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Para abreviatura dos titulos dos periédicos foi consultado “List of Journals
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“Vale a pena sonhar.
Quando se sonha so, se tem apenas um sonho.
Quando se sonha com alguns, se tem uma ideia.

Quando se sonha com muitos, se tem a realidade”.

Dom Hélder Camara
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Resumo

Objetivo: Comparar a efetividade do Gel do Biopolimero da cana-de-agtcar com o
Interceed®, tendo como controle o soro fisiolégico, na prevencdo da formagado de
aderéncias peritoneais uterinas, em ratas. Métodos: Quarenta e cinco ratas da raca
Wistar foram submetidas a laparotomia, com indugao a formacdo de aderéncias por
incisdo uterina com eletrocautério e sutura. Os animais foram divididos em 3 grupos
com 15 animais e tiveram a drea do trauma cirargico recoberta por: grupo 1, controle
- soro fisiolégico; grupo 2, Interceed®; grupo 3, Gel do Biopolimero da cana-de-
agtcar. Apoés 45 dias, as aderéncias foram classificadas e mensuradas. Resultados:
Em relacdo ao grupo controle, tanto o tratamento com Gel (p=0,002 no teste exato de
Fisher), como com Interceed® (p=0,0421 no teste exato de Fisher) resultaram em um
menor nimero de animais apresentando aderéncias. Porém, sem diferenca estatistica
entre os grupos tratados com gel e Interceed® (p=0,4621 no teste exato de Fisher).
Utilizando o célculo da OR (odds ratio), foi identificado que a chance de um animal
que recebeu tratamento com Interceed® e Gel do Biopolimero da cana-de-agticar
desenvolverem aderéncias classificadas como 2 ou 3 foi 86,4% e 93,2% menor que em
relagdo ao soro fisiologico, respectivamente. Avaliando as aderéncias sitio-especificas
pelo escore multidimensional das aderéncias e pelo AutoCAD, verificou-se que os
grupos do Gel do Biopolimero e do Interceed® apresentaram valores médios
inferiores aos do grupo do soro fisiolégico (p<0,05), contudo, sem diferenca entre eles
(p=0,487). Na avaliagao histolégica, a maioria dos animais do grupo 3 (80%) tiveram
fibrose classificada como minima; no grupo 2, a maioria (80%) teve fibrose
classificada como moderada, e no grupo 1, ndo houve diferenca entre as
classificacdes minima e moderada. No tocante a reacdo inflamatoéria e a proliferacao
vascular, ndo foi observada nenhuma relagdo estatisticamente significativa entre os
grupos. Conclusdo: Os dados sugerem que o Gel do Biopolimero da cana-de-agtcar é
tdo efetivo quanto o Interceed® na prevencdo de aderéncias pds-operatdrias sitio-
especificas, em ratas, com menor fibrose.

Descritores: Aderéncia; antiaderéncia; biopolimero; cana-de-agticar; hidrogel;

celulose oxidada regenerada.
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Abstract

Objectives: The aim of this study was to compare the effectiveness of sugarcane
Biopolymer Gel with Interceed® in preventing postoperative intraperitoneal adhesion
formation in rats. Methods: Forty-five Wistar rats underwent a laparotomy, and
adhesions were induced by uterine incision and suture. The animals were divided
into 3 groups: group 1, control - saline; group 2, Interceed®; and group 3, sugarcane
Biopolymer Gel. After 45 days, the adhesions were classified. Results: Compared
with the control group, both the treatment with gel (p=0.002 on Fisher’s exact test)
and Interceed® (p=0.0421 on Fisher’s exact test) resulted in a smaller number of
animals with adhesions. However, there was no statistical difference between the
groups treated with gel and Interceed® (p=0.4621 on Fisher’s exact test). The odds
ratio was calculated to show that the likelihood of animals treated with Interceed®
and sugarcane Biopolymer Gel developing adhesions classified as type 2 or 3 was
86.4% and 93.2% less respectively than those receiving saline. Assessing site-specific
adhesions using the multidimensional adhesion score and AutoCAD, it was found
that the groups receiving sugarcane Biopolymer Gel and Interceed® presented lower
mean values than the saline group (p<0.05), with no difference between the two
treatments (p=0.487). Histological examination showed that most of the animals in
Group 3, 80%, had presented fibrosis that was classified as minimal, while 80% of
those in group 2 presented moderate fibrosis, and there was no difference in Group 1
between the minimal and moderate classifications. In relation to the inflammatory
reaction and vascular proliferation, no statistically significant relation was found.
Conclusions: These data suggest that sugarcane Biopolymer Gel is as effective as
Interceed®, for preventing postoperative adhesions in rats, with additional effect in

fibrosis.

Keywords: Adhesion; anti-adhesion; sugarcane biopolymer gel; hydrogel; oxidized

regenerated cellulose barrier.
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A aderéncia pés-operatéria é uma das mais frequentes complicacdes da
cirurgia abdominal e representa um problema ainda ndo resolvido na medicina
atuall. Analise prospectiva de 210 pacientes submetidas a laparotomia, que tinham
sido previamente submetidas a um ou mais procedimentos, mostrou que 93% tinham
aderéncias relacionadas a cirurgia prévia?. Na area de ginecologia, as aderéncias
intra-abdominais ocorreram em 60-90% das mulheres que se submeteram a
procedimentos ginecologicos de maior complexidade3. Revisdo retrospectiva
avaliando a histéria natural das pacientes com obstrucdo do intestino delgado
mostrou que procedimentos ginecolégicos foram a segunda causa mais frequente de
aderéncias (22%), inferior apenas aos procedimentos colorretais (24 %)*.

As aderéncias representam risco de 19% de enterotomia involuntaria durante
reoperacao laparatomica e 50% delas ocorreram quando as aderéncias foram
liberadas no abdome inferior e pelve’, e risco de 10-25% de lesdo intestinal durante
adesiolises laparoscopicas®’. Pacientes submetidas a procedimento cirtargico aberto
em cOlon e reto® e trompas de Falopio e ovarios? tinham maior risco de readmissao
relacionada com aderéncias.

Mesmo quando desfeitas cirurgicamente, as aderéncias tém uma grande
propensdo a se refazer. Autores observaram que a recidiva das aderéncias pos-
operatdrias ocorreu em 55-100% dos casos, com uma incidéncia média de 85%,
independentemente de suas caracteristicas iniciais e se a adesidlise foi realizada por
laparotomia ou laparoscopial®.

Um estudo epidemiolégico inicial do grupo Surgical and Clinical Adhesions
Research (SCAR), que investigou as repercussdes das aderéncias pés-cirtrgicas por
analise das readmissoes hospitalares em 10 anos nas pacientes submetidas a cirurgia
abdominopélvica aberta no ano de 1986, incluiu uma avaliagdo do impacto das
aderéncias ap6s uma cirurgia ginecoldgica aberta em uma cohort de 8.849 mulheres.
No total, 34,5% das pacientes foram readmitidas em média, 1,9 vezes durante os 10
anos posteriores a cirurgia inicial, ou por problemas potencialmente relacionados
com as aderéncias ou por outras intervengdes cirargicas potencialmente complicadas
pelas aderéncias; e as readmissdes diretamente relacionadas as aderéncias ocorreram

em 4,5%°9.
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Subsequentemente, dados avaliados também pelo grupo SCAR mostraram
que, com excegdo das esterilizagdes tubdrias laparoscopicas, o risco de readmissao
relacionada com as aderéncias ap6s os mais comuns procedimentos laparoscépicos
ginecolégicos era compardvel aos procedimentos similares realizados por
laparotomiall.

Em meta-analise aplicada ao estudo das aderéncias foi confirmado que os
resultados sdo comparaveis para cirurgia aberta e laparoscépica, tanto para a
formacado de novas aderéncias, como para a reformagao depois da adesiélise!?.

Estudo sobre os cuidados hospitalares e os gastos associados com
procedimentos para liberagdo de aderéncias, nos Estados Unidos, realizado em 1994,
constatou que a adesidlise contabilizou 303.836 internagdes (1% das internacdes nos
Estados Unidos) e 1,33 bilhdes de dodlares em despesas médico-hospitalares!3. O
estudo SCAR-3 encontrou um risco de 5% de readmissao diretamente relacionada as
aderéncias, em cinco anos, apods cirurgia abdominal aberta (excluindo
apendicectomia)l4.

Aderéncias intra-abdominais se formam no periodo pds-operatdrio precoce e
pesquisas estdo direcionadas ao desenvolvimento de barreiras fisicas e
biodegradéveis!®.

Uma variedade de técnicas cirurgicas e agentes é preconizada para
prevencao de aderéncias intraperitoneais. A separacdo mecanica das faces
peritoneais dos 6rgaos pélvicos o mais cedo possivel no processo de cicatrizagdo pos-
operatdrial®>18 é uma opgao pratica para prevencdo de aderéncias pds-operatorias.
Esta separacdo pode ser acompanhada por instilacdo intra-abdominal de liquido e
por barreiras sélidas (tecido endégeno ou materiais exdégenos)™.

Avancos foram feitos com a introdugao e avaliagdo de varios produtos para
reduzir a ocorréncia de aderéncias. Os polimeros sintéticos absorviveis utilizados
como barreira sdo faceis de manusear, sem contaminantes biolégicos, menos
imunogénicos e tém melhores propriedades mecanicas. Varios estudos dao respaldo
a utilizacdo de materiais como a celulose oxidada regenerada (Interceed® Absorbable
Adhesion Barrier; Ethicon, Inc.,, Somerville, NJ)1°21 e o dacido hialurénico-

carboximetilcelulose (Seprafilm®; Genzyme Corp., Cambridge, MA)?>24, Entretanto, o
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Interceed® tem sua efic4cia reduzida na presenca de sangue?-?, e o Seprafilm® é de
dificil aplicagdo pela laparoscopial®?6-30, bem como para se amoldar a forma dos
orgdos pélvicos. Barreira liquida, como o polietileno glicol SprayGel (Covidien, Ltd.,
Mansfield, MA), embora promissor3!, apresenta complexidade da configuracdo do
equipamento e alto custo. O hialuronato ferroso (Intergel Adhesion Prevention
Solution; Lifecore Biomedical, Inc., Chaska, MN), facil de aplicar e um tanto quanto
eficaz, foi retirado do mercado, devido as reagdes teciduais e potencializacdo de
infeccdo®2. Instilados intra-abdominais, como a icodextrina (Adept Adhesion
Reduction Solution: Baxter International Inc., Deerfield, IL), apresentaram efeitos
adversos, em torno de 30%, na laparotomia33.

A partir de 1990, na Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
foram realizados estudos experimentais com o biopolimero de melaco da cana-de-
agtucar. A sintese do biopolimero foi sistematizada, resultando na producao de
membrana e de gel homogéneos, com caracteristicas fisicas que podem ser utilizadas
como dispositivos para a prevencao de aderéncias, por ser um polimero
biocompativel, ndo imunogénico, constituido apenas de aglcares e 4&cido
glicurénico343¢. Filmes de biopolimero de melaco de cana-de-actcar, em estudos
experimentais apresentaram baixa toxicidade, biocompatibilidade e caracteristicas
fisico-quimicas que atendem as especificidades morfofuncionais de diferentes
tecidos, permitindo a sua aplicacdo como dispositivos biol6gicos37-°.

O biopolimero é produzido por via biotecnolégica, a partir de melago da
cana-de-agticar, um subproduto da producdo do acgtcar, proveniente da
agroindustria regional, de fonte renovével, e com baixo valor agregado, tornando a
producdo do biopolimero economicamente vidvel. O baixo custo de producdo e a
grande oferta de matéria prima permitem a sua producdo em escala, com grande
competitividade em relacdo aos similares sintéticos importados3.

Diferentes produtos do biopolimero de melaco da cana-de-actcar tém sido
utilizados em diversas areas da cirurgia experimental3>40-52, com os resultados
demonstrando biocompatibilidade e biointegracdo. A inexisténcia de relatos de sua

utilizacdo como selante de lesdes peritoneais na prevencdo de formagdao de
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aderéncias despertou o interesse de estudar a sua utilizacdo na prevengao de
aderéncias apos cirurgias ginecoldgicas.

O propodsito deste estudo é avaliar e comparar a efetividade do Gel de
Biopolimero da cana-de-acticar com o Interceed® na reducdo da formacdo de
aderéncias intra-abdominais e sua influéncia na fibrose e reacao inflamatoria, em um
modelo experimental utilizando ratas. Como nao existem estudos em ntmero
suficiente, avaliando, qualitativa e quantitativamente, a agdo do Gel de Biopolimero
da cana-de-acticar, e em virtude dos achados promissores da biocompatibilidade do
biopolimero, a hipotese se baseia na eficacia deste material na reducdo das
aderéncias. Se efetivo em modelo animal, entdo estudos posteriores investigando as

limitacoes econdmicas e médicas em humanos poderdo e deverdo ser realizados.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar e comparar a efetividade do Gel de Biopolimero da cana-de-actcar e
do Interceed® na redugdo da formacdo de aderéncias sitio - especificas e na
intensidade da resposta inflamatéria local na linha de sutura de tuteros de ratas,

tendo como grupo controle o soro fisiolégico.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Quantificar o percentual de ocorréncia de aderéncias na linha de sutura do
utero de ratas tratadas com soro fisiologico, Interceed® e Gel do
Biopolimero da cana-de-agtcar;

2. Analisar o grau das aderéncias na linha de sutura do tutero de ratas
tratadas com soro fisiologico, Interceed® e Gel do Biopolimero da cana-de-
agucar, por meio do escore numérico;

3. Comparar a extensdo e a qualidade das aderéncias na linha de sutura do
utero de ratas tratadas com soro fisiologico, Interceed® e Gel do
Biopolimero da cana-de-agtcar, por meio do sistema multidimensional de

escore das aderéncias;
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4. Avaliar quantitativamente a extensdao das aderéncias na linha de sutura do
utero de ratas tratadas com soro fisiologico, Interceed® e Gel do
Biopolimero da cana-de-actcar pelo software AutoCAD;

5. Avaliar e comparar, histologicamente, a resposta inflamatéria local na
linha de sutura do tatero de ratas tratadas com soro fisiol6gico, Interceed® e

Gel do Biopolimero da cana-de-actcar.
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2.1 Conceito e fatores predisponentes

As aderéncias sdo definidas como conexdes fibrosas anormais entre partes ou
estruturas adjacentes do corpo®. O procedimento cirdrgico é uma causa primadria
para a formagdo de aderéncias?82%54, As aderéncias intra-abdominais pés-operatorias
desenvolvem-se como resultado de injaria tecidual aguda mecanica ou térmica,
disseccao, abrasdo, reacdo a corpo estranho, isquemia ou infeccdo®, levando a um
dano peritoneal secundario com subsequente desequilibrio na sua fibrindlise>6:57.

As aderéncias pos-cirtirgicas aumentam com a idade da paciente, o ntimero
de laparotomias prévias, o tipo e a complexidade dos procedimentos cirtrgicos’®,
além da extensdo do trauma peritoneal>’””. Em relacdio as aderéncias apds
laparoscopia, a desidratagdo peritoneal decorrente da pressao elevada de insuflagao e
compressao do fluxo capilar®, bem como a hipoxia mesotelial pelo uso do CO2:%9,
podem ser os fatores desencadeantes.

Outros fatores predisponentes a formagdo de aderéncias sdo a sutura,
provavelmente secundaria a isquemia®l%5, e a eletrocoagulacao®.-%9, em especial
quando utilizada extensivamente para adquirir hemodstase, bem como quando
associada a sutura?”.

Com o aumento do uso de cirurgia para tratamento de afec¢des ginecolégicas
(particularmente infertilidade), as aderéncias agora representam um problema
crescente para os ginecologistas, sendo reconhecido que cirurgia no trato reprodutivo

feminino pode causar formagao de aderéncias®.

