia de sucesso, ja que a viabilidade do retalho randomizado ndo € apenas dependente
desta, mas também da vascularizacdo cutanea do tecido onde é efectuado (vasos perfuradores
e colaterais que o nutrem) e do estado de saude do individuo.

4. Retalhos axiais

O retalho axial é aquele que alberga no seu pediculo um vaso nutritivo importante que corre e
arboriza ao longo do seu comprimento e do qual depende a irrigacao do seu territério (Costa
1994). Clinicamente, € notdrio que um territério vascular cutaneo pode ser “capturado” com
seguranca pela artéria cutanea na base do retalho, e que a necrose comummente ocorre ao
nivel das anastomoses retiformes na rede arterial do territério vascular adjacente (Taylor &
Palmer 1987; Taylor 2007). Devido a esta arborizacdo, estes retalhos permitem ao cirurgido
depositar uma maior confianca na sua exequibilidade quando o intuito € a cobertura de defeitos
com tamanho moderado a grande. A sua Unica limitagdo, quando pediculados, é a topografia
do arco de rotacido. Porém, esta limitacdo foi “contornada” através de técnicas microcirurgicas
de transferéncia de tecidos livres, as quais requerem apenas disponibilidade vascular para

“ancorar” o retalho livre (Mathes & Levine 2007).

Nesta segunda parte do estudo pratico, pretendeu-se demonstrar a exequibilidade e
aplicabilidade da técnica cirargica dos retalhos axiais, tomando como exemplo o retalho
epigéstrico superficial caudal no Cavia porcellus. Foi necessaria uma boa compreensdo dos
conceitos vasculares previamente explanados neste capitulo, no sentido de os integrar,
relacionar com os resultados expectaveis e aceita-los como factores condicionantes da

aplicabilidade clinica, nomeadamente o conceito de territérios vasculares e watershed.

Para tal, recorreu-se ao grupo B (N = 7 animais) previamente descrito, sujeito aos mesmaos
procedimentos pré e pos-cirargicos, apresentando como factor de variabilidade a técnica
cirrgica. Seguidamente, descrevem-se 0s topicos que importa atentar, a par do procedimento

cirdrgico, com vista ao sucesso do retalho.

Retalho epigastrico superficial caudal no Cavia porcellus
Anatomia aplicada
i. Vascularizagdo

No sentido de compreender o tamanho do retalho axial passivel de ser executado, deve-se
atentar ao suprimento vascular (Figura 34). A partir da regido iliaca, a artéria epigastrica
caudal, ramo da artéria circunflexa iliaca profunda, penetra o masculo recto abdominal para se
anastomosar com a artéria epigastrica craneal na regido imediatamente caudal & cicatriz
umbilical. O musculo recto abdominal é entdo atravessado por vasos perfurantes dirigindo-se

para a regiao entre a zona xiféide e pubica. Quando estes atingem o estrato cuténeo, dividem-
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-se em duas partes, com alguns vasos estendendo-se para a regido
média para se anastomosar com os homologos contralaterais e
outros direccionados lateralmente para suprir a parede abdominal. A
parede abdominal caudal é por isso vascularizada pela artéria
epigéastrica superficial caudal (ramo directo da artéria pudenda
externa) que se divide nos ramos lateral e medial, e pelas artérias
perfurantes supracitadas. O conceito de territério vascular assume

7

neste estudo um papel preponderante, jA& que € delimitado

cranialmente pelas anastomoses presentes entre os ramos lateral e

medial da artéria epigastrica superficial caudal e a artéria epigastrica -
Figura 34 - Aspecto da

superficial cranial, responsavel pela vascularizacdo do térax ventral arborizagdo vascular da
artéria epigastrica superficial

(Doncatto et al. 2007). caudal.

ii. Tamanho

O tamanho e forma dos retalhos axiais sdo 0s aspectos mais condicionados pela arborizagéo

vascular previamente descrita. No sentido de constatar esta subordinacdo, projectaram-se

diferentes retalhos axiais no cobaio, pediculados na artéria epigastrica superficial caudal, com

diferentes comprimentos. Esta variavel foi explorada até se encontrar o limite distal de

viabilidade do retalho axial, realizando-se: dois retalhos de 1x3cm, que visam confirmar o

contraste entre a viabilidade do retalho randomizado e o retalho axial para as mesmas

dimensbes; um retalho axial com 1x4cm; e dois retalhos axiais com 1x5cm (Figura 35).

