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RESUMO

Objetivo: Demonstrar a eficacia do uso de sanguessugas
(Hirudo medicinalis) na insuficiéncia venosa nos retalhos
epigastricosemilha, utilizando ratosWistar. Métodos. Em
23 ratos foram realizados retalhos epigastricos bilateral-
mente, criando uma oclusdo venosa de seis horas em am-
bos. Em um dosretalhos foi aplicado o tratamento com a
sanguessuga de maneira randomizada, enquanto o lado
contralateral serviu como controle. Foram analisados o
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numero de retalhos sobreviventes e necrosados, o tempo
de sucgéo e de sangramento apds a mordida da sangues-
suga. Resultados: O nimeroderetalhosque sobreviveram
com o uso de sanguessugasfoi significativamente superior
guando comparado com o grupo de controle, respectiva-
mente, 86,97% e 52,18% (n = 23, p < 0,0134, teste z de
propor¢do). O tempo médio de sucgéo foi de 92 minutos
(minimo de 14 minutos e maximo de 186 minutaos, n = 23)
e 0 tempo de sangramento, em média, de 63 minutos (mi-
nimo de 17 minutose maximo de 157 minutos), ndo sendo
edtatisticamente significante (p < 0,32 pelo teste t de Stu-
dent). Conclusio: O uso de sanguessugas melhorou a so-
brevida deretalhoscom isquemiavenosa deseishorasem
modelo experimental em ratos.

Descritores — Hirudo medicinalis; Insuficiéncia venosa;, Ratos Ws-
tar; Sanguessugas; |squemia

ABSTRACT

Objective: To show the effectiveness of using leeches
(Hirudo medicinais) in venous compromised idand
epigastric flapsusing Wistar rats. Methods: Island epigastric
flapswere performed bilaterally in 23 ratsto create a six hour
venous occlusion in both flaps. In one of the flaps, leech
treatment was randomly applied, and the other side served as
control. An analysiswas made of the number of surviving and
necrosed flaps, the time of suction and of bleeding after the
leech bite. Results: The number of surviving flaps after the
leech treatment was significantly higher when compared to
the control group, respectively 86.97% and 52.18% (n= 23, p
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< 0.0134, z proportion test). The mean suction time was 92
minutes (minimum 14 minutes and maximum 186 minutes, n
= 23) and the mean bleeding time was 63 minutes (minimum
17 minutes and maximum 157 minutes), which was not
statistically significant (p < 0.32, t Sudent test). Conclusion:
The use of leeches improved the survival of flaps with 6 hour
venous ischemia in an experimental model inrats.

Keywords — Hirudo medicinalis, Venous insufficiency; Rats, Wistar;
Leeches; Ischemia

INTRODUCAO

Sanguessugas sao anelideos hematdfagos parasitas que fo-
ram utilizados em vérios procedimentos médicos no passado.
Na M edicinaanglo-saxbnica, os médicos, inclusive, tinham o
codinome de sanguessugas em virtude daimportancia desses
seres na pratica médica antiga. Nicander de Colofon (200-
130a.C.)fai, provavelmente, o primeiro médico autilizar san-
guessugas com fins terapéuticos. O uso delas em sangramen-
to foi promulgado no conceito humoral de doenca proposto
por Galeno no segundo século®2, Em 1976, nos Estados Uni-
dos da América, foi criadaumale provisdria para a comer-
cidizacdo das sanguessugas (Hirudo medicinalis), masaapro-
vagdo pelo FDA (Food and Drug Administration) s ocorreu
em 2004@4, permitindo 0 seu uso como um instrumental mé-
dico para o tratamento de insuficiéncias venosas.