2.2 Fisiopatologia das aderéncias abdominais
2.2.1 Cicatrizagdo peritoneal normal - regeneracdo mesotelial

Os traumas peritoneais sdo cicatrizados por diferenciagdo de células
progenitoras abaixo da camada basal, ocorrendo simultaneamente em todas as partes
da lesao, independente da &rea de superficie do trauma”!. A regeneracdo da camada

mesotelial demora cerca de 5-6 dias nos casos do peritonio parietal®’.
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Estudo que analisou, através da microscopia eletronica, a cicatrizacdo dos
defeitos peritoneais, confirmou que o peritonio parietal dos ratos estava saudavel
oito dias ap6s o trauma e, por volta do décimo dia, a membrana basal abaixo das

células mesoteliais dos peritonios parietal e visceral estava continua?2.

2.2.2 Reparo peritoneal e formacao de aderéncias

Independentemente do fator iniciador, as aderéncias se desenvolvem a partir
da interacdo complexa de trés processos interligados: o sistema fibrinolitico, a
deposigao e remodelacao da matriz extracelular e o sistema inflamatério”. O reparo
do tecido peritoneal envolve varios tipos celulares, citocinas, fatores da coagulacao e
proteases, todos agindo juntos para restaurar a integridade tecidual’+.

Estudos em animais e humanos tém mostrado que o trauma peritoneal inicia
uma resposta inflamatéria que leva a deposicao de um exudato rico em fibrina, na
superficie peritoneal traumatizada®’, que estd associado com um recrutamento e
ativagdo de células inflamatoérias, polimorfonucleares e mondcitos, que migram no
peritobnio e na cavidade peritoneal’> e vérios mediadores proinflamatérios
comprovados, tais como: IL-8, TNF-a, IL-1p, IL-6, TGF-p, os quais levam a uma
ativacao da cascata extrinseca inicialmente, resultando em uma matriz de fibrina
transitéria’678. Com a formagdo dessa matriz de fibrina nas superficies lesadas, como
parte da cicatrizacdo normal, trés dias depois da cirurgia, os depédsitos de fibrina se
estendem e formam uma ponte entre as superficies opostas dos tecidos.

Os fatores fibrinoliticos localmente gerados se liberam, podendo degradar
toda ou parte da ponte de fibrina’3798. Quase simultaneamente a resposta
inflamatoria, ocorre ativacao da cascata da coagulagao’480, resultando na formacao de
trombina, a qual é necessaria para a conversao de fibrinogénio em fibrina®’. Se a
fibrindlise nao ocorre dentro de cinco a sete dias do trauma peritoneal, a matriz de
fibrina temporaria persiste e gradualmente torna-se mais organizada, com
tibroblastos secretando coldgeno e levando a formagdao de aderéncia, que se torna
cada vez mais vascularizada e de estrutura mais organizadal”°556748182, A anélise de

aderéncias peritoneais humanas revelou infiltrados de macréfagos e linfécitos T,
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vascularizacdo e inervacdo, independentemente do tempo de persisténcia das
aderéncias’8386, aventando-se a possibilidade de uma doenca inflamatdria cronica’.

O sistema plasminogénico peritoneal, por produzir ativadores e inibidores
da fibrindlise, leva o peritonio a ter papel decisivo na génese das aderéncias®8087.
Existem dois ativadores maiores do sistema fibrinolitico que convertem
plasminogénio em plasmina ativa, capaz de degradar a fibrina das aderéncias: o
ativador tecidual plasminogénico e o ativador plasminogénico urokinase-like”47°.

O trauma cirargico prejudica a atividade fibrinolitica peritoneal por reducao
na atividade do ativador plasminogénio tecidual (tPA)7487, que representa 95% da
atividade do ativador plasminogénico no peritonio, e/ou aumento no PAI-1%.
Elevada concentragdo peritoneal de PAI-188 e os inibidores do ativador
plasminogeénico estimulam a formacao de aderéncias?%87:88,

Sob circunstancias normais, a fibrina é degradada rapidamente pelo sistema
fibrinolitico. Ap6s cirurgia abdominal convencional, entretanto, o equilibrio entre a
coagulacdo e a fibrindlise é distorcido, em favor do sistema de coagulagao® 8.
Portanto, a fibrina formara depoésitos que sdo a matriz para o crescimento de tecido
fibrocoldgeno e podem eventualmente se desenvolver em aderéncias fibrosas
permanentes®6-80,

Os mediadores inflamatérios também podem ter uma importante funcao na
formagdo das aderéncias. Existe evidéncia experimental de que certos mediadores,
tais como o fator beta de transformacdo de crescimento (TGF-p1), diminuindo a
capacidade fibrinolitica do peritdnio, aumentam a formagdo de aderéncias®.
Portanto, a adesiogénese é resultante da diminuicdo da atividade fibrinolitica e
culmina com o aumento da producdo da matriz extracelular associado com uma
diminuicdo da degradacdo desta matriz. Alternativamente, a recuperagao de células
mesoteliais, fibroblastos e macréfagos peritoneais pode sinalizar para a deposicao
excessiva de matriz extracelular através de fatores de crescimento celular e
citocinas?. Os fibroblastos desenvolvem um fenétipo de miofibroblastos®l.
Fibroblastos e miofibroblastos secretam grandes quantidades de moléculas da matriz
extracelular, incluindo fibronectina, acido hialurénico e glicosaminoglicanos e

proteoglicanos. Este processo estabelece uma ponte fibrosa entre os tecidos. A
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deposicdo de coldgeno e a vascularizagdo reforcam esta ponte, formando uma
aderéncia firme entre os dois tecidos?’. A proliferacdo de fibroblastos e da deposicao
da matriz extracelular, especialmente o coladgeno do tipo I, regulado por citocinas

fibrinogénicas, esta intimamente envolvida na formagdo das aderéncias peritoneais®2.

2.2.3 Avaliacao experimental das aderéncias

Em muitos modelos sdo utilizados animais de pequeno porte, tais como
ratos, camundongos e coelhos, mas perdem a uniformidade do trauma, graduacao
ou resultados?>535859,64,66-69,70,81,9293-116  Variabilidade metodolégica também ocorre
nos estudos com animais de maior portel”118, todos destituidos de avaliacdao
quantitativa das aderéncias.

As técnicas usadas para a formacdo das aderéncias intra-abdominais sdo
similarmente distintas. O trauma da serosa intestinal é o mais comumente preferido
pelos investigadores, sendo o ceco®8192104105111-113116119-127 yma das dreas mais
utilizadas.

O utero foi outro sitio estudado no abdome e os métodos de injarias
inclufram queimadura dos cornos uterinos com eletrocauterizagao366-68,94,9598,106,128-
134 abrasdo do corno uterino®399135144 abrasdo associada a sutura®145, sutura®?, e
abrasdo associada a incisdo e eletrocauterizagao!36.146,147,

Geralmente, os animais usados para estes testes devem ser sacrificados e
realizada laparotomia para determinar as caracteristicas das aderéncias no abdome,
ap6s sua indugao. O tempo ideal para medicdo apés inducdo das aderéncias nao foi
ainda confirmado em estudos experimentais. Muitos pesquisadores tém usado
pontos Gnicos No tempo para eutanasia®94-9698,99,103,106,108,128,130-133,136,137,140,142-144,146-148,
enquanto outros preferem examinar as lesdes em pontos multiplos>6.62-64107 A
avaliacdo pode ser realizada no pds-operatdrio imediato ou bem mais tarde, 42 dias
apos a operagaost-68,136,146,147,149,

Os sistemas de escore tém mostrado ser dependentes do observador, com
uma subjetividade subsequente de reprodutibilidade interobservador!?®. Como

consequéncia, ainda ndo existe um escore padrdo para descrever a extensdo e a
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gravidade das aderéncias em ambos os tipos de estudos, experimentais e clinicos.
Muitos estudos empregam o método macroscépico visual ou graduacdo
histol6gicas359,6366-68,95,98,106,108,128,130-132,136,137,140,142-144,146-148,150, outros incluem
imunohistologia® e area de aderéncias’, mas estas escalas de gradua¢do sdao muito

subjetivas e é dificil controlar vieses do observador.

Medidas objetivas da extensdo das aderéncias requerem um sitio definido no
momento da preparacdo pré-operatdria. Tal como foi utilizado definindo e excisando
um retangulo no peritonio, posteriormente suturando as duas bordas juntas,
formando uma linha de trauma na qual o comprimento da aderéncia possa ser
medido subsequentemente®’. Uma escala graduada detalhada foi descrita na
literatura, avaliando a extensdo do sitio envolvido, o tipo e a tenacidade das
aderéncias!04137,151,152,

Para afericdo das areas das aderéncias foi usada, em alguns estudos, uma
foto digitalizada padronizada e analisada por um sistema de software sob
medidal® 153154, O alcance das aderéncias foi calculado utilizando uma férmula de
quantificacdo da formagdo de aderéncias na drea coberta por aderéncias, dividida
pelo comprimento da area traumatizadal>>156.

Observa-se regularmente, em estudos de metodologia experimental das
aderéncias, resultados discrepantes, provavelmente atribuiveis aos métodos
varidveis de indugdo das aderéncias e critérios diferentes para quantificar os

resultados?35.

2.2.4 Condutas para reduzir a formagao de aderéncias

Etapas fundamentais na prevencdo de aderéncias sdo: técnica cirargica com
hemostase adequada, minimo manuseio dos tecidos, ampliacdo do campo visual e
microcirurgia, reducdo do risco de infecgdo, evitar a contaminagdo gastrointestinal,
reducdo da desidratagdo dos tecidos, incluindo o uso de irrigacdo / aspiracdo, limitar
o uso de bisturi e suturas, além de escolher sutura nao-reativa, evitar corpos
estranhos, tais como materiais de fibras soltas e uso de luvas de amido livre de

talco®”.
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2.2.5 Agentes para prevencao de aderéncias

2.2.5.1 Farmacoloégicos

Uma larga variedade de adjuvantes farmacolégicos, incluindo agentes anti-
inflamatorios esteroides e ndo-esteroides, anti-histaminicos, progesterona, agonistas
GnRH, fibrinoliticos e anticoagulantes, foram testados, para prevenir a formagao de
aderéncias pds-operatdrias em seguida a cirurgia abdominal aberta, sem qualquer
vantagem claramente demonstrada58159,

Muitos processos envolvidos na formacgao de aderéncias também fazem parte
da cicatrizacdo normal da ferida. Corticosteroides administrados isoladamente ou
com anti-histaminicos, por via intraperitoneal, foram investigados, experimental e
clinicamente, demonstrando eficacia duvidosa, além de associacdo com
imunossupressao e atraso na cicatrizacao da ferida'®. A dose do agente fibrinolitico
necessaria para reduzir a fibrinogénese é dificil de determinar, com risco aumentado
de deficiéncia de cicatrizacdo e hemorragial0?154161. Indutores de hipoestrogenismo
(antagonistas do GnRH e mifepristone) foram ineficazes na redugao da gravidadade

e extensdo de aderéncias, em mulheres!62.

2.2.5.2 Barreiras s6lidas

A separacao mecanica o mais cedo possivel das faces peritoneais dos 6rgaos
pélvicos no processo de cicatrizagdo poés-operatéria tem demonstrado alguma
eficacia em diminuir a gravidade das aderéncias e, talvez, a incidéncia de aderéncias,
em seres humanos?021,24,27,29,163,

A barreira solida originalmente utilizada consistia em enxertos peritoneais
ou de omento colocados sobre as superficies traumatizadas e costurados no local.
Estudos subsequentes em animais demonstraram que a colocacdo de tecido
desvascularizado sobre a superficie peritoneal lesada aumentava a formacdo de
aderéncias. Embora nenhum ensaio clinico randomizado em humanos submetidos a
cirurgia ginecoldgica tenha sido realizado, os dados em animais foram suficientes

para que esta pratica fosse abandonada?”.
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Avangos tém sido feitos com a introdugdo e avaliagdo de varios produtos
destinados a reduzir a ocorréncia de aderéncias, sendo os polimeros sintéticos
absorviveis frequentemente utilizados como barreira, por terem melhores
propriedades mecanicas, serem faceis de manusear, sem contaminantes biolégicos, e

menos imunogénicos!828,

2.2.5.3 Interceed®

A celulose oxidada regenerada (ORC) (Interceed®; Johnson & Johnson
Medical Inc.) é a substancia mais largamente usada para reducdo de aderéncias, e
tem sido demostrado, tanto em estudos em animais't4, como em humanos?20.21,25163,165-
168, que ele atua em reduzir a formacao de aderéncias. E importante uma hemostase
rigorosa, pois sua eficcia se reduz na presenca de sangue?27-2,

Testes em humanos geralmente evidenciam que o Interceed® reduz a
gravidade, extensdo e / ou incidéncia de aderéncias pélvicas!63165167,

O uso de ORC esta associado com a reducdo da incidéncia de novas e
reformadas aderéncias diagnosticadas no second-look laparoscépico, em mulheres na
pré-menopausa submetidas a miomectomia laparoscépica com incisdes uterinas e
suturas, e tratadas de endometriose, em comparacdo com aquelas submetidas ao
mesmo tipo de cirurgia, sem qualquer estratégia especifica antiaderéncial68169,

Em uma revisao sistematica de seis ensaios clinicos que compararam o uso
do Interceed® com nenhum tratamento na laparoscopia, este uso estava associado
com uma redugdo na incidéncia de aderéncias, quando comparado com nenhum
tratamento na reavaliacdo laparoscopica em ambos os tipos, novas aderéncias (OR
0.31, IC 95% 0.12-0.79) e reformagado de aderéncias (OR 0.19, IC 95% 0.09-0.42)21.
Similarmente, uma revisdao de 15 estudos randomizados controlados em humanos
concluiu que o Interceed® reduz a incidéncia e tem desempenho superior ao
Seprafilm®, em operacdes pélvicas?. O Interceed® se adéqua muito bem aos

contornos dos tecidos, em procedimentos pélvicos, sem necessidade de sutura2?170.
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2.2.5.4 Outras barreiras sélidas

O Seprafilm® é uma membrana continua, transltcida, bioabsorvivel,
composta por dois polissacarideos anionicos quimicamente modificados, hialuronato
de sédio (HA) e carboximetilcelulose (CMC). O produto tem mostrado alguma
eficicia na prevencdo de aderéncias, em modelos animais!08171-174 Revisao de 15
ensaios controlados, concentrados na prevencdo de aderéncias pélvicas, em
mulheres, mostrou que o Seprafilm® ndo tinha eficicia na prevencao de aderéncias
versus controles?. A biocompatibilidade e o impacto sobre a cicatrizagdo de
Seprafilm® sdo controvertidos: em relatos de caso foram observadas graves reagdes
inflamatodrias'”> e possibilidade de favorecer deiscéncia em anastomose intestinall’®,
mas este efeito ndo foi observado em modelos de cicatrizacdo anastomotica, em
ratos'”7178, Além dessas limitagdes para uso clinico do Seprafilm® o mesmo
apresenta limitagdes préticas na sua utilizagdo durante a cirurgial6.28-30,

O SurgiWrap™ (polimero biodegradavel de polilactida) apresenta periodo
de reabsorcao longa, de até seis meses, com necessidade de sutura da membrana no
local para reduzir o potencial de migracdo, metabolizada em 4cido lactico e expirada
através do sistema respiratério. Com excecdo de um estudo pré-clinico em 44 ratos!13,
os dados publicados sobre a eficacia do agente na reducdo de aderéncias peritoneais

ou sua seguranga como uma barreira antiadesdo sdo escassos.

2.2.5.5 Géis e instilados intraperitoneais

Uma limitacdo fundamental das barreiras mecénicas sitio especificas, como
Interceed®, Seprafilm® e SurgiWrap™, tem a ver com a necessidade do cirurgiao
prever onde as aderéncias clinicamente significativas podem se desenvolver. Como
resultado destas limitagcdes, foram desenvolvidas barreiras em gel e solugdes
tentando minimizar tal situacao.