Figura 35 — Registo fotografico do aspecto dos retalhos axiais: A) de 1x3cm ao 3° dia pds-cirdrgico; B) de 1x4cm
fotografado ao 2° dia pés-cirargico; e C) de 1x5cm apos a execugéo cirdrgica do mesmo.

A escolha dos diferentes comprimentos longitudinais dos retalhos baseou-se em fronteiras
anatomicas, no sentido de as relacionar com os territérios vasculares que foram explorados.
Esta referenciagdo anatémica foi determinada a partir de estudos vasculares efectuados em
pequenos roedores (Doncatto et al. 2007), que constataram que o términus cranial da
arborizacéo da artéria epigastrica superficial caudal (ie, as anastomoses vasculares entre este

e o territorio adjacente da artéria epigastrica superficial cranial) se localizava aproximadamente
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na regido abdominal cranial a cicatriz umbilical.

Os retalhos de 1x3cm e 1x4cm apresentaram viabilidade vascular em 100% da sua area, sem
qgualquer evidéncia de tecido necrético, enquanto um dos de 1x5cm evidenciou coloracao
violdcea dos cantos distais a partir das 48h apds a execucdo do mesmo. Esta constatacao
permite inferir que o territério vascular da artéria epigéstrica superficial caudal comeca a
perder, nesta regido abdominal, arborizagdo vascular sendo a mesma da responsabilidade do

territério vascular adjacente cranial.

iii. Arco de Rotacéo
Uma nocao relevante dos retalhos axiais € a existéncia de um
ponto pivot e arco de rotagdo (Figura 36) que condiciona a
exequibilidade e aplicacdo cirtrgica destes. O conhecimento de
que estes retalhos podem apenas sofrer rotacdo em torno do seu
ponto pivot e de que a margem do retalho exterior ao arco de

rotacdo € a linha de maior tensdo do mesmo, é fulcral para o

planeamento cirargico (Thorne 2007). Figura 36 - Planeamento

cirargico do tamanho do

5. AplicagGes Clinicas retalho e rotagdo do mesmo.

Depois da afericdo do tamanho maximo do retalho epigastrico superficial caudal axial
pediculado em 1cm, passivel de ser executado com garantia de v " Ll

auséncia de compromisso vascular para o tamanho do modelo animal '
em causa, realizou-se a rotagdo do mesmo de forma a demonstrar uma
das aplicacdes cirargicas. Para isso, desenhou-se com marcador

dérmico um defeito no membro inferior de dois cobaios e realizaram-se

dois retalhos de 1x4cm sujeitos a rotacdo para a cobertura deste = " 3
Figura 37 — Retalho axial

(Figura 37). O retalho manteve uma vascularizagéo total, atestando 0 com rotagao para

cobertura de defeito do
expectavel. membro inferior ipsilateral.
O conhecimento da anatomia e vasculariza¢do cutdneas dos animais de companhia revela-se
de grande importancia para a clinica cirdrgica. Podemos inferir, pelo retalho epigastrico
superficial caudal axial cutdneo do cobaio, que existe aplicabilidade clinica, bem como
inimeras vantagens anatomocirdrgicas: uma boa vascularizacdo do retalho; independéncia da
relagcdo base/comprimento; cobertura regional (subordinada ao arco de rotacdo do retalho); e
cobertura a distancia através de um retalho microvascular (ndo demonstrada neste estudo mas
inferida pelo estudo da sua vascularizacéo, j4 que se revelou um excelente retalho para tal, e
assim projectar a sua exequibilidade). A aplicabilidade clinica destes retalhos pediculados
revela-se preponderante na reconstrucdo da parede abdominal, do membro inferior ipsilateral e
perineal (Figura 38), enquanto os retalhos microvasculares com inferéncia a partir deste,
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permitem a cobertura do membro inferior contralateral, membros superiores, cobertura da

cabeca e pescoco, e cobertura toracica.