Outras espécies so usadas na Medicina, como aH. trocti-
na, na Africado Norte; H. nipponia, no Japao; H. quinques-
triata, naAustrdlia; Poecilobdella granulosa, Hirudinaria ja-
vanica e Hirudinaria manillensis, no Sudeste Asiético;
Haementeria officinalis, no M éxico; Macrobdella decora, nos
Estados Unidos da América; Limnatis nilética, no Egito, |s-
rael e Libano; Haementaria amazon, na Amazonia (Eldor et
al)®. Hamais de 650 espécies, mas poucas aderem apele de
mamiferos. Além da propriedade de succao?), as sanguessu-
gas também apresentam substéncias ativas secretadas em sua
sdiva (hirudin), as quais sdo: hialuronidase, colagenase, anti-
agregante plaquetdrio e substancias tromboliticas. Essas subs-
tancias permitem sangramento, mesmo apds o0 término dasuc-
ca0.

A congestéo venosa pode precipitar 0 insucesso de retalhos
livres ou de reimplantes. A reconstitui¢do microvascular das
veiaspode ser tecnicamentedificil, em especial em sitiosonde
foi readlizada irradiacdo ou reimplantes digitais distais. A is-
guemia venosa parece ser pior do que a isquemia arterial na
sobrevivéncia de tecidos®. Em artigos clinicos néo controla-

dos tem sido relatado 0 uso de sanguessugas com sucesso o
salvamento dereimplantesdigitais®, deretal hos pedicul ados™
8), deretalhoslivres®, em reimplante de |abios'?, em conges-
t30 venosa aguda em membro inferior de recém-nascidos™,
emreimplantesdeorelha®?, em veiasvaricosas complicadas™.
Contudo, nenhum dosrel atos citados demonstrou, experimen-
talmente, a propriedade da sanguessuga no tratamento dain-
suficiéncia venosa. Este estudo experimental, portanto, tem
por objetivo demonstrar a eficacia do uso de sanguessugas na
sobrevivéncia de retalhos epigastricos de ratos submetidos a
oclusdo venosa prolongada temporéria.

METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério Experimental do
Instituto de Ortopedia e Traumatologia de Passo Fundo, RS,
onde foram utilizados 23 ratos daraca Wistar com peso entre
200 e 400g. Os animais foram submetidos a anestesia com
tionembutal 25mg/kg intraperitoneal e complementacéo com
1ml, caso necessario. Em todos realizou-se tricotomia da pa-
rede abdomina eregidoinguinal bilateral com tricétomos ma-
nuais, ndo sendo utilizados cremes depilatorios, que pode-
riam ser irritantes as sanguessugas (H. medicinalis).

Apbs posicionamento em decubito dorsal, todos os ratos
foram submetidos a elevacdo de dois retalhos epigéastricos
baseados na veia e artéria epigastrica, um do lado direito e
outro do lado esquerdo, nadimensdo de 4x6cm cadaum. To-
dososretal hosforam dissecados pel 0 mesmo cirurgido sénior.
Em seguida, adrenagem venosados retalhosfoi interrompida
pelaligaduradaveiaepigéstricae pelo clampeamento daveia
femoral proximal aos vasos epigéastricos com o uso de clamps
microcirargicos removivels (figura 1).

Todos osretal hos foram submetidos a seis horas de oclusio
venosa;, em um lado foi utilizado H. medicinalis; o lado con-
tralateral serviu de controle. Imitando-se 0 aparecimento da
insuficiénciavenosaclinica, aH. medicinalisfoi utilizadatrés
horas ap6s a oclusdo venosa, colocada no retalho de maneira
aleatdria (figura 2).

A sanguessuga permaneceu aderida ao retalho até mostrar-
se saciada, desprendendo-se del e espontaneamente. O tempo
de permanénciano retalho e aduragdo do sangramento apésa
sucgdo foram medidos (tabela 1).

Completadas seis horas de oclusio venosa, todos os reta-
Ihos tiveram seus clamps removidos da veia femora proxi-
mal. Todos os animais foram ressuscitados com injecéo sub-
cuténea de 20ml de soro fisiol6gico naregido dorsal e foram
observados diariamente por cinco dias, para andise de reta-
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Figura 1 — A) Elevacéo do retalho epigastrico com a ligadura da
veia epigastrica e clampeamento da veia femoral proximal (cir-
culo). B) Visao aproximada da ligadura da veia epigastrica (seta).

Figura 2 — A) Sanguessuga alimen-
tando-se no retalho epigéastrico,
lado contralateral (seta) servindo
como controle. B) Contagem do |
tempo de succgdo. C) Contagem do
tempo de sangramento mostrada
pela seta.