Hyalobarrier® Gel é um gel viscoso de &cido hialurénico reticulado,
disponivel na Europa, para ser utilizado em cirurgia abdominopélvica,

permanecendo no local aplicado, se dissolvendo alguns dias depois. Existem poucos
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dados clinicos publicados: Estudos controlados aleatorizados em pacientes
submetidas a miomectomia laparoscopica, um com 36 pacientes (18 tratadas) e o
outro com 52 pacientes (26 tratadas), mostraram reducdo das aderéncias!'”18, e uma
percentagem de gravidez em pacientes tratadas com Hyalobarrier significativamente
maior que no grupo controle (s6 tratamento cirtrgico)'®l. Hyalobarrier® ndo estd
amplamente disponivel, nem seu uso tem sido adotado de forma generalizada em
cirurgia abdominopélvica, principalmente porque é muito pegajoso e tem tendéncia
a se desprender e flutuar quando se irriga a cavidade.

O Intergel®, acido hialurénico reticulado com cloreto férrico, foi colocado no
mercado em 1998 e descontinuado em 2003. A experiéncia inicial com Intergel® foi
favoravel?7.182183  Estudos subsequentes ndo mostraram efetividade do Intergel® na
reducdo de aderéncias, além de poder levar a morbidades poés-operatérias
significantes, tais como dor, reacdo a corpo estranho e aderéncias de tecidos, em
humanos2832142,184,

O mais recente sistema de revestimento em gel desenvolvido é o Spraygel™,
aprovado para uso em cirurgia laparoscépica e aberta na Europa, no final de 2001,
composto por duas laminas de &gua com base sintética de solugdes de
polietilenoglicol (PEG), uma clara e uma colorida com azul de metileno, para facilitar
sua visualizagdo, quando aplicado apds formar um hidrogel. Esta barreira permanece
no local até sete dias, e depois é absorvida e eliminada pelos rins. Em ensaios clinicos
preliminares, o uso de Spraygel™ resultou em uma diminuicdo estatisticamente
significativa da gravidade e extensdao da formacdo de aderéncias pds-cirtrgicas!®>,
posteriormente, outro estudo, em humanos, mostrou reducdo significativa da
gravidade das aderéncias, mas ndo da frequéncia e extensao'®. O uso de Spraygel ™
é limitado, pela complexidade de configuracdo do equipamento, a pericia e o tempo
necessario para pulverizar e cobrir os tecidos uniformemente, além do custo.

Oxiplex® / AP, um gel viscoelastico (carboximetilcelulose (CMC) e 6xido de
polietileno (PEO) em gel composto) foi aprovado, na Europa, como uma barreira
para prevencdo de aderéncias em cirurgia pélvica e abdominal. Um estudo clinico
publicado recentemente comparou o uso do gel (n=25) ao grupo sem tratamento

(n=24), demonstrando uma reducao significativa nas aderéncias anexiais'®’.
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Outra estratégia na reducdo da adesdo tem sido a instilagdo intraperitoneal
de solucdes macromoleculares. A investigacdo de tais solucdes foi liderada por
Hyskon® (32% dextran 70), que ndo apresentou eficdcia clinica em humanos, além da
possibilidade de reagdes alérgicas!>s.

A hidroflutuagdo foi sugerida como uma técnica que pode ser eficaz, tanto no
local de aplicagdo, como no resto da pelve, envolve a instilacdo de um liquido no
peritonio, no final do processo, fornecendo uma barreira fisica e evitando o contato
das superficies peritoneais danificadas. Solucdo salina de Ringer com lactato foi
amplamente utilizada. No entanto, os cristaloides sao rapidamente absorvidos e nao
reduziram as aderéncias!?188,

Mais recentemente, solucdo de icodextrina a 4% (Adept®, Baxter Healthcare
S.A)), polimero a-1,4-glicose, de alto peso molecular, foi aprovada na Europa para a
reducdo de aderéncia em cirurgia abdominopélvica por laparotomia ou laparoscopia.
A icodextrina foi originalmente desenvolvida como um dialisado peritoneal em
solugdo a 7,5%, devido ao alto peso molecular da icodextrina e a auséncia de amilase
- enzima que a metaboliza - dentro da cavidade peritoneal humana, o agente
persiste pelo menos por 4 dias®. Adept® fornece hidroflutuagdo durante o periodo
crucial da formacao de aderéncias®81,

Um primeiro estudo multicéntrico piloto nos EUA, em pacientes submetidos
a cirurgia ginecoldgica laparoscépica, realizado para confirmar a seguranca, mostrou
uma reducdo de 30% nas aderéncias em pacientes tratados com icodextrina a 4%,
comparados com 16% de aumento liquido de aderéncias em pacientes nos quais a
solugdo de Ringer lactato foi usada®. Outro ensaio clinico randomizado em humanos
mostrou reducdo do nimero de aderéncias viscerais, mas ndo encontrou reducdo da

extensao e gravidade das aderéncias’®.

2.2.5.6 Biopolimero de melago da cana-de-agticar

A celulose é uma das macromoléculas organicas mais abundantes na terra,
presente em todas as plantas superiores e em algumas algas, fungos, bactérias e

animais. Embora a producao de celulose tenha sido considerada de dominio do reino
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vegetal, sua biossintese foi recentemente identificada para uma variedade de
bactérias de diversas origens. A celulose bacteriana é de alta pureza e apresenta
caracteristicas  fisico-quimicas especiais. @A sintese de celulose ocorre
extracelularmente, via linha de producdao covalente de precursores de cadeia
pequena, e a polimerizacdo que ocorre é um evento membrana-associada. Todas as
formas de celulose conhecidas, formadas a partir de bactérias, sdo distinguidas pela
natureza extracelular dos produtos glucana e a formacdo de agregados celulares,
atribuidos a alta autoafinidade do material celulésico. A celulose de origem
bacteriana diferencia-se das outras formas de celulose por seu alto grau de
cristalinidade, polimerizagdo, hidrofilidade e capacidade absortiva, além de pureza
quimica globall90.191,

O biopolimero da cana-de-agticar é constituido por um polissacarideo
extracelular, obtido por sintese biotecnolodgica a partir da produgao bacteriana pela
Zoogloea sp, isolada em meio de cultura a base do melago da cana-de-agicar,
desenvolvido no Laboratério de Microbiologia Industrial da Estacdo Experimental de
Cana-de-acacar de Carpina / Universidade Federal Rural de Pernambuco, em 1990.
A vpartir de 2001, pesquisadores do Ntucleo de Cirurgia Experimental da
Universidade Federal de Pernambuco vem realizando diferentes ensaios, com o
objetivo de adequar o biopolimero para diferentes aplicacdes na &rea de satide3>38-32,

O biopolimero é um exopolissacarideo e seu estudo sistematico, da sintese ao
desenvolvimento de produtos, levou a producdo de membranas homogéneas com
caracteristicas fisicas como flexibilidade, estabilidade e resisténcia a ruptura. Sua
composicdo quimica foi definida como um polissacarideo celuldsico, com
composicao centesimal de: glicose, 87,57; xilose, 8,58; ribose, 1,68; acido glicurénico,
0,83; manose, 0,82; arabinose, 0,37; galactose, 0,13; fucose, 0,01, ramnose, 0,01;
caracterizando-o, assim, como um polissacarideo com diferentes bases
monoméricas3*, sendo o gel utilizado constituido do biopolimero na concentracdo de
1%, suspenso em agua.

A primeira referéncia da aplicacdio do biopolimero como material
biocompativel foi a de um estudo experimental, em que foram utilizadas membranas

de biopolimero in natura, como curativos para o tratamento de feridas acidentais, em
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cdes. Os curativos ndo desenvolveram toxicidade e apresentaram boa
biocompatibilidade. A conduta resultou no aumento de tecido de granulacao,
controle da infeccdo e diminuigdo do tempo de cicatrizagdo®.

A composicdo quimica do biopolimero constituido apenas de actcares e
acido glicurdnico, componentes organicos biocompativeis direcionou pesquisas com
o objetivo de avaliar sua aplicacdo biolégica. O estudo da citotoxicidade do
biopolimero in vitro definiu uma baixa citotoxicidade, permitindo sua aplicacdo
experimental. Neste ensaio, a viabilidade das células expostas as membranas de e-
PTFE foi de 91,2%, enquanto a das expostas ao biopolimero foi de 95,3%3”.

O Dbiopolimero, apés a sua purificacdo, pode ser transformado em
membranas estaveis e géis. Em estudos experimentais as membranas apresentaram
baixa toxicidade, biocompatibilidade e caracteristicas fisico-quimicas que atendem as
especificidades morfofuncionais de diferentes tecidos, permitindo sua aplicagao
como enxerto biol6gico’0373, sendo que a membrana ja foi utilizada como uma
alternativa de enxerto livre no tratamento de perfuragdes cronicas da membrana
timpénica em Chinchilla laniger, sendo encontrada uma resposta semelhante a dos
enxertos de fascia autéloga*.

As membranas do biopolimero da cana-de-agicar foram também
empregadas na reconstrugdo uretral, em cades, comprovando sua capacidade de
substituir tecidos biol6gicos com boa tolerabilidade e pequeno grau de reacdo
inflamatoria3, tratamento do refluxo vesicoureteral*’, bem como slings, para o
tratamento da incontinéncia urinaria'®?, remendo em arterioplastias femorais de
caes#4652, defeitos da parede abdominal de ratos?48 e defeitos osteocondrais em
condilos femorais de coelhos5051.

A despeito dessas vantagens, a busca continua por agentes com melhor
biocompatibilidade, plasticidade funcional e menor custo para prevencdo de
aderéncias, que sejam faceis de aplicar, que funcionem na presenca de sangramento,
como preventivo das aderéncias, sem reduzir a cicatrizacdo da ferida, sem
potencializar infeccdo, e sem provocar aderéncias e fibrose. Os agentes ideais para
prevencao das aderéncias ainda estdo longe de serem encontrados'®? e ha espaco

para novas avaliagoes.
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MATERIAL E METODOS
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3.1. Populagao do estudo

A populagao do estudo foi composta por 45 ratas adultas (Rattus norvegicus
albinus), ndo gravidas, sadias, da linhagem Wistar, com idade média de 180 dias,
procedentes do biotério do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais foram aclimatados por dez dias, no biotério do Ntcleo de
Cirurgia Experimental da UFPE, em gaiolas apropriadas, contendo no maximo cinco
animais, em temperatura ambiente, livres de ruido e estresse, respeitando os ciclos
diurnos e noturnos, e alimentados com ragdo apropriada (Labina, Laboratdrio
Nestlé/Purina/Petcare Company, Sdo Lourenco da Mata, PE) e dgua potavel ad
libitum, até o momento do experimento. As ratas com peso inferior a 220 gramas e
superior a 360 gramas foram excluidas do experimento.

No calculo da amostra, levamos em consideragcdo um IC de 95% (Z=1,96), e
que o desvio padrdo do comprimento das aderéncias seja de 0,6 cm (S=0,6 cm) (valor
calculado em estudo piloto) e uma capacidade do teste de identificar diferencas no
comprimento das aderéncias de 0,1 cm (d=0,1) ou mais. Utilizamos os parametros
acima na formula do calculo do tamanho da amostra (n = Z2 x S? / d?), o resultado
foi de 14 unidades experimentais em cada grupo, totalizando 42 wunidades.
Considerando aventuais perdas, aumentamos a amostra para 45, sendo 15 unidades

em cada grupo.

3.2. Desenho do estudo
O tipo de estudo foi de intervengdo ou experimental pré-clinico nivel I. Dele

participaram 45 animais, alocados por sorteio, divididos em trés grupos de igual

namero (15 animais por grupo), para a intervengao cirtargica:

Grupo soro fisiolégico (G1) 15 ratas que tiveram a area da linha de sutura do
Gtero recoberta por soro fisiol6gico;

Grupo Interceed® (G2) 15 ratas que tiveram a area da linha de sutura do
ttero recoberta por Interceed®;

Grupo Gel Biopolimero (G3) 15 ratas que tiveram a area da linha de sutura do

utero recoberta por Gel do Biopolimero.
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3.3 Variaveis

3.3.1. Variaveis independentes

1. Gel do Biopolimero da cana-de-actcar;

2. Interceed®;

3. Soro fisiolégico.

3.3.2. Variaveis dependentes

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Incidéncia de aderéncia;

Graduacao das aderéncias (0, 1, 2, 3);

Coelho Junior ER

Avaliacdo qualitativa - Sistema multidimensional de escore das aderéncias

modificado;

Avaliagdo quantitativa - Extensdo das aderéncias limitadas a linha de

sutura no utero - AutoCAD;

Avaliacao histoldgica.

3.3.3. Definicdo das variaveis dependentes

X/
L X4

Incidéncia de aderéncias nos grupos: Os resultados foram relatados para a

incidéncia das aderéncias (ntiimero de tteros com aderéncias / nimero

total);

% Graduacdo das aderéncias (avaliacdo qualitativa) - As aderéncias foram

classificadas conforme um sistema de escore numérico de acordo com o

Quadro 12.
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Quadro 1 - Grau das aderéncias?

Grau Definic¢ao para modelo animal Definicao para estudo clinico

0 Nenhuma aderéncia Nenhuma aderéncia

1 Insignificante, aderéncia peritoneal Insignificante, aderéncias delgadas
isolada, ndao afetando o intestino, isoladas, faceis de separar, afetando

nem reduzindo a mobilidade uterina, <50% da area peritoneal de risco.
sem vascularizagao discernivel

2 Grave, aderéncia ligamentosa ou Moderada, aderéncias delgadas
vascularizada em “corda” entre o numerosas, féceis de separar,
peritonio parietal e visceral afetando >50% da area de risco.

3 Muito grave, aderéncia extensa Grave, densas, aderéncias extensas
ligamentosa / vascularizada, que ndo podem ser separadas e
reduzindo a mobilidade uterina e se cobrindo >50% da &area de risco.
estendendo além da genitélia interna

% Classificagdo das aderéncias sitio-especificas - avaliacdo qualitativa -
Sistema multidimensional de escore das aderéncias!®: utilizando a
percentagem de resultados livres de aderéncias, o tipo, a tenacidade e a
percentagem da extensdo de alcance das aderéncias, graduamos a
gravidade das aderéncias. As aderéncias foram marcadas no sitio
manipulado por um sistema de pontuacdo quantitativa em que a
percentagem da superficie coberta por aderéncias foi medida e atribuido
um namero e um sistema de pontuacdo qualitativa. A soma total desses
trés critérios constitui a possibilidade total deste sistema multidimensional

de escore das aderéncias, que vai de 0 a 11 pontos (Quadro 2).
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Quadro 2 - Classificagao das aderéncias sitio-especificas

Caracteristicas da aderéncia Escore
Extensdo do sitio envolvido
Nenhum 0
<25% 1
<50% 2
<75% 3
<100% 4
Tipo
Nenhuma 0
Pelicula, transparente, avascular 1
Opaca, translucente, avascular 2
Opaca, capilares presentes 3
Opaca, vasos grandes presentes 4
Tenacidade
Nenhuma 0
Aderéncias separadas facilmente 1
Aderéncias lisadas com tragio 2
Aderéncias de disseccdo complicada 3
Possibilidade total 11

% Avaliagdo quantitativa - Extensdo das aderéncias limitadas a linha de
sutura no utero, analisadas através de um software do tipo CAD -
AutoCAD - desenho auxiliado por computador, criado e comercializado
pela Autodesk, utilizado na afericdo da extensdo das aderéncias através de
uma escala grafica com transformacdo da imagem obtida em fotografia em
uma escala real via computador. A extensdo das aderéncias foi calculada
pela medida do comprimento da linha coberta por aderéncias e o

comprimento da lesdo (Figuras 1 e 2);
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Figura 1 - Imagem da linha de sutura Figura 2 - Imagem da linha de sutura
escala  grafica

uterina antes do AutoCAD uterina  em
AutoCAD

ao

% Avaliacdo histolégica - Os parametros avaliados foram: fibrose, reagao

inflamatéria e proliferagio vascular, avaliadas por

semiquantitativa modificada de 0-3 (Quadro 3)1¢1.