Figura 38 — Aplicabilidade clinica do retalho epigastrico superficial caudal: A) Normal enquadramento anatémico;
B) Cobertura de defeitos abdominais; C) Cobertura de defeitos de flanco; D) Cobertura de defeitos no membro
inferior ipsilateral; E) Cobertura de defeitos perineais.
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ANEXO | - LESAO DO NERVO PERIFERICO

PATOFISIOLOGIA DA LESAO
A reparacdo da fibra nervosa apds trauma continua a ser dos maiores desafios na Medicina
Regenerativa e na Microcirurgia pois, em grande nimero de casos, revela-se incompleta ou
insatisfatéria (Johnson et al. 2005). Logo apds a lesdo axonal, desenvolve-se um fendmeno
denominado degenerescéncia Walleriana no segmento distal a lesdo e que pode culminar
com a sua total reabsorcdo (Luis 2008). O inicio deste processo da-se com a mitose das
células de Schwann que vao preencher o local da lesdo e, em conjunto com 0os macréfagos,
digerir a bainha de mielina local. A degenerescéncia assume uma projecc¢ao centrifuga a partir
do local da lesdo e, no sentido retrdgrado, estende-se até ao primeiro nédulo de Ranvier.
Existem também implicagbes no corpo celular com a dissolugdo dos corpusculos de Nissl
(Johnson et al. 2005). O papel dos macréfagos e células de Schwann nesta fase é de especial
importancia pois, embora sejam responsaveis pela fagocitose dos detritos na zona lesionada,
sintetizam uma variedade de moléculas para a matriz envolvente (factores neurotroficos e
neurotropicos), preponderantes na regeneracdo: factor de crescimento dos fibroblastos
(bFGF); factor de crescimento similar a insulina-1 (IGF-1), citoquinas (IL-1 e IL-6), entre outros
(Johnson et al 2005, Luis 2008). As células de Schwann emergem dos topos edemaciados
(maioritariamente do topo distal), e iniciam um processo de proliferacdo cordonal orientada
sobre a lacuna nervosa, denominada de bandas de Blingner (Johnson et al. 2005). Um grande
namero de pseudapodes axonais (cones de crescimento) H ”

emerge do segmento proximal com objectivo de se

estenderem distalmente orientando-se pelas células de

Schwann recém-estruturadas. Quando os axénios recém-

-formados (e orientados) atingem com sucesso o topo distal, ‘(

as ceélulas de Schwann envolventes comegam a sintetizar

" .1
(B) © (D)

produzir inimeros prolongamentos devido ao suporte Figura | — Degeneracéo e regeneragéo
o 3 | do SNP: A) Lesdo; B) Macréfagos
neurotréfico presente (como € o caso da IGF-1 responsavel digerem os detritos axonais; C) Cone de

~ ~ . crescimento; D) Mielinizagdo do axénio
pela promocdo da regeneracdo axonal) (Junqueira & (johnson etal 2005).

bainhas de mielina (Figura I). Cada cone axonal é capaz de

Carneiro 1999, Johnson et al. 2005). A importancia da regeneragdo axonal orientada pelas
bandas de Bilingner até ao topo distal, explica os diferentes graus de regeneracdo constatados
entre lesdes de axonotmese e neurotmese: embora 0os axonios possam ser danificados na
axonotmese, as células de Schwann, a lamina basal e o perineuro mantém a continuidade e
assim facilitam o processo regenerativo (Johnson et al. 2005). Se a lacuna nervosa entre 0s

topos se revela demasiado grande ou se ocorreu reabsorcdo do topo distal, as neurofibras



crescem desordenadamente dando origem a uma estrutura dolorosa denominada neuroma de

amputacao (Junqueira & Carneiro 1999).