Ihos, sendo, entdo, sacrificados com injecdes intracardiacas
de lidocaina a 2%, tendo morte instantanea (tabela 1, figura
3).

A sanguessuga utilizadafoi a da espécie Hirudo medicina-
lis, importada de Leeches usa Ltd. (300 Shames Drive, West-
bury, Ny 11590). Elas eram armazenadas num aguario com
agua destilada contendo um sal (hirudo™ salt 500 mg/|, Lee-
ches usA) em temperatura constante de 18 a 24°C.

A andliseestatisticautilizadafoi o teste zde proporgéo com
indice de significancia com p < 0,0134.
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TABELA 1

Tempo de succao e sangramento com respectivas
médias, sobrevida e necrose dos retalhos tratados
e nao tratados com sanguessuga (p < 0,0134)

N TS DS NEC.RC NEC.RTS
1 180 42 Nao Nao
2 180 44 Nao Nao
3 147 122 Nao Nao
4 146 41 Nao Nao
5 180 70 Sim Nao
6 40 103 Nao Nao
7 186 40 Nao Sim
8 180 22 Nao Nao
9 30 17 Néao Nao

10 90 70 Nao Nao

11 136 157 Nao Nao

12 71 129 Sim Nao

13 105 22 Sim Nao

14 18 40 Sim Nao

15 65 116 Sim Nao

16 14 71 Néao Sim

17 35 157 Sim Nao

18 46 133 Sim Nao

19 48 72 Sim Nao

20 63 53 Sim Nao

21 90 34 Sim Nao

22 54 70 Nao Sim

23 30 40 Sim Nao

M 92 72 - -

Perc.NEC - - 47,82% 13,04%
Perc.SOB - - 52,18% 86,96%

Legenda: N = nimero de amostras; TS = tempo de succ¢ao; DS = duragédo do sangra-
mento; NEC.RC = necrose no retalho controle; NEC.RTS = necrose no retalho tratado
com sanguessuga; M = média; Perc.NEC = percentagem de necrose; Perc.SOB = per-
centagem de sobrevida.

Figura 3
Retalho
epigastrico
tratado com
sanguessuga
mostrando
completa
sobrevivéncia
e retalho
contralateral
(seta) sem uso
da sanguessuga
com necrose
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RESULTADOS

Dos 23 ratos operados, em 11 (47,82%) foram observados
sinais de necrose no lado de controle. Em trés ratos (13,04%)
foram observados sinais de necrose no lado em que se utili-
zou sanguessuga. Em nove ratos (39,13%) ndo se observou
necrose em nenhum retalho, nem no lado controle nem no
lado submetido ao tratamento com sanguessuga (tabela 1).

Os retalhos submetidos ao uso de sanguessugas tiveram
sobrevida de 86,96%, ao passo que os retalhos de controle
sobreviveram cercade 52,18%. Portanto, o uso de sanguessu-
gagerou aumento nataxade sobrevida dos retal hos naordem
de 34,78%. Esses resultados estéo de acordo com o teste zde
propor¢do, com p < 0,0134 (tabela 1).

A variacgo existente tanto no tempo de sucgdo (minimo de
14 minutos e méximo de 186 minutos) quanto na duracdo do
sangramento (minimo de 17 minutos e maximo de 157 minu-
tos) ndo gerou nenhuma correlacdo significativa estatistica
mente (p < 0,32, teste t de Student; grafico 1).