Quadro 3 - Parametros avaliados na histologia

uma

escala

Caracteristicas da aderéncia Escore
Fibrose
Nenhum 0
Minima, frouxa 1
Moderada 2
Florida densa 3
Reacdo inflamatoéria
Nenhuma 0
Presenca de células gigantes, linfécitos 1
ocasionais e células plasméticas
Presenca de células gigantes, células 2
plasmaticas, eosindfilos e neutréfilos
Presenca de muitas células inflamatorias e 3
microabscessos
Proliferagao vascular
Nenhuma 0
Proliferagdo vascular leve 1
Proliferagao vascular moderada 2
Intensa proliferacdo vascular 3
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3.3.4. Variaveis potencialmente de confusao e suas defini¢des (Quadro 4)
% Peso na data da cirurgia

+» Peso na data da eutanésia

Quadro 4 - Definigdo das varidveis potencialmente de confusao

Nome da variavel Definicdo / categorizacao

Peso na data da cirurgia Peso do animal no dia da cirurgia, expresso
em gramas (g)

Peso na data da eutanasia Peso do animal no dia da eutanasia, expresso
em gramas (g)

3.4 Procedimentos

O procedimento cirtargico foi executado pelo autor, com o auxilio de estudante
de medicina, treinado pelo mesmo, e assisténcia de veterindria, no Nucleo de
Cirurgia Experimental da Universidade Federal de Pernambuco, entre 25/02/2010 e
19/08/10.

3.4.1 Confecgao do biopolimero da cana-de-agticar

O Gel do Biopolimero (Figuras 3, 4 e 5) foi produzido pelo Grupo de
Pesquisa Biopolimero de Cana-de-agticar, no Laboratério de Biopolimeros da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). A esterilizacdo foi feita com
radiacdo gama (y), no Laboratério de Metrologia do Departamento de Engenharia
Nuclear da UFPE, visando atender conceitos estabelecidos de assepsia cirtrgica.

Para uniformizacdo do Gel do Biopolimero, todas as amostras foram obtidas

de um tnico lote.

Figura 3 - Apresentagdo do gel na Figura 4 - Apresentacio do Figura 5 - Gel aplicado sobre

embalagem original gel - aspecto fisico a linha de sutura do atero



by >
Prevencdo de aderéncias peritoneais uterinas com Gel de Biopolimero de cana-de-agticar em ratas )

Coelho Junior ER

3.4.2 Procedimento anestésico

Os animais foram pesados e identificados através de coleira numerada. No
procedimento anestésico, realizado pela veterindria do Nucleo de Cirurgia
Experimental (NCE) da Universidade Federal de Pernambuco, aplicou-se, pela via
intramuscular, uma solu¢do composta de cloridrato de cetamina (Ketalar 50 mg.
Laboratérios Cristalia do Brasil) (5mg/100g de peso do animal), associado ao
cloridrato de xilazina (Rumpum 20 mg. Laboratério Bayer do Brasil) (2mg/100g de
peso do animal). Dez minutos antes do inicio da anestesia, foi aplicado sulfato de
atropina por via intramuscular (0,44mg/Kg)'%. O nivel de anestesia foi determinado
pela observacdao dos reflexos palpebrais, movimentos respiratérios e estimulos
cutaneos. Foi considerado anestesiado o animal com respiracao regular e com auséncia
de reflexos a estimulos.

Durante o procedimento cirtrgico-anestésico, foi administrado oxigénio
(0,5ml/minuto), através de madscara. Esse procedimento permitiu uma anestesia

satisfatoria para o tempo cirtirgico necessario.

3.4.3 Procedimentos cirargicos

Apbs a administragdo da anestesia e tricotomia da regido abdominal, no
biotério do NCE da UFPE, os animais foram levados a sala de cirurgia e devidamente
posicionados na mesa operatdria, com fixagdo dos membros com fita cardiaca,
colocacdo de médscara de oxigénio e protecdo dos olhos com gaze umedecida com
soro fisiolégico 0.9%. O cirurgido e o auxiliar, apds ter procedido a técnica habitual
de escovagdo e paramentacao, realizaram lavagem das maos enluvadas com soro
tisiol6gico, para a retirada do talco comumente contido nas luvas. Em seguida,
realizou-se a antissepsia com polivinilpirrolidona e foram colocados os campos
cirargicos.

O acesso cirtrgico foi obtido através de incisdo mediana longitudinal com 4
cm de comprimento, na parede abdominal. Os cornos uterinos foram localizados e

exteriorizados. Uma incisao linear de 1,5 cm com eletrocautério monopolar (30 W e
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intensidade 4) foi feita no corno uterino esquerdo, a partir da sua bifurcagdo, com
coagulacdo dos pontos de hemorragia, conservando o campo cirargico limpo, e a
seguir realizada a sutura com pontos continuos, com fio Prolene 7-0 (Prolene®,
Ethicon, Johnson & Johnson Comércio e Distribuicdo Ltda.) (Figuras 6, 7 e 8). A
seguir, a drea incisada foi coberta com uma das substancias estudadas (Interceed®,
biopolimero ou soro fisiol6gico), conforme o grupo a que pertencesse o animal, por

sorteio.

I e e -

Figura 6 - Exposicdo cirurgica do Figura 7 - Incisdo no Figura 8 - Sutura da incisdo
utero corno uterino uterina

A membrana sélida foi cortada no tamanho de 2,0 x 2,0 cm e colocada sobre a
linha de sutura do ttero (Figuras 9 e 10). A barreira em gel foi colocada na proporgao

de 5,0 ml/kg de peso’l.
435V

P’ ch)
T pdhesion Barrier

SE)
OXIDIZED REGENERATED CELLULO

‘bable

Figura 9 - Apresentacdo do Interceed® na Figura 10 - Interceed® aplicado sobre a linha
embalagem original e aspecto fisico de sutura uterina

A parede abdominal foi fechada com sutura continua da fascia com Prolene
5.0 e a pele com fios de nylon 5.0 (Mononylon®, Ethicon, Johnson & Johnson

Comércio e Distribuicdo Ltda.). Nao foi administrado antibiético para profilaxia. Os
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animais foram encaminhados para recuperacdo, em gaiolas individuais aquecidas a
37 O Celsius.

No periodo poés-operatério, os animais foram mantidos com a mesma
alimentacdo e era permitida livre movimentacdo. Os animais foram observados

diariamente, para investigar sinais de complicacao.
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3.4.4 Procedimento cirtirgico - segunda intervengao

Em intervalo de 45 dias pés-operatério, os animais foram novamente
anestesiados, seguindo o mesmo protocolo descrito no primeiro procedimento
cirargico, uma ampla incisdo laparotdmica abdominal em forma de U foi realizada
para abordar a cavidade peritoneal, para inventariar o aparecimento e a intensidade
das aderéncias. Os animais foram pesados e catalogados no biotério, pela veterindria
responsavel pelo NCE da UFPE. Foram feitas fotografias com camera fotogréfica
Sony® modelo DSC-s650, fixada em uma distdncia padronizada, para posterior
analise da extensdo das aderéncias sitio-especificas, em um programa de arquitetura
conhecido como AutoCAD, e a retirada do segmento uterino submetido a

abordagem cirdrgica, para andlise histolégica.

3.4.5 Eutanasia

A eutandsia ocorreu logo apds inventariar a cavidade peritoneal e retirar o
segmento uterino submetido ao procedimento cirtrgico, com administracdo, por via

intracardiaca, de dose letal de tiopental sédico (75mg).

3.4.6. Avaliagdo histologica - confeccao das laminas

O material retirado foi enviado para estudo histoloégico no Laboratério de
Pesquisa Histopatolégica em Anatomia Patolégica. Imediatamente apds a excisdo da
peca cirtrgica, o mesmo foi fixado em solucao de formaldeido a 10%, por 24 horas, e
processado em um histotécnico OMA, modelo DM-20.

Os espécimes foram analisados por um tnico patologista, que ndo sabia a
que grupos pertenciam os espécimes. Os cortes histologicos foram feitos em um
micrétomo de rotacdo Léica 1512, produzindo cortes teciduais com quatro
micromeros de espessura. O material foi corado por hematoxilina e eosina e pelo
tricromico de Masson, para estudo microscépico.

As microfotografias foram obtidas em microscépio Olympus, modelo CX 31

acoplado a camara digital Olympus C-7070 de 7.1 pixels.
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3.4.7 Metodologia estatistica

Foram calculadas as estatisticas descritivas, médias, desvios-padrao,
medianas e os intervalos, maximo e minimo, para as varidveis quantitativas e a
distribuicdo de frequéncia para as qualitativas. A normalidade das variaveis foi
verificada utilizando os testes Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk.

O teste Qui-Quadrado de Pearson foi utilizado para a comparacdo dos
grupos com relacdo as variaveis qualitativas, e a metodologia de andlise de residuo
foi aplicada no caso de tabelas superiores a 2X2. A analise de residuos permitiu
identificar quais categorias tiveram valores destoantes, tanto positiva quanto
negativamente, em relacdo aos valores que seriam observados, caso a hipétese de
igualdade entre os tratamentos fosse verdadeira. Caso o valor observado para o
residuo padronizado seja maior em moédulo que 1,96 significa que ha associacdo
entre o tratamento e o desfecho para a célula observada.

A comparacao entre os grupos, para as varidveis quantitativas, foi realizada
utilizando metodologia paramétrica (Andlise de Varidncia - Anova) e ndo
paramétrica (teste de Kruskal-Wallis), conforme aplicavel. No caso de diferenca
estatisticamente significante foi feita andlise de comparagdes maltiplas utilizando o
teste Tamhane’s T2.

Os dados foram digitados no software MSOffice Excel, versao 2010, e os
procedimentos estatisticos foram analisados no SPSS for Windows, versao 18.0 -

Statistical Package for the Social Sciences. O nivel de significancia assumido foi de 5%.

3.4.8 Procedimentos éticos

Esta pesquisa teve aprovacdo do Comité de Bioética em Experimentacdo
Animal do Centro de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal de Pernambuco,
processo n [ 23076.027396/2009-09, e seguiu os principios que regem o cédigo de
ética experimental e as leis de protecdo aos animais, de acordo com as normas

vigentes no Brasil, Lei 9.605 - art.32 e o Decreto ntimero 3.179-art. 17, de 21,/09/1999,
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que tratam da questdo e normas para pratica cientifica de vivisseccdo de animais

(Anexo A).

RESULTADOS
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O procedimento cirargico e a aplicacao do soro fisiolégico, Interceed® e do
Gel do Biopolimero foram bem tolerados pelos animais. A taxa de mortalidade foi de
2,2%, (1 das 45 ratas), sendo que a morte ocorreu em um animal do grupo do soro
tisiol6gico, no pos-operatério imediato, provavelmente decorrente de complicacao
anestésica. Os outros animais evoluiram no pds-operatério sem sinais de
complicagdes. Todos os locais das laparotomias estavam com cicatrizes
imperceptiveis no momento da eutandsia. Em relacdo as aderéncias da parede
abdominal, encontramos cinco casos no grupo do soro fisiol6gico e um caso no grupo
do Interceed® e do Gel do Biopolimero da cana-de-acdcar, respectivamente. Nao
foram encontrados materiais residuais, nem gel, nem Interceed®, no momento da
eutanasia.

Ratas do grupo do soro fisiolégico formaram aderéncias extensas entre o
corno uterino e o peritonio adjacente, bem como com o intestino e outros 6rgdos

intraperitoneais (Figura 11 - A, Be C).

Figura 11 (A, B e C) - Imagens representativas da formagdo de aderéncias extensas sobre o corno
uterino no grupo tratado com soro fisiolégico

Antes da segunda intervengdo cirtrgica, o peso dos animais foi mensurado e
estd detalhado na Tabela 1. Para verificar a existéncia de relacdo entre o peso e os
grupos de tratamento, foi realizado um teste de qui-quadrado. O resultado do teste,
valor de p=0,249, indica que ndo ha relacdo entre o peso dos animais apés o

procedimento e os grupos de tratamento. Esta averiguagdo foi importante, para
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garantir que diferencas nos pesos dos animais ndo interferiram nos resultados, isto é,

o peso nao foi identificado como um fator de confusdo para esta analise.



by, >
Prevencdo de aderéncias peritoneais uterinas com Gel de Biopolimero de cana-de-agticar em ratas )

Coelho Junior ER

Tabela 1 - Distribui¢do do peso dos animais antes da segunda intervencao cirdrgica nos
grupos1,2e3

Grupos
Peso (gramas) Total
Soro fisiolégico Interceed®  Gel Biopolimero
(G (G2) (G3)
<244,50 4 5 2 11
244,51 - 267,00 6 3 2 11
268,00 - 285,50 3 3 5 11
285,51+ 1 4 6 11
Total 14 15 15 44

p=0,249

A mensuragdo das aderéncias que ocorreram nos animais de cada um dos
trés grupos foi realizada utilizando diversas metodologias. O ntimero e a proporcao
de casos de aderéncias entre os trés grupos de tratamento estdo sumarizados na

Tabela 2.

Tabela 2 - Ntumero absoluto e proporcao de casos de aderéncias nos grupos 1,2 e 3

Aderéncia
Grupos
n %
Soro fisiolégico (G1) 14/14 100,0
Interceed® (G2) 10/15° 66,7
Gel Biopolimero (G3) 7/15ab 46,7

ap<0,05 vs. grupo soro fisiolégico; bp>0,05 vs. grupo Interceed®

Em relagdo ao grupo do soro fisiol6gico, tanto o tratamento com gel (p=0,002,
no teste exato de Fisher, Tabela 2) como o tratamento com Interceed® (p=0,0421, no
teste exato de Fisher) resultaram em um menor namero de animais apresentando
aderéncias. Porém, ndo houve diferenca estatistica entre o grupo tratado com gel e o
grupo tratado com Interceed® (p=0,4621, no teste exato de Fisher), apesar do grupo
de animais que receberam gel apresentar menor percentagem de animais com
aderéncias (46,7 % vs. 66,7 %) (Tabela 2).

Classificando o grau das aderéncias observadas nos animais dos trés grupos

pelo sistema de escore numérico?, obtem-se os valores exibidos na Tabela 3. Foi feita
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uma agregacdo entre os valores 0 e 1, nenhuma aderéncia e aderéncia insignificante,

e entre os valores 2 e 3, aderéncia grave e muito grave. Pelo calculo da OR (odds ratio)

foi verificado que a chance de um animal que recebeu tratamento com Interceed®

desenvolver aderéncias classificadas como 2 ou 3 é de 86,4% menor que em um

animal que recebeu o soro fisiologico (Figuras 12 A e B). Para os animais que

receberam o tratamento com Gel do Biopolimero da cana-de-agiicar, esta mesma

chance é de 93,2% (Figuras 13 A, Be C).

Tabela 3 - Graduacao da intensidade das aderéncias nos grupos 1, 2 e 3 por meio do sistema

de escore numérico das aderéncias, e OR para presenca de aderéncias em relagdo ao grupo 1

Grau de Aderéncia

Grupos OR
P 2a3 0al (IC 95%) p-valor
n % n %
Soro fisiolégico (G1) 11 78,60 3 12,0 1,0
0,136
Int d® (G2 5a 33,33 10 40,0 ¢ 0,019
nterceed® (G2) (0,03 - 0,72)

Gel Biopolimero (G3) 3ab 20,00 12 48,0 0,068 0,003

P ’ ’ (0,01 - 0,41) ’
Total 19 100 25 100 - -

a, p<0,05 vs. grupo soro fisiologico; b, p>0,05 vs grupo Interceed® Odds Ratio

Figuras 12 A e B - Imagens representativas da formagao de aderéncias graus 0 e

1, segundo Wallviener?, sobre o corno uterino no grupo tratado com Interceed®.



Figuras 13 A, B e C - Imagens representativas da formacdo de aderéncias graus 0 e 1, segundo

Wallviener?, sobre o corno uterino no grupo tratado com Gel do Biopolimero.