CLASSIFICACAO DA LESAO

Neurapraxia (lesdo Sunderland tipo I)

Este tipo de lesdo resulta de uma compressdo ou estiramento da fibra nervosa, onde a
integridade da mesma se mantém, preservando o alinhamento dos axonios, embora com
algum compromisso das bainhas de mielina (Luis 2008) devido a uma acumulacao de i6es na
zona axonal danificada. A esmagadora maioria dos clinicos ndo valorizava este tipo de lesao.
No entanto, Sunderland, atento a esse facto, caracterizava-a por “perversado de funcao”. O sinal
cardinal deste tipo de lesao é “mecano-sensivel” e ndo a auséncia de condugédo. Um exemplo
classico é o “cotovelo de tenista”. A recuperacdo de uma Neurapraxia afigura-se célere,

dependendo da remielinizagédo da zona danificada (Myckatyn & Mackinnon 2007).

Axonotmese (lesdo Sunderland tipo II)

A axonotmese é um grau mais severo de lesdo nervosa, quando comparada com a
neurapraxia. Decorre de uma lesdo axonal onde héa preservacao da bainha de tecido conjuntivo
neural (endoneuro), do epineuro, células de Schwann e outras estruturas de sustentagéo,
embora ocorra degenerescéncia Walleriana (Grant et al. 1999). A axonotmese condiciona o
tempo de recuperacdo que € mais moroso, embora ndo necessite de reestruturagdo cirurgica ja
que a fibra nervosa permanece totalmente orientada. No entanto, pode existir uma lesdo clinica
irreversivel, quer por lesdo do 6rgao alvo (atrofia muscular, por exemplo), quer por morte de

corpos celulares apés lesdo axonal (Ristic et al. 2000; Shenaq et al. 2006; Luis 2008).

Neurotmese (lesdo Sunderland I1I-V)

A neurotmese é o0 grau mais elevado de lesdo em nervo periférico. Ocorre quando o axénio, a
bainha de mielina e os componentes de tecido conjuntivo sdo lesados e rompidos ou
transeccionados. A cirurgia esta indicada para pacientes com este grau de lesédo (Sunderland
graus Il a V) (Grant et al. 1999). A intervencdo cirargica facilita a orientagdo dos axénios do
topo proximal e topo distal com vista a recuperagdo funcional dos 6rgdos-alvo, evitando a
formacao de neuromas e les6es nos érgaos alvo por auséncia de estimulo neurol6gico (atrofia)
(Myckatyn & Mackinnon 2007; Luis 2008).

Sunderland classificou a neurotmese em trés tipos, nomeadamente:

0] Lesao Sunderland tipo lll: A solucdo de continuidade do endoneuro € interrompida;
0 epineuro e perineuro estdo intactos; a recuperacdo vai de ma a completa,
consoante o grau de fibrose interfascicular; o nervo pode n&do parecer seriamente
danificado (Greenberg 1994);



(i) Lesdo Sunderland tipo IV: Interrupcdo de todos os elementos neuronais e de
suporte a excepgdo do epineuro, o qual permanece intacto; o nervo, normalmente,
revela-se entumescido (Greenberg 1994);

(iii) Lesdo Sunderland tipo V: Completa transec¢cdo com perda de continuidade e

auséncia de fungdo motora, sensorial e autonomica (Greenberg 1994).

Para prevenir a degeneracao irreversivel das placas motoras terminais em lesdes tipo IV e

V é imprescindivel realizar uma intervencdao cirargica (Shenaq et al. 2006).