—— Intervalo de
sucgdo

—=&— Intervalo de
sangramento

Tempo (min.)
LA
o N
o o

1 4 7 10 13 16 19 22

Amostras (N)

Grafico 1 - Relacao entre o intervalo de sucgdo e o intervalo de
sangramento
p < 0,32, teste t de Student

DISCUSSAO

Adams descreve a sanguessuga possuindo duas ventosas,
localizadas cada uma nas extremidades de seu corpo cilindri-
co®. Durante a sucgéo, a ventosa posterior mantém o aneli-
deo preso firmemente a pele, enquanto que a ventosa anterior
posiciona contra a pele a boca, esta composta de trés mandi-
bulasdeformato trirradiado, tipo emblemado Mercedes Benz®
iniciando a sucgdo. Cada sanguessuga extrai em torno de 5 a
10ml de sangue e se desprende espontaneamente do local
quando saciada. O hirudin secretado na saliva, no entanto,
continua agindo, mantendo o sangramento constante por um
periodo variavel no local da mordida de algumas horas a 24

horas. Neste trabalho, observou-se que o sangramento, em
ratos, persistiu, em média, por 72 minutos (minimo de 17 mi-
nutos e maximo de 157 minutos) e o tempo de succdo durou
em média 92 minutos (minimo de 14 minutos e maximo de
186 minutos), dados similares aos observados por Lee et al,
em cujo trabaho o tempo de sangramento foi de 79 = 12 mi-
nutos e o de sucgdo, de 107 + 13 minutos®, Contudo, tais
dados discordam dos de Stepnick et al que, em uso clinico,
relataram tempo de sangramento superior a 24 horas’®.

De acordo com Whitlock et al, a sanguessuga medicina
tem relacdo simbi 6ticacom uma bactériagram-negeativaaeré-
bica chamada Aeromonas hydrophila, que em humanos tem
sido selecionada como causa de diarréaenterotoxicae dein-
feccéo oportunistaem pacientesimunodeprimidos®?. Por essa
razéo, cefalosporinas de terceira geracdo, ciprofloxacinas,
aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol ou sulfameto-
xazol-trimetoprim devem ser utilizados durante o tratamento
COm sanguessugas.

Os retalhos miocutaneos consistem na grande armade co-
bertura para regides destruidas por acidentes ou tumores, 0s
guais necessitam de anastomoses vasculares, cujo insucesso €
relativamente comum. Segundo os estudos de Hjortdal et al e
Kerrigan et al, ainsuficiéncia arterial é reconhecida clinica-
mente pela diminuigdo no tempo de enchimento capilar, pali-
dez, diminuico da temperatura e auséncia de sangramento
apos puncéo com agulha®19), As causas mais comuns S30 a
torcéo do pediculo, espasmo arterid, erro técnico e doenca
vascular (diabetes, tabagismo, didlipidemias, doengas reuma-
ticas). O tratamento € cirlirgico (reintervencao) ou medica
mentoso (simpataliticos, vasodilatadores, blogueadores de
canais de cdlcio, corticosterdides, entre outros). Ja a insufi-
ciénciavenosainclui turgor, coloracao viol &cea, edema, enchi-
mento capilar rapido, temperaturanormal ou elevadae produ-
¢a0 de sangue escuro apdsapuncdo. Ascausasdainsuficiéncia
venosa 2o torgdo pedicular, edema, hematomaou erro técni-
co, levando a0 extravasamento eritrocitario, depésito defibri-
na em regifes perivasculares, dano endotelial, formacéo de
shunt arteriovenoso longe do leito capilar, trombose da mi-
crocirculacdo e perda do retalho.

Kerrigan et al compararam histologicamente os efeitos da
oclusdo venosa e arterial, observando que um periodo de trés
horas de oclusdo venosa em retalhos do grande dorsal em
porcos resultou em 40% de necrose das fibras musculares,
contudo, um similar periodo de ocluséo arterial resultou em
nenhuma necrose muscular. No mesmo trabalho, apds oito
horas de obstrucéo venosa os reta hos necrosaram compl eta-
mentetd).