O mais alto grau de aderéncias, as quais consistiram de conglomerados entre
o corno uterino e outros 6rgdos intra-abdominais, foi encontrado em 15,79% do
grupo do Gel do Biopolimero da cana-de-actcar, em 26,32% no grupo do Interceed®
e em 57,89% no grupo do soro fisiolégico.
Comparando a presenca de aderéncias por intermédio da andlise qualitativa
(tipo e tenacidade), utilizando parte do sistema multidimensional de escore das
aderéncias modificado%, foram obtidos os nimeros mostrados na Tabela 4. O teste
do qui-quadrado indica que ha associacdo entre o escore e os grupos (p<0,05). A
partir da anélise dos residuos, pode-se verificar com mais detalhes em que categorias
e grupos a distribuicdo do escore se concentra. Considerando que valores menores
que -1,96 e maiores que 1,96 sinalizam concentragdo menor ou maior que o esperado,
caso ndo houvesse associagdo entre o escore e os grupos, pode-se observar na Tabela
4, que o grupo 1 teve menor incidéncia no escore 0 e maiores incidéncias nos escores
3 e 4. Analogamente, o grupo 3 teve maior incidéncia no escore 0 e menor no escore
3. O grupo 2 nao teve nenhuma concentracdo significativamente distante do geral,
isto €, ndo foram observados valores de residuo ajustados menores que -1,96 ou

maiores que 1,96.
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Tabela 4 - Comparacdo da presenca das aderéncias através da analise qualitativa (tipo e

tenacidade) das aderéncias, entre os grupos 1,2 e 3

Grupos

Escore Soro fisiologico (G1) Interceed® (G2) Gel Biopolimero (G3)
n % Residuos n % Residuos n % Residuos
ajustados ajustados ajustados

0 0 0,0 -2,9 5 33,3 0,4 8 53,3 2,5

1 2 14,3 -0,9 4 26,7 0,4 4 26,7 0,4

2 3 21,4 -0,1 4 26,7 0,4 3 20,0 -0,3

3 6 42,9 29 2 13,3 -0,6 0 0,0 -2,2

4 3 21,4 2,6 0 0,0 -1,3 0 0,0 -1,3

Total 14 100 15 100 15 100,0

Reforcando o observado na Tabela 4 e analisando a Tabela 5, observamos que
os grupos do Gel do Biopolimero e do Interceed® apresentam valores médios
inferiores ao grupo do soro fisiolégico (p<0,001 e p=0,002, respectivamente). Quando
se comparou o grupo do Gel do Biopolimero com o do interceed®, ndo se encontrou

diferenca significativa (p=0,355) (Figura 14).

Tabela 5 - Estatisticas descritivas da intensidade das aderéncias entre os grupos 1,2 e 3

Grupos Média Desvio Padrio Minimo Maximo p-valor*
Soro fisiolégico (G1) 2,71 0,99 1 4
Interceed® (G2) 1,20 1,08 0 3 < 0,001
Gel Biopolimero (G3) 0,67 0,82 0 2

*Kruskal-Wallis
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p = 0,355
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Figura 14 - Grafico de Intervalo de Confianga de 95% para as médias da
Intensidade da Aderéncia nos grupos1,2e3

Por intermédio da classificacao das aderéncias sitio - especificas, a avaliagao
da percentagem de resultados livres de aderéncias, da qualidade (tipo e tenacidade) e
da area de alcance das aderéncias (extensdo), levou a determinacdo do grau e da
gravidade das aderéncias, aplicando um escore multidimensional das aderéncias15! e
os quantitativos estdo explicitados na Tabela 6. Utilizando novamente a analise de
residuos, consegue-se identificar que, no grupo 1 houve uma menor incidéncia de
animais com escore 0 e maior incidéncia nos escores 8, 9, 10 e 11. No grupo 3, por
outro lado, foi constatada maior incidéncia de animais com escore 0. O grupo 2 nao
demonstrou incidéncias significativamente diferentes em relagdo aos outros grupos,
nem para mais nem para menos. Este resultado evidencia que as analises das Tabelas
4 e 6 levam a um mesmo resultado: em média, os animais do grupo 3, Gel do
Biopolimero da cana-de-agticar, apresentaram aderéncias classificadas com escores
menores, menos graves que os outros dois grupos, mas principalmente em relacdo ao

grupo 1, que recebeu soro fisiolégico.
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Tabela 6 - Classificagdo das aderéncias sitio-especificas em percentual de ocorréncia

Grupos
Escore Soro fisiologico Interceed® Gel Biopolimero
a % Residuos a % Residuos a % Residuos
ajustados ajustados ajustados
0 0 0,0 -29 5 33,3 0,4 8 53,3 2,5
3 2 14,3 -0,9 4 26,7 0,4 4 26,7 A
4 1 7,1 0,6 1 6,7 0,5 0 0,0 -1,0
6 0 0,0 -1,6 2 13,3 0,3 3 20,0 1,3
7 1 7,1 -0,3 3 20,0 1,8 0 0,0 -1,5
8 2 14,3 21 0 0,0 -1,0 0 0,0 -1,0
9 3 214 2,6 0 0,0 -1,3 0 0,0 -1,3
10 2 14,3 21 0 0,0 -1,0 0 0,0 -1,0
11 3 21,4 2,6 0 0,0 -1,3 0 0,0 -1,3
Total 14 100 15 100 15 100

Reforcando o observado na Tabela 6 e analisando a tabela 7 verifica-se que os

grupos do Gel do Biopolimero e do Interceed® apresentam valores médios inferiores

ao grupo do soro fisiolégico (p<0,001 para ambos). Quando se comparou o grupo do

Gel do Biopolimero com o do interceed®, ndo se encontrou diferenga significativa

(p=0,487) (Figura 15).

Tabela 7 - Estatisticas descritivas do escore multidimensional das aderéncias nos grupos 1, 2

e3
Desvio p-valor
Grupos Média Minimo Miximo
Padrao (Kruskal-Wallis)
Soro fisiolégico (G1) 8.07 284 3 11
Interceed® (G2) 397 282 0 < 0,001
Gel Biopolimero (G3) 200 245 0
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Figura 15 - Grafico de Intervalo de Confianga de 95% para as médias do
escore Multidimensional das aderéncias nos grupos 1, 2 e 3

A partir de uma escala grafica, por intermédio do software CAD especifico,
como detalhado na metodologia, foram obtidos os valores da extensdo das
aderéncias (avaliacdo quantitativa), medida em cada grupo através do AutoCAD
mostrado na Tabela 8. Analisando estes valores, observa-se que o valor médio da
extensao das aderéncias foi maior no grupo 1, com 1,0379 cm3, e menor no grupo 3,
com 0,2107 cm3 e esta diferenca foi estatisticamente significante (p<0,001). Em relagao
ao grupo 2, o valor médio da extensdo das aderéncias foi de 0,3740 cm3. Nao obstante
haver tal diferenca entre os trés grupos, comparando-se as médias dois a dois entre
0s grupos, o teste Tamhane’s T2 revelou que ha diferenca significativa entre as médias
dos grupos 1 e 2 e entre as médias dos grupos 1 e 3; contudo, ndo indica diferenca
estatisticamente significante das médias entre os grupos 2 e 3 (p=0,353), embora a
média do Gel do Biopolimero tenha sido menor em relacdo ao Interceed® (0,2107 x

0,3740) (Figura 16).
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Tabela 8 - Medidas descritivas da extensdo das aderéncias em cada grupo, em cm?, medido a partir

do software de CAD
Grupos n Média Desvio padraio Minimo Miximo p-valor*
Soro fisiolégico (G1) 14 1,0379 0,40185 0,36 1,46
Interceed® (G2) 15 0,3740 0,32133 0,00 0,91 0,001
Gel Biopolimero (G3) 15 0,2107 0,25561 0,00 0,66
*Anova
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Figura 16 - Grafico de Intervalo de Confianca de 95%
para as médias da Extensdo nos grupos 1,2 e 3

A avaliacdo histolégica mostra que houve relacao entre a fibrose e os grupos
de tratamento (Tabela 9). A maioria (80%) dos animais do grupo 3 teve fibrose
classificada como minima (Figura 17), no grupo 2 a maioria (80%) teve fibrose
classificada como moderada (Figura 18) e, no grupo 1, ndo houve diferenca entre as
classificagdes minimas e moderadas. Nenhum animal teve auséncia de fibrose. Ja no

tocante a reacdo inflamatéria e a proliferacdo vascular (Tabelas 10 e 11), ndo foi

observada nenhuma relacao estatisticamente significante entre os grupos, valores de
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p = 0426 e 0,446, respectivamente, embora tenha havido maior concentragdo de
animais, em todos os grupos, na proliferacao vascular moderada (71,40% x 73,33% x
53,33%) (Figura 19) e, em relacdo a reagdo inflamatéria, prevaleceram a do tipo 1 nos
grupos do soro fisiolégico (71,4%) e do Gel do Biopolimero (53,3%) (Figura 20) e do
tipo 2 no grupo do Interceed® (53,3%) (Figura 21). Nenhum animal teve auséncia de
reacao inflamatoria e de proliferacdo vascular ou proliferagdo vascular intensa, em

todos os grupos.

Tabela 9 - Distribuicao da fibrose nos grupos 1,2 e 3

Grupos
Fib Soro fisiolégico (G1) Interceed® (G2) Gel Biopolimero (G3) p-valor
ibrose
n % n % n % (qui-quadrado)
Nenhuma 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Minima 7 50,0 3 20,0 12 80,0
Moderada 7 50,0 12 80,0 3 20,0 0,011
Florida densa 0 0,0 0 0,0 0 0,0

Figura 17 - Imagem representativa de fibrose minima Figura 18 - Imagem representativa de fibrose
no grupo 3 (&reas em azul) (tricrdbmico de Masson moderada no grupo 2 (areas em azul) (tricrdmico de
100X) Masson100X)
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Tabela 10 - Distribuicdo da reagdo inflamatéria nos grupos 1,2 e 3
Grupos
Soro fisiologico Interceed® Gel Biopolimero
Reacio Inflamatéria (G2) (G3) p-valor*
n % n % n %
Nenhuma 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Células gigantes e plasmaticas,
10 71,4 6 40,0 8 53,3
linfécitos ocasionais
. . 0,426
Células gigantes e plasmaticas,
3 214 8 53,3 5 33,3
eosinofilos e neutroéfilos
Células inflamatérias e
1 7,2 1 6,7 2 13,3
microabscessos
*Qui-quadrado
Tabela 11 - Distribuicdo da proliferacdo vascular nos grupos1,2e3
Soro fisiol6gico Interceed® Gel Biopolimero
Proliferacao
(G1) (G2) (G3) p-valor*
vascular
n % n % n %
Nenhuma 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Proliferacéao
4 28,6 4 26,67 7 46,67
0,446
vascular leve
Proliferacéao
10 71,4 11 73,33 8 53,33
vascular moderada
Proliferacéao
0 0,00 0 0,00 0 0,00

vascular intensa

*Qui-quadrado
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Figura 19 - Imagem representativa de proliferagio Figura 20 - Imagem representativa de reacao
vascular grau 2 do grupo 3 (HE 400X) inflamatéria grau 1 do grupo 3 (HE 100X)

Figura 21 - Imagem representativa de
reagdo inflamatéria grau 2 com
agregados de macréfagos do grupo 2
(HE 100X)
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DISCUSSAO
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A exposicao da serosa peritoneal nos tecidos danificados durante a cirurgia
representa um passo crucial na formagdo de aderéncias. A aplicacdo de barreiras
mecanicas profilaticas compostas por materiais sélidos e liquidos tem contribuido
para a reducdo de aderéncias?!?#15, embora nenhum produto seja substituto da boa
técnica cirdrgica. O Interceed® é o material mais utilizado em ginecologia para a
prevengao de aderéncias?0.21,165-167,170,

O Gel do Biopolimero de melaco de cana-de-acticar, um exopolissacarideo,
constituido a base de dgua, biocompativel e de baixa toxicidade3*, pode ser utilizado
como barreira mecanica contra a formagdo de aderéncia intraperitoneal, semelhante
aos géis a base de 4cido hialurénico79180181 e polietilenoglicol3!.

O uso do Gel de Biopolimero resultou em menor percentagem de aderéncias
em relacdo ao grupo tratado com Interceed® (46,7% wvs. 66,7%, respectivamente),
embora ndo houvesse diferenca estatisticamente significante entre eles. Por outro
lado, esses dois grupos apresentaram diferenca estatistica altamente significante com
relagio ao grupo do soro fisiolégico. O Gel de Biopolimero como lubrificante
peritoneal, fazendo interface entre os tecidos manipulados, é de facil aplicagdo e
pode ter vantagens em relacdo as membranas em geral, fato ocorrido também com
outras barreiras em forma liquida31,5786145146152 A aplicacdo de géis como barreira
tem demonstrado superioridade no que concerne a interposicdo de elementos
s6lidos, como confirmado em um estudo comparativo de membranas e gel de acido
hialurdénico na prevencao de aderéncias em abrasdao cecall¥>. A instilagdo de
polimeros em solugdes de alta viscosidade tem sido sugerida, desde que a eficacia
dos hidrogeis depende de sua viscosidade, bem como de sua concentragao. O Gel do
Biopolimero é um hidrogel e sua viscosidade pode ser controlada3+191.

Possivelmente estas barreiras reduzem a formacdo de aderéncias por
limitacdo do contato das superficies dos tecidos apés a cirurgia, evitando a formacao
das pontes de fibrina entre os 6rgdos adjacentes. A cicatrizacdo peritoneal pode levar
5-7 dias, proporcionando um tempo longo para deposicao de fibrina e interconexao
das faces lesadas com as estruturas adjacentes na cavidade peritoneal, levando a

formacao de aderéncias®’.
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Este é o primeiro estudo investigando o efeito intraperitoneal do Gel do
Biopolimero da cana-de-agticar como antiaderente sitio-especifico em um modelo
cirargico simulando os passos ocorridos em cirurgia abordando o ttero com eletro-
cauterizacdo e sutura. O Biopolimero da cana-de-agticar tem sido utilizado em
diversas areas da cirurgia experimental, como na cicatrizacao de feridas cutaneas?,
reconstrucao ureteral3, tratamento da incontinéncia urinaria®l192, tratamento do
refluxo vésico-uretral#349, curativo ap6s cirurgia de hipospadia%?, curativos para o
tratamento de perfuracdo da membrana timpanica*4, enxerto vascular4>4652, correcao
cirargica de falha musculo-aponeuréticat’48, correcao dos defeitos osteocondrais>0>1,
com resultados que demonstram biocompatibilidade e biointegragao.

Neste modelo experimental, a indugdo das aderéncias foi eficaz, resultando
na formacao de aderéncias extensas e densas no grupo do soro fisiol6gico; em alguns
casos, 0 corno uterino estava completamente aderido ao peritonio parietal.
Aderéncias de todas as gravidades (grau 0-3) foram encontradas, semelhante ao
descrito anteriormente e, em especial, apés trauma do peritonio visceral?®. Foi
observado que a chance de um animal tratado com Interceed® e Gel do Biopolimero
da cana-de-agticar desenvolver aderéncias classificadas como grau 2 ou 3 é 86,4% e
93,2% menor, respectivamente, em relagdo a um animal que recebeu soro fisiolégico,
sendo no grupo do Gel do Biopolimero mais finas e avasculares e intensas (grau 3)
em apenas 15,79% dos casos. Em 57,89% das ratas tratadas com soro fisiolégico foi
observada a presenca de aderéncias espessas e disseminadas.

E importante ressaltar que hemorragia submesotelial profunda e necrose
podem prolongar a duragao da inflamacgdo e atraso na deposicao de colageno®, bem
como sutura, associado a trauma vascular®. Os sitios de cauterizacao podem conter
tecido necrético, granulacdo e inflamacdo (PMN), sem fibroblastos e com formacao
minima de coldgeno, retardando a cicatrizacdo, como descrito anteriormente®s.
Assim, optou-se pelo modelo de incisdo visceral do corno uterino com eletrocautério
e sutura, para analisar o efeito do Gel do Biopolimero como barreira.