COMPLICACOES DA LESAO — NEUROMA

Uma das principais complicacdes que pode advir de uma lesdo nervosa é a formagéo de
neuroma no local (com consequente dor neuropatica caracterizada por hiperalgesia e
parestesia), resultante de uma lesdo de estiramento ou seccdo, ou de uma prévia reparagao
cirdrgica (Shapiro & Angood 2006). O neuroma hao é mais do que uma estrutura resultante da
regeneragdo axonal aleatOria, composta por tecido neuronal, cicatricial e fibrose, na qual
por¢cbes nervosas apresentam-se funcionais, ao contrario de outras fibras criticas (Myckatyn &
Mckinnon 2007; Luis 2008). A resolucdo deste problema implica uma segunda intervengéo
cirlrgica para a sua completa excisdo e/ou recurso a terapéutica anti-inflamatéria (Shapiro &
Angood 2006). Numa abordagem cirurgica a resolugdo do neuroma, os fasciculos motores
funcionais devem ser preservados, enquanto os fasciculos proximais e distais ndo funcionantes
devem ser reconstruidos com recurso a bypass de enxertos nervosos para manutencdo de
sensibilidade e/ou abolicdo de dor (Mckinnon & Nakao 1997; Myckatyn & Mckinnon 2007)
(Figura I1).

Figura Il — Resolugéo cirirgica de um neuroma em continuidade demonstrando a técnica de preservacédo da
funcionalidade motora das fibras nervosas e reconstruindo os fasciculos sensoriais com recurso a um enxerto de
fibras do mesmo tipo (Adaptado de Myckatyn 2007 e Mackinnon 1997).

Se ndo estiver disponivel um dador para realizacao do bypass (como é o caso de avulsédo de
raizes nervosas), entdo devera ser realizada uma transferéncia de nervo adjacente para

restaurar a enervagéo distal (Shenaq et al. 2006).



ANEXO Il = TUBOS-GUIA

O conceito de tubulacdo envolve o uso de um canal oco tubiforme construido em material
natural ou sintético, designado por tubo-guia, que é interposto nos segmentos lesionados. O
desenvolvimento deste conceito foi determinado pela necessidade de colmatar algumas
limitacBes presentes na lesdo de neurotmese. A utilizacdo de tubos-guia permite: ultrapassar
complicacbes associadas ao uso dos enxertos autdlogos; diminuir a tensédo no local de sutura;
orientar o fendbmeno regenerativo, que assim se vé condicionado pela estrutura fisica tubular
destes biomateriais; impedir a formacdo de neuromas consequentes de uma ma coaptacao
assim como a invasao local pelos fibroblastos e a dispersdo dos factores neurotréficos e
neurotrépicos (Luis, 2008).

As vérias opgOes destes tubos-guia ndo incluem apenas materiais sintéticos como o polimero
de caprolactona (Neurolac®), rede de acido poli(lactico e glicélico) (PLGA), polietileno,
polimeros de silicone (entre outros), mas também biolégicos como colagénio, fibronectina,
laminina, enxertos arteriais, venosos e musculares (Mackinnon & Nakao 1997; Johnson et al.
2008) (Figuras | e 1I).

Figura | — Reconstrucdo de nervo ciatico com Figura Il — Reconstrugdo de nervo ciatico com
tubo de PLGA 90/10 (figura gentilmente cedida tubo de Neurolac® (figura gentilmente cedida
por Ana Colette Mauricio, 2010). por Ana Colette Mauricio, 2010).

Devido as condicdes especificas requeridas para uma regeneracdo com sucesso, 0 tubo-guia
deve reunir determinadas caracteristicas: i) apresentar uma estrutura que permita uma
regeneracao axonal estavel (se o material constituinte for demasiado maleavel, ndo suportara a
presséo dos tecidos circundantes e o colapso sera inevitavel; contrapondo, se for demasiado
rigido, podera danificar os topos nervosos e vasa-nervorum); ii) a semi-permeabilidade é
essencial para permitir trocas entre 0 meio interno e externo ao canal; iii) € necessario que o
tubo se degrade a medida que o nervo atinge uma reorganizacao e regeneracdo efectiva
(Ichihara et al. 2008).