Rev Bras Ortop. 2007;42(5):152-6



1 56 Severo AL, NollaA, Debona R, Oviedo J, Bortolin J, Piluski PCF, Lech O

Emtrabalho de Leeet al, elevaram-se retal hos epigéstricos
bilateralmente em ratos e ligaram-se 0s componentes veno-
sos de cada reta ho; depois de trés horas de oclusdo venosa,
um dos retalhos foi tratado com sanguessuga. A obstrucédo
venosa foi liberada apds seis horas bilateralmente. A taxa de
necrose foi de 72% no grupo de controle e no grupo tratado
com sanguessuga, de 40,9%, ao passo que a taxa de sobrevi-
vénciafoi de 16% no grupo de controle e de 51% no grupo
tratado com sanguessuga®®. Portanto, houve taxa de sobrevi-
da dos retalhos submetidos ao tratamento com sanguessuga
de 35% (n = 22). No presente estudo, respectivamente, verifi-
cou-se taxa de necrose de 47,82% no grupo de controle e de
13,94% no grupo tratado com sanguessuga. Ja a taxa de so-
brevivéncia no grupo de controle foi de 52,18% e no grupo
tratado com sanguessuga, de 86,96%, resultando em taxa de
sobrevivénciadosretal hos submetidos o tratamento com san-
guessuga de 34,78% (n = 23), 0 que demonstra semelhanca
com os estudos de Lee et al 9.

Por esse motivo, sempre que se realizaum retalho microci-
rdrgico ou um reimplante, aobservacdo pds-operatoriaé man-
datdria. Utley et al recomendam observacéo pela equipe de
enfermagem a cada hora nas primeiras 24 horas e acada duas
horas nas 48 horas seguintes?. Além disso, o cirurgido ou 0

REFERENCIAS

1. Eldor A, Orevi M, Righi M. Therole of the leech in medical therapeutics.
Blood Rev. 1996;10(4):201-9.

2. Utley DS, Koch RJ, Goode RL. The falling flap in facia plastic and
reconstructive surgery: role of the medicina leech. Laryngoscope. 1998;
108(8 Pt 1):1129-35.

3. Sawyer RT. Feeding and digestive system. In: Sawyer RT. Leech biology
and behaviour. Oxford [Oxfordshire]; New York: Clarendon Press:.
Oxford University Press; 1986. p. 467-518.

4. Rados C. Beyond bloodletting: FDA gives leeches a medical makeover
FDA Consumer Magazine [seria on the Internet]. 2004 [cited 2007 Feb
12]; 38(5): [about 2 p.] Available from: http://www.fda.gov/fdac/features/
2004/504_leech.html.

5. Angel MF, Melow CG, Knight KR, O'Brien BM. Secondary ischemia
time in rodents: contrasting complete pedicle interruption with venous
obstruction. Plast Reconstr Surg. 1990; 85(5):789-93; discussion 794-5.

6. Golden MA, Quinn JJ, Parttington MT. Leech therapy in digita
replantation. AORN J. 1995;62(3):364-6, 369, 371-2, passim.

7. Batchelor AG, Davison P, Sully L. The salvage of congested skin flaps by
the application of leeches. Br J Plast Surg. 1984;37(3):358-60.

8. Mortenson BW, Dawson KH, Murakami C. Medicinal leeches used to
salvage a traumatic nasa flap. Br J Oral and Maxillofac Surg. 1998;
36(6):462-4.

9. Lim CL. Successful transfer of “free” microvascular superficial temporal
artery flap with no obvious venous drainage and use of leeches for
reducing venous congestion: case report. Microsurgery. 1986;7(2):87-8.

Rev Bras Ortop. 2007;42(5):152-6

residente sénior deve também realizar observagao a cada oito
horas. Esse procedimento é realizado para que se consiga de-
tectar a lesfo vascular venosa logo no inicio g, assim, exista
tempo habil para o seu tratamento, umavez que lesbes veno-
sastornam-se rapidamente irreversiveis, como demonstraram
Angel et al®,

De acordo com Utley et al, o uso de sanguessugas para o
tratamento da obstrucéo venosa tem-se mostrado muito efi-
ciente, porque, aém de elas removerem certa quantidade de
sangue, também secretam pelasalivao polipeptideo hirudin®.
O hirudinque, segundo Utley et al, foi descoberto por Haycraft,
em 1884, é o mais potente inibidor natural da trombina co-
nhecido, agindo diretamente nacascatadacoagulagdo@. Hoje,
com atecnologiado DNA recombinante bacteriano, ja se con-
segue a sua producdo similar (desirudin), com interesse prin-
cipalmente no tratamento de doencas tromboembodlicas sisté-
micas.
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