Verificou-se que a formacdo de aderéncias foi significativamente mais
intensa no grupo do soro fisiolégico, confirmando os resultados de estudos clinicos

em que a técnica cirturgica isolada ndao demonstrou efeito significativo na reducao de
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aderéncias poés-cirtrgicas'>1%. A superficie peritoneal tem enorme capacidade de
reabsor¢do, com uma taxa de 30-60 ml/h, independentemente do volume de fluido
aplicado e, apd6s 10-12 h, as solugdes sdao quase completamente removidas da
cavidade abdominal, justificando a falha das mesmas!03188, O peritonio absorve o
liquido em 24 a 48 horas?. A capacidade de absorcdao da superficie peritoneal
justifica que as solugdes de barreira intraperitoneal devem ser visco-elasticas e ter
uma osmolaridade semelhante ao plasma?/103188 (O Gel do Biopolimero é um
hidrogel com viscosidade elevada, composto de uma fracdo sélida 1% do
biopolimero em dgua.

No presente estudo, a celulose oxidada regenerada - Interceed® - foi
facilmente aplicada, aderiu espontaneamente na face tecidual lesada e, comparada ao
grupo do soro fisiolégico, reduziu a formacdo de aderéncias. Publicagdes anteriores
mostraram que o Interceed®, combinado com boa técnica cirdrgica, preveniu
aderéncias graves em 61% dos casos, foi duas vezes mais efetivo comparado com
cirurgia sem agentes antiaderéncial®® e em cirurgia ovariana laparotomica foram
encontrados resultados livres de aderéncias em 47% vs. 25% sem a aplicacdo da
referida barreira’.

Interceed® é a tnica barreira antiaderéncia com comprovado aumento das
taxas de gravidez, conforme um ensaio clinico randomizado'”?. Em ensaios clinicos
controlados, bem como em meta-analises, o efeito antiadesivo do Interceed® apds
intervencdes cirargicas abertas e laparoscopicas foi demonstrado para ambas,
primeira manifestacdo e recorréncia da formacdo de aderéncias?!.165-167. Entretanto,
Wiseman demonstrou, em um modelo animal, que Interceed® pode migrar, ndo
permanecendo na drea de aplicacdo laparoscopica e, consequentemente, perder o
efeito desejado’?. Além disso, hemoéstase completa se faz necessdria antes da
aplicagdo do Interceed®, pois o sangue infiltrado nas fibras do tecido elimina os
beneficios!®, em consequéncia a deposicdo de fibrina e promogdo da formacdo de
aderéncias'®. No presente estudo, foi realizada hemostase meticulosa antes da
colocacdo de Interceed®. O grupo do Gel de Biopolimero apresentou menor ntiimero

de animais com aderéncias; no entanto a diferenca observada nao foi estatisticamente
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significativa. O Interceed® é de dificil aplicacdo em lesdes extensas e tem limitacdo de
uso, por causa do alto custo.

Portanto, os géis antiaderéncia iniciaram uma nova geracao de barreiras,
oferecendo maior flexibilidade técnica de aplicacao!?®, permitindo posicionamento
acurado, com distribuicdo uniforme se adequando a geometria dos tecidos,
facilitando o seu uso, principalmente em areas tecnicamente de dificil acesso, como a
pelve menor, particularmente em cirurgias laparoscépicas, em contraste com a
colocacdo de membrana, que requer muito mais habilidade técnical’4. Além disso, o
gel pode ser pulverizado e o cirurgido ndo tem de lidar diretamente com as
estruturas intraperitoneais, minimizando os riscos adicionais de traumatismo, além
de reduzir o tempo cirargico. O gel visco-elastico pode revestir os tecidos de formas
diversas, sendo eficaz para todos os 6rgdos da cavidade abdominal®!.

E importante ressaltar que a perda de uniformidade em modelos
experimentais dificulta a avaliagdo da eficacia de qualquer regime profilatico. As
varidveis tipo, animal e técnica utilizada para induc¢do das aderéncias, escolha do
momento para avaliacdo, incisao usada para realizar o escore das aderéncias, e
parametros usados para graduar as aderéncias em modelos experimentais,
interferem na avaliacdo da eficacia de novas substincias, como é o caso do Gel do
Biopolimero.

Um tépico importante é a variabilidade de espécies animais usadas em
estudos de aderéncias. O rato normalmente é a primeira escolha entre as espécies
animais para indugdo das aderéncias, por causa do grande nimero de estudos
experimentais que o utiliza, a operacdo e a avaliacdo pds-operatoria sdo convenientes
e menos caras que em animais de maior porte, como coelhos e cachorros, em que as
tentativas de escore das aderéncias também sdo apresentadas. Menores custos e
facilidade de avaliagdo pos-operatéria em ratos, em relagdo as outras espécies,
podem explicar a tendéncia dos pesquisadores em usar modelos utilizando este
animal, mas diferengas entre as espécies na formacgao das aderéncias sdo descritas na
literatural®, embora algumas publicacdes evidenciem uma gravidade similar das
aderéncias apods trauma intestinal de coelhos e peritonio parietal de ratos®12l.

Durante a avaliacdo da gravidade das aderéncias, um complexo sistema de
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classificagdo tem sido facilmente aplicado em ratos ou camundongos, a despeito de
sua cavidade abdominal restrita®97.134,

Em ambas as espécies, ratos e coelhos, o momento ideal de andlise das
aderéncias nao esta determinado, mas o final da primeira semana ou mais tarde é o
tempo recomendado para a quantificagdo das aderéncias®. No presente trabalho,
utilizamos um periodo de tempo de 45 dias do procedimento iniciall36146, tendo em
vista que a carbonizagdo e sutura do tecido podem retardar o processo de
cicatrizagao®6.67.70,

Em estudos experimentais diferentes tipos de incisdes sdo usadas para a
inducdo de aderéncias, as variagdes comecam na abordagem inicial da parede
abdominal, com a incisdo na linha média sendo a mais utilizada, com menor dano
tecidual que as incisGes transretais®”. A forma de reabordagem da parede abdominal
com incisdo em U tem sido usada largamente para determinagdo das aderéncias
abdominais?397:107,108,123,150 Neste método, a incisao abdominal prévia é colocada
centralmente na dobra da parede, e as areas com desenvolvimento de aderéncias sao
deixadas intactas durante a relaparotomia, possibilitando a avaliacdo. Tal abordagem
metodoldgica também foi utilizada neste estudo.

A maioria dos estudos para investigacdo da formacao de aderéncias utiliza
um modelo animal para reproduzir o trauma cirdrgico; entretanto, eles variam
grandemente, dependendo do interesse do pesquisador em determinada parte a ser
investigada. Alguns estudos mimetizam os procedimentos cirtargicos standard em
escala menor, enquanto outros utilizam uma variedade de medidas para produzir
efeitos muito mais pronunciados para a formacdo das aderéncias!’®. Embora o
processo basal seja 0 mesmo, alguns estimulos promovem uma reacdo que nao pode
ser replicada, infelizmente, nos estudos clinicos, e os resultados destes modelos
extremos necessitam de interpretacdo com cautela e seu uso limitado somente aquele
estudo. A perda de uniformidade na interpretagdo dos resultados entre os estudos
dificulta as conclusoes.

Neste estudo, foi usado um modelo modificado de induzir aderéncias pos-
operatorias intra-abdominais em corno uterino de ratas, menos varidvel e mais

reprodutivel, em que se procedia a incisdo linear do peritdnio visceral e do
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miométrio com corrente monopolar, seguida de hemostase e sutura, mimetizando o
procedimento cirtrgico originalmente realizado em situagdes clinicas. Os sitios de
injaria peritoneal podem diferir na extensdo da lesdo e na profundidade e gravidade
do dano tecidual pelo uso do eletrocautério, sendo que, no estudo, houve uma
padronizacdo neste aspecto e, se ocorreu variacao, ela se distribuiu uniformemente
entre os grupos.

No presente estudo, foi utilizado um sistema de escore multidimensional,
com associacdo do percentual de resultados livres de aderéncias, tipo, tenacidade e
extensdo!04151, determinando a gravidade das aderéncias de acordo com o escore
obtido. A metodologia comprovou que a formacdo de aderéncias foi
significativamente reduzida nos animais tratados com gel, quando comparados aos
animais tratados com soro fisiol6gico. Os resultados sdo comparaveis a um estudo
prévio, no qual foi usado o mesmo escore para analisar os resultados da aplicacdo de
um hidrogel a base de acido hialurdnico e carboximetilcelulose!?”.

O estudo demonstrou, por intermédio da andlise qualitativa (tipo e
tenacidade) utilizando parte do sistema multidimensional de escore das aderéncias
modificado!04151, que houve associagdo entre o escore e os grupos. A partir da anélise
dos residuos, pode-se verificar que o grupo do soro fisiol6gico teve menor incidéncia
no escore 0 e maiores incidéncias nos escores 3 e 4. Analogamente, o grupo do gel do
biopolimero teve maior incidéncia no escore 0 e menor no escore 3. O grupo 2 nao
teve nenhuma concentracao significativamente distante do geral, mostrando o efeito
do Gel do Biopolimero na prevengao de aderéncias

A associagdo da percentagem de resultados livres de aderéncias, a qualidade
(tipo e tenacidade) e a 4rea de alcance das aderéncias (extensdao)l%4151, levou a
determinacdo mais detalhada do grau e da gravidade das aderéncias ao escore
multidimensional das aderéncias. Utilizando novamente a anélise de residuos,
consegue-se identificar que, no grupo do soro fisiolégico, houve uma menor
incidéncia de animais com escore 0 e maior incidéncia nos escores 8, 9, 10 e 11. No
grupo do Gel de Biopolimero, por outro lado, foi constatada maior incidéncia de
animais com escore 0. No grupo do Interceed® ndo foram verificadas incidéncias

significativamente diferentes em relagdo aos outros grupos, nem para mais, nem para
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menos. Os animais do grupo do Gel do Biopolimero da cana-de-acticar apresentaram
aderéncias classificadas com escores menores, menos graves que os outros dois
grupos, mas principalmente em relagdo ao grupo do soro fisiolégico. A comparacao
da gravidade das aderéncias, através da andlise dos pardmetros qualitativos, tipo e
tenacidade, entre os grupos, foi consistente com a comparacgao da extensao.

Nesse sentido, a afericdo da extensdo, associada ao tipo e a tenacidade da
ocorréncia de aderéncias, permite que o escore multidimensional possa ser
rapidamente aplicado na avaliacado in situ, com base na morfologia. Limitagdes dessa
avaliagdo foram principalmente devidas a natureza das aderéncias, as dificuldades
para medir e quantificar, tornando o sistema de escore sujeito a variacdo intra e
interobservador. Embora defini¢des para a incidéncia das aderéncias, a gravidade e a
extensao da area tenham sido feitas e usadas neste estudo, elas implicam um fator de
subjetividade que ndo pode ser eliminado, como ja descrito na literatural3l.

Para reduzir as limita¢des referentes a uma avaliacdo subjetiva do sistema de
escore das aderéncias foi utilizado um sistema quantitativo de avaliacdo sitio
especifica da extensdo da aderéncia na area traumatizada, através do auto-CAD. A
partir de escala gréfica, por intermédio do software CAD especifico, foram obtidos os
valores da extensdo das aderéncias medidas em cada grupo. Analisando estes
valores, observa-se que o valor médio da extensao das aderéncias foi maior no grupo
do soro fisiol6gico, com 1,0379 cm3, e menor no grupo do Gel do Biopolimero, com
0,2107 cm?3 e esta diferenca foi estatisticamente significante (p<0,05). Em relacdo ao
grupo do Interceed®, o valor médio da extensdao das aderéncias foi de 0,3740 cm3. Ao
aplicar o teste de comparagao dois a dois Tamhane’s T2, o resultado apontou que as
diferencas nas médias das extensdes das aderéncias entre os grupos Interceed® e Soro
Fisiologico e entre Gel do Biopolimero da cana-de-actcar e Soro Fisiol6gico sao
estatisticamente significantes. Os grupos de Interceed® e Gel do Biopolimero tém
menor extensdo de aderéncia em relagdo ao grupo do soro fisiolégico. Embora a
média do Gel tenha sido menor em relacdo a media do Interceed® (0,2107 x 0,3740),
esta diferenca nao foi estatisticamente significante. Portanto, a analise mostra que os

escores obtidos usando a medida fixada (medida do comprimento da aderéncia
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fixada) correlaciona com os escores derivados da extensdo do escore
multidimensionall04151,

Em relacdo a avaliacdo histolégica, observa-se que o Gel do Biopolimero nao
induziu a reagdes inflamatoérias especificas, causando uma menor resposta fibroética,
em comparacao com o grupo ndo tratado e com o grupo do Interceed®. No tocante a
reacdo inflamatoria e a proliferacdo vascular, ndo foi observada nenhuma relacao
estatisticamente significante entre os grupos. A eficacia do gel pode ser devida as
varias particularidades deste material, principalmente a alta tolerabilidade e o
prolongado tempo de permanéncia durante a cicatrizacdo. Uma reagdo inflamatdria
aguda caracteristica, devido a sutura, foi observada na regido da sutura peritoneal.
Infiltragdo densa com uma mistura de células inflamatdrias granulociticas e
linfoplasma celular com numerosas células gigantes foram encontrados ao redor do
material de sutural¥?, e a andlise de aderéncias peritoneais humanas revelou
infiltrado de macrofagos e linfécitos T, independentemente do tempo de persisténcia
das aderéncias’>8384,

O tempo utilizado para eutandasia, neste estudo, pode justificar o tipo de
reacao inflamatéria encontrada e a auséncia de proliferacdo vascular intensa, em
todos os grupos. A histopatogénese da inflamacdo e o reparo do mesotélio sao
relativamente bem entendidos e a formacdo de aderéncias comega com uma matriz
de fibrina, tipicamente ocorrendo durante a coagulacao. Entre um e trés dias apoés a
injaria, a aderéncia é composta de uma variedade de elementos celulares, incluindo
leucécitos cobertos pela matriz de fibrina. Esta matriz é entdo gradualmente
substituida por tecido de granulacdo vascular contendo macréfagos, fibroblastos e
células gigantes. Por volta do quarto dia, uma consideravel quantidade de matriz de
tibrina desaparece e um maior namero de fibroblastos com coldgeno associado esta
presente. Os macréfagos constituem o tipo predominante de leucdcitos. Se qualquer
fator (isto é, isquemia, infeccdo e formacao excessiva de fibrina, além da capacitacdo
dos macrofagos) interrompe a cascata da cicatrizagdo até o quinto dia, as aderéncias
podem ser formadas!”,5556,74,81,82,

Estudo experimental, em ratas, comparou a histologia do reparo do corno

uterino apo6s incisdo com laser de CO2 com o microcautério e suturas, demonstrando
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que a aparéncia geral da cicatriz e a quantidade de coldgeno acumulada foram
similares quando o periodo de observagdo foi superior a 21 dias. Ja a reacdo a corpo
estranho, mensurada por infiltracdo histiocitdria e células gigantes, foi
significativamente maior no grupo do eletrocautério, parecendo estar relacionada aos
debris necréticos notados na cicatriz6667.