ANEXO Il - CELULAS ESTAMINAIS (CELULAS-MAE OU CELULAS-TRONCO)

Actualmente, a Medicina Regenerativa e a Engenharia de Tecidos sdo areas promissoras da
Medicina no tratamento de patologias que requerem a substituicdo de tecidos e Orgaos
irreversivelmente lesados que pelos tratamentos standard ndo regeneram. Implica a
associacdo de sistemas celulares, autdlogos (do proprio) ou alogénicos (de um dador
compativel) com biomateriais. Nesse aspecto, as células estaminais de origem extra-fetal como
as do sangue do corddo umbilical, da matriz do corddo umbilical e da placenta, apresentam
grandes vantagens comparativamente aquelas obtidas da medula 6ssea e de embrifes obtidos
por transferéncia nuclear somética ou embrides excedentarios de técnicas de reproducéo
assistida. S&o tecidos normalmente descartados, em que a sua utilizacdo n&o implica
problemas éticos, nem qualquer perigo para a mae ou para o bebé. Quando usadas de forma
alogénica, sdo células com elevada plasticidade e menor exigéncia em termos de
histocompatibilidade, comparativamente a utilizacédo de células estaminais da medula 6ssea ou
recolhidas por aferése, o que permite abranger um numero mais elevado de doentes.
Actualmente, a utilizacdo destas células de origem extra-fetal est4d perfeitamente
estandardizada para transplante de medula 6ssea no caso de doencas hemato-oncolégicas. O
recurso a técnicas de engenharia de tecidos para tratamento de patologias de tecidos
estruturais (tecido musculo-esquelético, 6sseo e nervo periférico) como tratamento compassivo
de doentes, é uma realidade em todo o mundo. Esta neste momento em fase experimental
(ensaios clinicos, experimentacdo animal ou com culturas celulares) a sua utilizacdo em
tecidos funcionais (como o miocardio, o0 sistema nervoso central e o pancreas). A capacidade
de associar células estaminais do préprio (e por isso sem qualquer risco de rejeicdo ou de
transmisséo de doencas viricas e pridnicas) com materiais biocompativeis € o gold standard de
tratamento de muitas patologias, sem solugdo com os tratamentos classicos, para muitos
doentes, nomeadamente os com lesdes graves do nervo periférico (Fu et al. 2006; Weiss et al.
2006; Baksk et al. 2007; Can & Karahuseyinoglu 2007; Yang et al. 2008).

As células estaminais sdo células com a capacidade de se auto-renovarem e diferenciarem em
vérias linhas celulares, regenerando tecidos estruturais e funcionais. Esta capacidade confere-
-lhes caracteristicas Unicas: sdo células indiferenciadas (e por isso néo especializadas);
renovam-se e dividem-se indefinidamente; e diferenciam-se em linhagens celulares distintas.
Sao estas células que, no desenvolvimento embrionéario, originam os diferentes tecidos do
organismo animal adulto. O potencial de diferenciac@o é variavel entre as varias categorias de
células estaminais: as totipotenciais caracterizam-se pela diferenciacdo ilimitada; as

pluripotentes tém como unico factor limitante a diferenciacdo em células placentarias; e as



multipotentes podem “apenas” originar tecidos especificos (Fu et al. 2006; Weiss et al. 2006;
Baksk et al. 2007; Can & Karahuseyinoglu 2007; Yang et al. 2008).

De entre os varios tipos de células estaminais, parece-me relevante destacar as células
estaminais da matriz do corddo umbilical (ou geleia de Wharton) pois foi este o tipo celular
utilizado durante o protocolo realizado no Estudo 2 e no qual tive oportunidade de participar. As
células estaminais sdo células com um elevado potencial, cujo destino ainda nao esti
determinado. Teoricamente, as células estaminais tém a capacidade de substituir células
doentes pelo que, se adequadamente utilizadas, poderdo ser a solucdo clinica para muitos
problemas graves da nossa sociedade. As células estaminais mesenquimais (MSCs) fazem
parte de uma rara e valiosissima populacao de células progenitoras multipotentes, capazes de
suportarem a hematopoiese e a diferenciacdo em varias linhagens celulares. Devido a esta
capacidade confirmada por resultados obtidos de experimentacdo in vitro e em modelos
animais, as MSCs parecem ser uma arma atractiva no contexto da Medicina Regenerativa e
das Terapias Celulares (Fu et al. 2006; Weiss et al. 2006; Baksk et al. 2007; Can &
Karahuseyinoglu 2007; Yang et al. 2008). O comité para as células e tecido estaminal da
Sociedade Internacional de Terapia Celular, sugeriu trés critérios para definir células
mensenquimatosas do estroma: i) populagdo celular plastic-adherent; ii) presenca de
marcadores de superficie especificos (ex: CD14-, CD34-, CD45-, HLA classe Il negativas,
CD73-, CD29-, CD105+); e iii) capacidade de auto-renovacdo e diferenciagdo in vitro em
diversas linhagens celulares incluindo tecido 6sseo, cartilagineo, adiposo. Correntemente, a
medula éssea representa a principal fonte de MSCs, tanto para estudos experimentais como
para aplicacdes clinicas. No entanto, o ndmero de MSCs da medula Ossea diminui
significativamente com a idade, e a sua utilizacao alogénica é extremamente dificil devido ao
reduzido numero de dadores HLA compativeis (Fu et al. 2006; Weiss et al. 2006; Baksk et al.
2007; Can & Karahuseyinoglu 2007; Yang et al. 2008). Deste modo, as MSCs obtidas a partir
do sangue e da geleia de Wharton do corddo umbilical sdo uma alternativa viavel para
utilizacdo autéloga e alogénica. A geleia de Wharton é um tecido mucéide conjuntivo que
envolve duas artérias e uma veia isolada do cordao umbilical. Desde a descoberta deste tipo
de células mesenquimatosas, foi desenvolvido um numero limitado de estudos acerca do
isolamento e expansao destas células, as HUMSCs. Estas células tém ganho adeptos devido a
varios factores: i) maior nimero de células estaminais por volume do que a medula 6ssea; ii) a
taxa de rejeicdo € menor quando usadas em enxertos alogénicos; iii) ndo é necessaria uma
compatibilidade antigénica HLA tdo exigente como para a medula 6ssea, alargando o nimero
de dadores disponiveis; e iv) sdo mais faceis de obter, processar e armazenar e a sua colheita
€ eticamente aprovada e legislada pelas leis nacionais e internacionais (Fu et al. 2006; Weiss
et al. 2006; Baksk et al. 2007; Yang et al. 2008).



ANEXO IV — DISPOSITIVOS MECANICOS, COLAS E ADESIVOS ANASTOMOTICOS

Tém sido estudadas alternativas as suturas vasculares classicas, com o intuito de evitar as
consequéncias no crescimento e distensdo vascular apds a anastomose. A causa para este
défice no crescimento ainda permanece desconhecida, embora o material de sutura bem como
a técnica usada parecam ser factores determinantes. Os materiais de sutura tém evoluido no
sentido de fornecer maior compatibilidade biologica, e isso tem sido notério na menor
reactividade do tecido vascular anastomosado. No entanto, os granulomas continuam ainda a
ser uma consequéncia da reaccao
a sutura, bem como a hiperplasia
do segmento vascular perfurado,
que originam algumas complica-