Os resultados permitem afirmar que o Gel do Biopolimero da cana-de-actcar
pode ser uma alternativa na prevencdo de aderéncias. O Gel do Biopolimero tem
tempo de permanéncia intraperitoneal adequado in vivo, é constituido de actcares e
acido glicuronico e ndo desperta imunogenicidade34. Outros dispositivos a base do
biopolimero da cana-de-agtcar ja se mostraram eficazes em outras dreas da medicina,
em estudos experimentais com animais338-52192. O gel é moldavel, permitindo
assumir diferentes formas e ocupar espacos diversos, em situagdes clinicas
especificas. Esta versatilidade lhe da excelente alcance, tanto para superficies
teciduais lisas quanto convexas, usando géis dispersadores, favorecendo seu uso em

ampla variedade de cendrios cirargicos.
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CONCLUSOES
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Com base nos experimentos, na metodologia empregada e nos resultados
encontrados, com uma probabilidade de 95%, pode-se concluir que:

1- A formacdo de aderéncias na linha de sutura do ttero de ratas foi
menor no grupo tratado com o Gel do Biopolimero da cana-de-adgucar (46,7%) que
nos grupos tratados com Interceed® (66,7 %) e com soro fisiol6gico (100%); (p=0,002 e
0,4621, respectivamente).

2-  Os percentuais de chance de aderéncias na linha de sutura do ttero de
ratas classificadas como grau 2 e 3 de intensidade foram menores nos grupos
tratados com Gel do Biopolimero da cana-de-agucar (93,2%) e com Interceed®
(86,4%), em relacdo ao grupo tratado com o soro fisiologico (p=0,003 e 0,019,
respectivamente). Quando se comparou o grupo do Gel do Biopolimero com o
Interceed®, ndo se encontrou diferenca significante (p>0,05).

3- O escore médio da extensdo e qualidade das aderéncias na linha de
sutura do tutero de ratas, aferidas pelo sistema multidimensional de escore das
aderéncias, foi menor nos grupos tratados com o gel do biopolimero (2,00) e com o
Interceed® (3,27), em relacdo ao grupo tratado com o soro fisiolégico (8,07) (p<0,001
para ambos). Quando se comparou o grupo do Gel do Biopolimero com o do
Interceed®, ndo se encontrou diferenca significante (p=0,487).

4- A extensdo média das aderéncias na linha de sutura do ttero de ratas
ao AutoCAD foi menor nos grupos tratados com o Gel do Biopolimero (0,2107 cm3) e
Interceed® (0,3750 cm?) que no grupo tratado com soro fisiologico (1,0379 cm3)
(p<0,001). Quando se comparou o grupo do Gel do Biopolimero com o do Interceed®,
ndo se encontrou diferenga significante (p=0,353).

5- A resposta fibrética na linha de sutura do ttero de ratas tratadas com o
Gel do Biopolimero foi menor, comparada com os grupos tratados com soro
tisiologico e Interceed® (p=0,011). No tocante a reacdo inflamatodria especifica e a
proliferacdo vascular na linha de sutura do tutero de ratas, ndo foi observada
nenhuma relacdo estatisticamente significante entre os grupos (p=0,426 e 0,446,

respectivamente).



by, >
Prevencdo de aderéncias peritoneais uterinas com Gel de Biopolimero de cana-de-agticar em ratas -

Coelho Junior ER

O Gel do Biopolimero da cana-de-acicar ¢é eficaz como agente
biorreabsorvivel antiaderente e pode prevenir aderéncias intraperitoneais pos-

cirargicas, fato que o credita a submeter-se a avaliagdes clinicas.
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APENDICE A
Bases de dados dos animais estudados
AV Qual AV Histolégiga ‘
G| Datal Data2 P1 P2 | AD | Grau _ p. | AUTOCAD
Ext | Tip | Tena | Fibrose Inflam. ‘ Vasc
1 25/02/10 08/04/10 252,00 258,00 sim 2 4 2 2 2 1,41
1 25/02/10 08/04/10 258,00 266,00 sim 2 3 3 2 2 1 2 56
1 25/02/10 242,00
1 11/03/10 29/04/10 247,00 241,00 sim 3 4 4 3 1 2 2 1,38
1 11/03/10 29/04/10 242,00 24500 sim 3 4 4 3 2 3 2 1,46
1 11/03/10 29/04/10 267,00 272,00 sim 1 1 1 1 2 1 2 ,62
1 05/04/10 27/05/10 267,00 273,00 sim 1 1 2 1 1 1 1 36
1 05/04/10 27/05/10 240,00 244,00 sim 3 4 4 3 1 1 2 1,40
1 05/04/10 27/05/10 234,00 250,00 sim 1 1 1 1 1 1 1 81
1 15/04/10 27/05/10 248,00 261,00 sim 2 3 2 2 1 1 2 ,65
1 15/04/10 27/05/10 258,00 248,00 sim 3 4 3 3 2 1 1 1,40
1 06/05/10 17/06/10 220,00 228,00 sim 2 3 3 3 2 1 2 75
1 06/05/10 17/06/10 305,00 30500 sim 3 4 3 3 1 1 2 1,45
1 02/06/10 15/07/10 253,00 233,00 sim 3 3 3 3 2 2 2 ,96
1 01/07/10 12/08/10 292,00 281,00 sim 3 3 3 3 1 2 2 1,32
2 25/02/10 08/04/10 22500 234,00 sim 2 3 2 2 2 1 2 91
2 25/02/10 08/04/10 257,00 27400 sim 1 1 1 1 2 2 2 32
2 25/02/10 08/04/10 245,00 226,00 sim 2 2 2 2 2 2 2 ,70
2 25/02/10 08/04/10 227,00 259,00 ndo 2 1 1 ,00
2 25/02/10 08/04/10 239,00 241,00 nao 2 2 2 ,00
2 11/03/10 29/04/10 229,00 239,00 sim 1 1 1 1 2 1 2 ,62
2 11/03/10 29/04/10 226,00 268,00 nao 2 2 1 ,00
2 11/03/10 29/04/10 308,00 315,00 nao 2 1 1 ,00
2 11/03/10 29/04/10 266,00 230,00 sim 2 2 3 2 2 2 2 ,63
2 11/03/10 29/04/10 300,00 300,00 sim 2 2 2 2 2 2 2 ,66
2 05/04/10 27/05/10 29500 300,00 sim 1 1 1 1 1 1 2 39
2 06/05/10 17/06/10 268,00 261,00 sim 1 1 1 1 2 1 2 ,29
2 06/05/10 17/06/10 266,00 262,00 sim 1 1 2 1 2 3 2 ,35
2 06/05/10 17/06/10 247,00 279,00 ndo 1 2 1 ,00
2 06/05/10 17/06/10 360,00 320,00 sim 2 2 3 2 1 2 2 74
3 25/02/10 08/04/10 228,00 241,00 ndo 1 1 1 ,00
3 25/02/10 08/04/10 220,00 22400 sim 1 1 1 1 2 1 2 33
3 11/03/10 29/04/10 266,00 275,00 sim 2 2 2 2 2 2 2 ,66
3 11/03/10 29/04/10 278,00 310,00 ndo 1 1 1 ,00
3 05/04/10 27/05/10 220,00 261,00 sim 1 1 1 1 1 1 2 051
3 05/04/10 27/05/10 27500 27500 sim 2 2 2 2 1 3 2 A0
3 05/04/10 27/05/10 253,00 280,00 nao 1 2 2 ,00
3 15/04/10 27/05/10 261,00 264,00 sim 1 1 1 1 1 1 2 ,29
3 15/04/10 27/05/10 306,00 320,00 sim 1 1 1 1 1 1 2 31
3 15/04/10 27/05/10 271,00 300,00 nao 2 3 1 ,00
3 15/04/10 27/05/10 259,00 280,00 nao 1 2 1 ,00
3 15/04/10 27/05/10 249,00 300,00 sim 2 2 2 2 1 2 2 ,66
3 15/04/10 27/05/10 256,00 280,00 nao 1 1 1 ,00
3 06/05/10 17/06/10 266,00 290,00 ndo 1 1 1 ,00
3 19/08/10 24/09/10 285,00 300,00 nao 1 2 1 ,00
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Anexo A. Aprovagio do Comité de Etica

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Av. Prof. Nelscon Chaves, s/n

50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 81) 2126 8350

wwiw, ccb.ufpe.br

Coelho Junior ER

1\V

Recife, 14 de dezembro de 2011.

Oficio n°® 364/11

Da Comissao de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE
Para:: José Lamartine de Andrade Aguiar

Departamento: Cirurgia / UFPE

Processo n°® 23076.027396/2009-09

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias

Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado: “PREVENCAO DE ADERENCIAS UTERINAS COM GEL DE

BIOPOLIMERO DE CANA-DE-ACUCAR EM RATAS.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais

encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro

para

Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of

Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s&o adotadas como critérios de

avaliacdo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —

art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins

cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais

realizados.

Atenciosamente,

Observagao: Origem dos animais: Biotério do
Departamento de Nutricdo da UFPE; Animais: Ratos,
Linhagem: Wistar; Sexo: Fémeas; Idade: adultas; N°
de Animais previsto no projeto: 45(quarenta e cinco)
animais.

CCB: Integrar para desenvolver
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ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to compare the effectiveness of Sugarcane
biopolymer gel with oxidized regenerated cellulose (ORC) barrier in preventing
postoperative peritoneal adhesion in rats.

Methods: Forty-five Wistar rats underwent a laparotomy, and adhesions were
induced by uterine incision and suture. The animals were divided into 3 groups:
group A, control — saline; group B, oxidized regenerated cellulose barrier; and group
C, sugarcane biopolymer gel. After 45 days, the adhesions were classified.

Results: Compared with the control group, the treatments with gel and oxidized
regenerated cellulose barrier resulted in a smaller number of adhesions(p=0.002 and
p=0.0421 on Fisher's exact test, respectively). The odds ratio to show that the
likelihood of animals treated with oxidized regenerated cellulose barrier and
sugarcane biopolymer gel developing adhesions classified as type 2 or 3 was 86.4%
and 93.2% less respectively than those receiving saline. Histological examination
showed that the animals in Group C, 80%, had presented fibrosis minimal, while 80%
of those in group B presented moderate fibrosis, and there was no difference in
Group A between the minimal and moderate classifications. The inflammatory
reaction and vascular proliferation, no statistically significant relation was found.
Conclusions: The sugarcane biopolymer gel is as effective as oxidized regenerated
cellulose absorbable barrier preventing postoperative adhesions in rats.

Key words: Adhesion; anti-adhesion; hydrogel; biofilm and cellulose.
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INTRODUCTION

Acute mechanical or thermal tissue damage in the peritoneal cavity resulting
from surgical procedures frequently gives rise to the formation of adhesions [1-4].
Intra-abdominal adhesions may occur in 60-90% of higher complexity gynecological
procedures [5], causing pelvic pain, obstruction of the intestines and infertility [6-9].
Gynecological procedures are the second most common cause of adhesions in
patients with obstruction of the small intestine (22%), second only to colorectal
procedures (24%) [10].

The mechanical separation of the peritoneal surfaces of the pelvic organs
plays an important part in the post-operative scarring process and in reducing the
possibility of future adhesions [11-14]. The introduction of liquid barriers [15--19] or
solid barriers [14, 20-28] is used to prevent post-operative adhesions. However, the
formation of adhesions continues to pose a great challenge and is a major cause of
morbidity [6-10]. The development of alternative biodegradable physical barriers to
control the formation of adhesions is of great importance in gynecological surgery
[29].

The sugarcane molasses biopolymer, a biocompatible extracellular
polysaccharide obtained by biotechnological synthesis through the action of the
Zoogloea sp is a viable option for the development of products anti-adhesion.

Sugarcane biopolymer films have been used with satisfactory results in
various areas of experimental surgery, such as the in the scarring of cutaneous
wounds [30], reconstruction of the urethra [31], treatment of urinary incontinence
using a sling [32], treatment of vesicouretral reflux [33], dressing after hypospadias
surgery [34], dressing for treatment of perforations of the er-drum [35], vascular graft
[36-37], surgical correction of musculoaponeurotic failure [38], correction of
osteochondral defects [39]. The reports regarding the biocompatibilty and
biointegration of the biopolymer have generated interest in studying the activity of this
product as a sealant of peritoneal lesions as a way of preventing adhesions following
gynecological surgery.

The aim of this study is to evaluate the protection effect of the sugarcane
biopolymer gel against the formation of adhesions, fibrosis and inflammatory

reactions in the intra-abdominals structures and a surgical wound on the uterine
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cornua of rats, comparing the results with the use of oxidized regenerated cellulose
absorbable barrier and NaCl 0.9%

MATERIALS AND METHODS

Forty-five adult, non-pregnant, healthy female Wistar rats (Rattus norvegicus
albinus), with a mean age of 180 days (220-360 g) were acquired from the Nutrition
Department's farm, Universidade Federal de Pernambuco and housed for
acclimatizing and experiments in the Experimental Surgery Unit at acclimatized
temperature, free from noise and stress, respecting the cycles of night and day with
standard food and water ad libitum. This research was approved by the Committee
for Bioethics in Animal Experimentation of the Universidade Federal de Pernambuco,
without restrictions (Process n (1. 23076.027396/2009-09).

The surgical procedure was carried out under anesthesia with the
intramuscular application of a solution comprising ketamine chloral hydrate
(5mg/100g of weight of animal) and xylazine chloral hydrate (2mg/100g of weight of
animal). Intramuscular atropine sulfate was used as a pre-anesthetic (0.44mg/kg).
The animals were randomly allocated to three groups of 15 animals each for surgical
intervention and the suture line of the uterus was covered with saline (GroupA),
oxidized regenerated cellulose (ORC) barrier (GroupB) or sugarcane biopolymer gel
(GroupC).

The biopolymer gel was produced by POLISA® and incubated by the
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Sterilization was carried out

using gamma radiation (y). All the gel samples were from the same lot.

Surgical procedures: induction of adhesions and re-evaluation

The cornua of the uterus were exposed by way of longitudinal medial incision
and a 1.5 cm linear incision was made with a monopolar electrocautery (30 W
intensity 4), on the anterior surface of the left cornu, after bifurcation. The
hemorrhage points were coagulated and the incision closed with continuous stitches
using Prolene 7-0. The wound was then covered with saline, oxidized regenerated

cellulose barrier or biopolymer, by group.
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The abdominal wall was closed using a continuous prolene 5.0 fascia sutures
and the skin with Nylon 5.0 thread (Mononylon®). Antibiotic prophylaxis was not
provided and the animals were checked daily for complications.

On the 45th day after surgery, the rats were anesthetized in the same way and
a U-shaped abdominal incision was used to approach the peritoneal cavity to
investigate the formation and intensity of adhesions. The peritoneal cavity was
photographed using a Sony® DSC - s650 camera fixed at a standard distance for
later analysis of the extent of site-specific adhesions using AutoCAD. The operated
segment of the uterus was then removed for histological analysis. The animals were

euthanized by intracardiac administration of a lethal dose of sodium thiopental.

Adhesion Score

The adhesion score was graded according to the qualitative numeric system
developed by Wallwiener et al. from 0 (absent) to 3 (very severe), where 0 and 1
represent adhesions that are not clinically significant, while grade 2 and 3 adhesions
may give rise to obstruction of the intestines [24].

A further evaluation was carried out using the multidimensional adhesion
score system described by The Surgical Membrane Study Group, which involves a
five-point scale: 0 no adhesions; 1 = less than 25%; 2 = 25% - 49%, 3 = 50% - 74%,
4 = 75% - 100%. A four-point scale was used to evaluate the type of adhesion and a
three-point scale to evaluate the tenacity of the adhesions, involving qualitative
evaluation (severity of the adhesions). Type: 0 = no adhesion; 1= film-like,
transparent, avascular adhesion; 2 = translucent, opaque avascular; 3 = opaque,
capillaries present; and 4 = opaque, large vessels present. Tenacity: 0 = no
adhesions; 1 = adhesions easily separated; 2 = adhesions smoothed by traction; and
3 = adhesions involving difficult_dissection. The total score for these three criteria
gives a possible score for the multidimensional adhesion score system ranging from
0 to 11 points [40].

Quantitative evaluation—the extent of adhesions limited to the suture line in
the uterus—was carried out using CAD — AutoCAD — computer aided design, created
and sold by Autodesk.

Histological Evaluation
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The segment of the uterus removed was fixed in 10% formaldehyde for
histological examination. Histological slices of four micrometers were colored with
hematoxylin and eosin and Masson’s trichrome for study under a microscope.