¢bes como a estenose trombdtica,

oclusdo do segmento anastomo- - - S

sado e infeccdo crénica (Calles- Figural—Aspe da veia ()eartéria ()v;‘eis mesve apo6s capta(;o
com sutura. Destaque (setas) para a fibrose da zona anastomosada
Vazquez et al. 2005) (Figura ). com consequente aumento de didmetro (Calles-Vazquez et al. 2005).
De uma maneira geral, o uso de dispositivos mecéanicos para anastomose nao tem muita
receptividade em cirurgia. Em estudos laboratoriais revelaram-se rapidos na obtencédo de uma
anastomose de sucesso, mas 0 seu uso revelou-se tecnicamente dificil. Os dispositivos
acopladores necessitam demasiado tecido
vascular para uma boa eversdo na
anastomose. A sua seleccdo relativamente
ao tamanho a utilizar € igualmente dificil.
Este sistema pode ser adequado para
anastomoses venosas topo-a-topo mas, para

as anastomoses arteriais, revela-se pouco

eficaz, jA que a maior espessura da parede

. . N Figura Il — Dispositivo acoplador mecénico: A) Introducdo
arterial e consequente dificuldade de eversdo qos topos vasculares nos anéis e eversdo para fixacio
aos mesmos; B) Depois da anastomose, 0s anéis sao
soltos no sentido da seta (Adaptado de Yap & Butler
2007).

apresenta-se como a principal desvantagem

ao seu uso (Figura I1).

De entre os dispositivos mecénicos, os agrafadores vasculares sdo os que melhor
exequibilidade apresentam para substituicdo das classicas suturas mas, s6 em vasos de maior
calibre, pois ndo estdo adaptados para pequenas artérias. Outras desvantagens ao seu uso
prendem-se com a necessidade de vasos normais com segmentos livres relativamente longos

para permitir a eversao dos topos vasculares e com o facto de serem demasiado largos para



anastomoses sob o microscopio (Denk 1995; Zhong et al. 2003; Mueller et al. 2006) (Figura IlI).

Figura lll — Anastomose de artéria e veia com recurso a agrafos: A) Colocagéo das suturas de referéncia na artéria
a 180°; B) Colocagdo dos agrafos na parede posterior da artéria; C) Aspecto final anastomose arterial; D)
Ancoragem das suturas de referéncia nos topos venosos; E) Sutura da parede venosa anterior; F) Rotagdo dos
clamps vasculares e sutura da porgdo venosa posterior (Calles-Vazquez et al. 2005).

Numa tentativa de minimizar os fendmenos trombéticos previamente descritos (com
estreitamento anastomético secundario a hiperplasia da intima vascular), foram desenvolvidos
anéis vasculares em titanio que sdo suturados em conjunto com 0s topos vasculares

aumentando o seu limen entre 20% a 50% (Figura V).

Figura IV — A) Anéis vasculares fabricados em titanio; B) O anel externo rigido aumenta o diametro
dos topos vasculares facilitando a passagem das suturas (Adaptado de Karamursel et al. 2001).

Este tipo de procedimento tem similar uso em neurorrafias, mas sem os mesmos valores de
incremento no didmetro dos topos nervosos (com esta aplicacdo o aumento dos topos situa-se
entre os 10% e 20%). Em estudos realizados com este tipo de técnica constatou-se uma taxa
de paténcia de 100% as 12 semanas po0s-anastomose (com a sutura convencional esta taxa é
de cerca 75%). O exame histoldgico revelou uma espessura da intima reduzida, em relagéo a
sutura classica e inferiu-se que a dilatagdo da anastomose T-T arteriovenosa atraves da
interposicao de um anel rigido previne o estreitamento do limen a longo prazo (Karamursel et
al. 2001; Kayikgioglu et al. 2004).

Uma gama diversificada de colas e adesivos anastométicos esta em investigacao.
Salientam-se os adesivos cianoacrilicos, resinas de poliuretano e adesivos de fibrinogénio. No
entanto, o seu uso ndo reune ainda consenso devido a exuberante reaccgdo inflamatoria e

potencial relagdo com fibrossarcomas evidenciado em animais de laboratorio (Sagi 2005).