The histological preparations were evaluated using a modified semi-
quantitative scale of 0-3, the extent of fibrosis, the inflammatory reaction and vascular
proliferation. The extent of fibrosis was measured using the following scale: 0, no
fibrosis; 1, minimal, slight fibrosis; 2, moderate fibrosis; and 3, dense florid fibrosis,
and the inflammatory reaction using the scale: 0 = no inflammation; 1 = presence of
occasional giant cells and lymphocytes and plasma cells; 2 = the presence of giant
cells, eosinophil and neutrophil plasma cells; and 3 = the presence of many
inflammatory cells and micro-abscesses, and vascular proliferation according to the
scale: 1 = slight vascular proliferation; 2 = moderate vascular proliferation; and 3 =
severe vascular proliferation [41].

Statistical Analysis

Descriptive statistics were calculated, including means, standard deviations,
medians and intervals, maxima and minima, for quantitative variables and frequency
distributions for qualitative variables. The normality of the variables was confirmed
using the Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests.

Pearson’s chi-squared test was used to compare the groups for the qualitative
variables and residual analysis was used in the case of tables larger than 2x2.

Comparison between the groups for quantitative variables was carried out
using a parametric (ANOVA) and non-parametric (Kruskal-Wallis) method, as
applicable. In the case of statistically significant differences, multiple comparisons
were carried out using Tamhane’s T2 test.

The data were input into MSOffice Excel Version 2010 and statistical
procedures were carried out using SPSSfor Windows Version 18.0 - Statistical

Package for the Social Sciences. The level of significance was taken to be 5%.

RESULTS
The animals responded well to the surgical procedure and the application of

saline, oxidized regenerated cellulose barrier and biopolymer gel. One of the 45 rats
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(from the saline group — Group A) died immediately after surgery, probably due to
anesthesiological complications.

The number and proportion of cases of adhesion in the three groups A,B and
C are summarized in Table 1.

The severity of adhesion in the three groups, measured using the numerical
score system is given in Table 2, grouping together scores 0 and 1, no adhesion and
insignificant adhesion, and scores 2 and 3, severe and very severe adhesion.

A comparison of the presence of adhesions using the multidimensional
adhesion score system and residual analysis is shown in Table 3.

Tables 3 and 4 show that the biopolymer gel and oxidized regenerated
cellulose barrier groups have lower means than the saline group (p<0.001 for both).
No significant difference was found between the biopolymer gel and oxidized
regenerated cellulose barrier groups (p=0.487) (Figure 1).

The extent of adhesions, calculated using AutoCAD is shown in Table5 and
Figure 2.

The histological evaluation is shown in Table 6.

DISCUSSION

The exposure of the peritoneal serous membrane in tissue damaged during
surgery is the main cause of the formation of adhesions. The application of
mechanical barriers composed of solid and liquid materials has helped to reduce the
occurrence of adhesions [28, 42-43]. Interceed®, oxidized regenerated cellulose
absorbable barrier, is the material most commonly used by gynecologists to prevent
adhesions [20-22, 27-28, 44 ].

Biopolymer gel from sugarcane molasses, an exopolysaccharide, is water-
based, biocompatible and of low toxicity [45], which can be used as a mechanical
barrier to counter the formation of intraperitoneal adhesions, similar to gels based on
hyaluronic acid [23, 46-47] and polyethylene glycol [15]. In Group C, animals that
were treated with biopolymer gel exhibited a lower percentage of adhesion compared
with Group B treated with oxidized regenerated cellulose barrier (46.7% vs. 66.7%,
respectively) (Table 1), as well as better results for other parameters (Tables 2-8 and
Figure 1-2), although there was no statistical difference between them (p=0.4621,

Fisher's Test). On the other hand, both these groups showed a highly statistically
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significant difference in relation to Group A - saline (p=0.0421 and 0.002,
respectively, Fisher's Test, Table 1). Used as a peritoneal lubricant, forming an
interface between manipulated tissues, biopolymer gel is easy to use and has some
advantages compared to membranes in general, as do other liquid barriers [9, 15,
48-52]. The use of gels as a barrier has been shown to be superior to the insertion of
solid elements and this has been confirmed by a comparative study involving
membranes and hyaluronic acid gel in the prevention of adhesions in cases of cecum
abrasion [51].

In this experimental model, extensive dense adhesions were effectively
induced in Group A —saline and, in some cases, the uterine cornu completely
adhered to the parietal peritoneum. Adhesions of all degrees of severity (0-3) were
observed. The Odds Ratio showed that the likelihood of an animal receiving
treatment with sugarcane biopolymer gel (Group C) developing adhesions classified
as grade 2 or 3 is 93.2% lower than that of an animal receiving saline. In the case of
animals receiving treatment with oxidized regenerated cellulose barrier (Group B),
the likelihood is 86.4% lower (Table 2).

It should be pointed out that deep submesotelial hemorrhage may prolong the
duration of inflammation and delay the deposit of collagen [52], and the suture,
associated with vascular trauma [53]. The cauterization sites may contain necrotic
tissue, granulation and inflammation (PMN), without fibroblasts and with the
formation of collagen slowing scarring, as described previously [52]. A study that
compared the formation of adhesions after damage to both the visceral and parietal
peritoneum showed the greater potential for the formation of adhesions in visceral
lesions [24]. We thus chose a model involving visceral incision of the uterine cornu
using electro-cautery and a suture as a way of investigating the effect of biopolymer
gel as a barrier. It was shown that the formation of adhesions was significantly
greater in Group A — saline, thereby confirming the surgical technique in isolation
didn't has a significant effect in reducing post-operative adhesions [42, 54]. The
absorption capacity of the peritoneal surface explains the fact that solutions involving
the intraperitoneal barrier should be visco-elastic with a similar osmolarity to plasma
[11, 17, 55]. The biopolymer gel is a hydrogel with high viscosity made up of a 1%
solid fraction of biopolymer in water. In the present study, oxidized regenerated

cellulose absorbable barrier — was easily applied, adhered spontaneously to the
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damaged tissue surface and, compared to Group A —saline reduced the formation of
adhesions (Tables 1-6 and Figure 1-2). Previous publications have shown that
oxidized regenerated cellulose absorbable barrier - Interceed®, in combination with a
good surgical technique prevented severe adhesions in 61% of cases and was twice
as effective as surgery without the use of anti-adhesion agents [21] and, in
laparoscopic ovarian surgery, resulted in patients being free of adhesions in 47% vs.
25% of cases, without the application of this barrier [22] Interceed® is the only anti-
adhesion barrier that has been proved to reduce the degree of severity in a
randomized clinical study [44]. In controlled clinical studies, and meta-analyses the
anti-adhesive effect of Interceed®, after open and laparoscopic surgery has been
shown both for the first manifestation and recurrence of adhesions [20-22, 28].
However, Wiseman has shown, in an animal model, that Interceed® can migrate and
does not remain in the area of laparoscopic application, therefore losing the desired
effect [54]. Furthermore, full hemostasis is necessary prior to the application of
Interceed®, since the blood filtering into the tissue fibers cancels out the benefits
[56], as a result of the deposit of fibrin, causing the formation of adhesions [57]. In the
present study, meticulous hemostasis was carried out prior to the insertion of
oxidized regenerated cellulose absorbable barrier. The biopolymer gel group had the
smallest number of animals with adhesions, although there was no statistically
significant difference. oxidized regenerated cellulose barrier is difficult to apply to
extensive lesions and is of limited use, given its high cost. Anti-adhesion gels provide
greater flexibility regarding the application technique [58-59], allowing more accurate
positioning, with uniform distribution adapting to the geometry of the tissues, thereby
facilitating its use, especially in areas that are difficult to access, such as the smaller
pelvis, especially during laparoscopic surgery, in contrast to the membrane, which
requires much more technical ability [60].The gel can also be pulverized and the
surgeon does not have to deal directly with intraperitoneal structures, thereby
minimizing the additional risks of trauma and reducing surgery time.

The present study used a multidimensional score system in combination with
the percentage of results free of adhesions, and the type, tenacity and extent of
adhesions [40, 61] to determine the severity of adhesions according to the score.The
methodology showed that the formation of adhesions was significantly lower in

animals treated with gel compared to those treated with saline. These results are
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comparable to those of a previous study, which used the same score to investigate
the results of the use of a hydrogel based on hyaluronic acid and carboximethyl
cellulose [62]. Using residual analysis, it was possible to identify that, in the
physiological serum group, there was a lower incidence of animals scoring O and a
higher incidence of those scoring 8, 9, 10 and 11. In the biopolymer gel group, on the
other hand, there was a higher incidence of animals scoring 0. The oxidized
regenerated cellulose barrier group did not exhibit any statistically differences in
relation to the other groups, either for better or worse (Table 3). The animals in the
biopolymer gel, group C presented with adhesions classified as less severe and with
lower scores than those in the groups A and B, but mainly in relation to the saline,
group A. The comparison of the severity of adhesions, using qualitative parameters,
type and resilience between the groups was consistent with the comparison
regarding the extent of adhesion (Tables 2-5).

The measurement of the extent of adhesion in combination with the type and
resilience allowed the multidimensional score to be rapidly applied to in situ
evaluation, based on morphology. The limitations of this evaluation mainly derived
from the nature of the adhesions and difficulties experienced in measuring and
quantifying them, which caused the score system to be subject to intra- and inter-
observer variation. Although definitions have been drawn up for the incidence,
severity and extent of adhesion and these are used in this study, this entails a degree
of subjectivity that cannot be eliminated, as described in the literature [63].

In order to reduce the limitations relating to subjective evaluation of the
adhesion score system, a quantitative site-specific evaluation of the extent of
adhesion in the traumatized area was employed, using Auto-CAD. Specific CAD
software was used to draw a graph showing the values for the extent of adhesions in
each group (Table 5). These values show that the mean value for the extent of
adhesion was highest in Group A —saline, with 1.0379 cm?, and lowest in Group C —
biopolymer gel, with 0,2107 cm?® and this difference was statistically significant (p
<0.05). In the case of Group B - oxidized regenerated cellulose barrier, the mean
value for the extent of adhesions was 0.3740cm®. Although there were such
differences between the three groups, comparison of the means two-by-two, using
Tamhane’s T2 test, revealed that there was a significant difference between the

means for Groups A and B and those for Groups A and C. Although there was a
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smaller area of adhesion in Group C — biopolymer gel, there was no statistically
significant difference between the means for Groups B and C (p=0.353).

Histological evaluation (Table 6) showed that there was a relation between
fibrosis and the treatment groups. In the case of inflammatory reaction and vascular
proliferation, see Table 5, there was no statistically significant difference between
these groups (p=0.426 and 0.446, respectively. It was seen that the gel did not
induce specific inflammatory reactions, causing a lower fibrotic response compared
to the non-treatment and oxidized regenerated cellulose barrier groups. The
effectiveness of the gel may be due to the various particularities of this material,
especially its high tolerance and prolonged persistence during scarring.

The results justify the conclusion that sugarcane biopolymer gel may be an
alternative way of preventing adhesions. Biopolymer gel stays in the peritoneum for
an adequate length of time in vivo, and is made up of sugars and glycuronic acid,
and does not trigger immunogenicity [45]. Other devices based on sugarcane
polymer have already been shown to be effective in other areas of medicine in
experimental studies involving animals [30-38]. The gel can be molded into different
shapes to fit different spaces in specific clinical situations. This versatility gives it
excellent reach both on smooth and convex tissue surfaces, using with gel
dispersants or flexible films, enabling it to be used in a wide variety of surgical
scenarios.

CONCLUSION

Based on the experiments conducted, the methods used and the results found
with a level of significance of 95%, it can be concluded that sugarcane biopolymer
gel is effective as a bio-re-absorbable anti-adhesive and is capable of preventing
post-operative peritoneal adhesions and is therefore worth submitting to clinical

evaluation.
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Figurel — Confidence Interval of 95% for Means of Multidimensional Adhesion Score for
Groups A, Band C.
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Table 1 — Absolute Number and Proportion of Cases of Adhesion in Groups A, B and C.

Adhesion
GROUP
N %
Saline (A) 14/14 100.0
ORC Barrier (B) 10/15% 66.7
Biopolymer Gel (C) 7/15%° 46.7

¥p<0.05 vs saline control group;
bp>0.05 vs. ORC Barrier group

Table 2 —Severity of adhesion in Groups A, B and C according to the numerical

adhesion score system, and O.R. for presence of adhesions in relation to Group A.

Severity of Adhesion

OR.S
GROUP 2-3 0-1 p-value
(Cl 95%)
N % N %
A —Saline 11 78.60 3 12.0 1.0
) a 0.136
B — ORC Barrier 5 33.33 10 40.0 0.019
(0.03-0.72)
0.068
C —Biopolymer Gel 3P 20.00 12 48.0 0.003
(0.01-0.41)
Total 19 100 25 100 - -

# p<0.05 vs saline control group;

b p>0.05 vs ORC Barrier group
¢ Odds Ratio
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Table 3—Classification of site site-specific adhesion in terms of percentage of occurrence

GROUP
Sc A -Saline B — ORC Barrier C -Biopolymer Gel
ore Adjusted Adjusted AdjustedResidu
N % Residues N % Residues N % es

0 0 0,0 -2,9 5 33,3 0,4 8 53,3 2,5
3 2 14.3 -0.9 4 26.7 0.4 4 26.7 4
4 1 7.1 0.6 1 6.7 0.5 0 0.0 -1.0
6 0 0.0 -1.6 2 13.3 0.3 3 20.0 1.3
7 1 7.1 -0.3 3 20.0 1.8 0 0.0 -15
8 2 14.3 2.1 0 0.0 -1.0 0 0.0 -1.0
9 3 21.4 2.6 0 0.0 -1.3 0 0.0 -1.3
10 2 14.3 2.1 0 0.0 -1.0 0 0.0 -1.0
11 3 21.4 2.6 0 0.0 -1.3 0 0.0 -1.3
Total 14 100 15 100 15 100

Table 4 — Descriptive Statistics Relating to the Multidimensional Adhesion Score for Groups
A, B and C.

Standard o ) p-value
GROUP Mean Minimum Maximum
Deviation (Kruskal-Wallis)
A —Saline 8.07 2.84 3 11
B — ORC Barrier 3.27 2.82 0 7 <0.001
C —Biopolymer Gel 2.00 2.45 0 6

Table 5 — Descriptive statistics for the extent of adhesions in each group, in cm®

measured using AutoCAD.

Standard o ) p-value
Groups N Mean o Minimum Maximum
Deviation (ANOVA)
A — Saline 14 1.0379 0.40185 0.36 1.46
B — ORC Barrier 15 0.3740 0.32133 0.00 0.91 0.001

C —Biopolymer Gel 15 0.2107 0.25561 0.00 0.66
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Table 6 — Distribution of Fibrosis, inflammatory reaction and vascular proliferation in

A, B and C Groups.

histological A - Saline B — ORC Barrier C —-Biopolymer Gel p-value (chi-
evaluation N % N % N % squared)
Fibrosis
None 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Minimal 7 50.0 3 20.0 12 80.0
0.011
Moderate 7 50.0 12 80.0 3 20.0
Denseflorid 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Inflammatory Reaction
None 0 0.0 0 0.0 0 0.0
Presence of giant
cells, occasional
10 71.4 6 40.0 8 53.3
lymphocytes and
plasma cellsticas
Presence of giant
cells, plasmatic 0.426
cellseonsinophils and 3 21.4 8 53.3 5 33.3
neutrophils e
neutrdéfilos
Presence of many
inflammatory cells 1 7.2 1 6.7 2 13.3
and micro-abscesses
Vascular Proliferation
None 0 0.00% 0 0.00% 0 0.00%
Slight Vascular
] ) 4 28.6% 4 26.67% 7 46.67%
Proliferation
Moderate  Vascular 0.446
) ) 10 71.4% 11 73.33% 8 53.33%
Proliferation
Severe Vascular
0 0.00% 0 0.00% 0 0.00%

Proliferation




