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Resumo

Introducao: O surgimento de aderéncias peritoneais e deiscéncias de suturas
intestinais apds procedimentos cirtrgicos determinam um aumento importante da
morbimortalidade pés-operatéria. A aplicacdo de produtos nas anastomoses que
possam prevenir esses eventos sdo de grande interesse médico. O emprego do
polissacarideo de melaco de cana-de-actcar, que possui adequada tolerabilidade e
compatibilidade in vivo ainda ndo foi testado para este fim. Objetivo: Avaliar o efeito
da fita e do gel de polissacarideo de melaco de cana-de-acticar nas anastomoses de
colon esquerdo em ratos. Métodos: Quarenta e cinco ratos da raca Wistar foram
submetidos a laparotomia para realizacao de uma colectomia de célon esquerdo de 2
cm e posterior anastomose. Os animais foram divididos em trés grupos com 15 animais
cada e tiveram a area da anastomose cobertas por: grupo A, controle - Nacl 0,9%;
grupo B -fita de polissacarideo de melago da cana-de-actcar e grupo C- gel a 1% do
polissacarideo. Apos 30, 90 e 180 dias os ratos foram eutanasiados e as pecas cirtrgicas
foram submetidas a avalia¢gdes biomecéanicas, de aderéncias e histolégicas. Resutados:
Em relagdo aos testes biomecdnicos, a forca méxima de ruptura da anastomose, a
deformidade especifica da forca maxima e o médulo de elasticidade ndo apresentaram
diferencas estatisticas. No grupo gel, a deformidade especifica da forca maxima foi
maior em média aos 180 dias quando comparado aos 30 e 90 dias (p-valor de 0,009).
Quanto as aderéncias foi constatado que sua gravidade, percentual, tipo e tenacidade
entre os grupos tratados ndo obtiveram significAncia estatistica. Histologicamente,
observou-se que a presenca da fita ou do gel ndo acarretou em aumento de reagao
inflamatéria, no entanto, houve uma maior quantidade de fibrose e uma maior
proliferacdo vascular nos grupos tratados com fita (p-valor de 0,041 e 0,007)
Conclusdo: Os dados do trabalho sugerem que o uso do polissacarideo de melaco de
cana-de-agticar na forma de fita promove uma maior reacdo cicatricial, através da
presenca de uma maior quantidade de fibrose e proliferacdo vascular, sem alterar as
propriedades biomecanicas colonicas ou incidéncia de aderéncias peritoneais.

Palavras-chave: = Anastomose colonica. Deiscéncia de anastomose. Aderéncia

peritoneal. Cana-de-actcar.



Abstract

Introduction: The formation of peritoneal adhesions and dehiscence of intestinal
sutures after surgical procedures result in a significant increase in post-operative
morbidity and mortality. The application of products in the anastomosis that can
prevent these events are of great medical interest. The use of sugarcane molasses
polysaccharide that has adequate tolerability and compatibility in vivo has not been
tested for this purpose. Objective: To evaluate the effect of film and hydrogel of
sugarcane molasses polysaccharide in left colonic anastomoses in rats. Methods:
Forty-five Wistar rats underwent midline laparotomy followed by a 2 cm long left
colectomy and subsequent anastomosis. The animals were divided into 3 groups of 15
animals each and had their anastomoses treated with: group A, control - NaCl Saline
0.9%; group B- film of sugarcane molasses polysaccharide; and group C- hydrogel 1%
of sugarcane molasses polysaccharide. After 30, 90 and 180 days, the rats were
euthanized and specimens were submitted to adhesion formation, biomechanical and
histological analysis. Results: Regarding biomechanical tests, the maximum rupture
force of the anastomosis, the specific deformity of the maximum force and the elasticity
module were statistically similar in all groups. In the gel group, the specific deformity
of the maximum force was higher on average at 180 days when compared to 30 and 90
days (p-value 0.009). For adhesions, it was found that severity, percentage, type and
tenacity differences between the treated groups did not achieve statistical significance.
Histologically, it was observed that the presence of the film or gel did not result in
increased inflammatory reaction, however, there was an increased amount of fibrosis
and increased vascular proliferation in the groups treated with film (p values of 0.041
and 0.007). Conclusion: The study data suggests that the use of Sugarcane Molasses
polysaccharide in the form of film leads to improved scar formation, caused by an
increase in fibrosis and vascular proliferation without changing the biomechanical
properties or colonic incidence of peritoneal adhesions.

Keywords: Colonic anastomosis. Anastomosis leakage. Peritoneal adhesion.

Sugarcane.
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1 INTRODUCAO

O surgimento de aderéncias peritoneais e deiscéncias de suturas intestinais
ap6s procedimento cirargico digestivo determinam um aumento importante da
morbimortalidade pés-operatoérial.

Bridas e aderéncias intrabdominais sdo lesdes ja referenciadas nos papiros do
antigo Egito. Com o advento da cirurgia abdominal, na segunda metade do século XIX,
as aderéncias peritoneais tornaram-se um evento comum pelo desenvolvimento de
obstrucao intestinal pés-operatério. Atualmente, representa um problema ainda nao
totalmente resolvido na medicina.?

As aderéncias peritoneais elevevam o risco de enterotomias involuntarias
durante reoperagdo laparatomica em 19% e em torno de 10-25% quando o
procedimento é realizado por laparoscopia®*. As duas maiores estratégias na
prevengdo ou reducdo da formacdo de aderéncias sdo representadas por ajustes na
técnica cirargica e pelo uso de adjuvantes, como cola de fibrina.

Em 1886, Miiller sugeriu o uso de solucdo salina para prevenir a ocorréncia de
aderéncias®. Desde entdo, inimeros agentes foram investigados para a prevencao de
aderéncias intra-abdominais. Esses agentes promovem a ativacdo da fibrindlise,
alteracdo da coagulacdo, diminuicdo da resposta inflamatoria, inibicdo da sintese de
colageno ou criacdo de uma barreira entre superficies de feridas adjacentes?.

Coelho Janior em sua tese de doutorado (2012) avaliou e comparou a
efetividade do gel do polissacarideo do melaco da cana-de-actcar (PCA) e do
Interceed® na redugdo da formacdo de aderéncias sitio - especificas, na intensidade
da reacdo inflamatodria e na fibrose na linha de sutura de tteros de ratas. Concluiu que
o gel do polissacarideo do melago da cana-de-acticar é eficaz como agente reabsorvivel

antiaderente e pode prevenir aderéncias intraperitoneais pos-cirtrgica®.
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A deiscéncia de suturas entéricas pode levar a importantes complicagdes
clinicas devido a perda de liquidos, desequilibrio eletrolitico, infeccdo, sepse e
desnutrigdo que pode variar de 10% a 60% dos casos’. O quadro pode ser ainda grave,
quando hé formagao de fistulas, resultando, geralmente no aumento do tempo de
hospitalizacdo e custos relacionados. A mortalidade decorrente de complicagdes
relacionadas com fistulas intestinais é ainda muito alta, variando de 6,5% a 48%?3.
Estudos recentes mostram taxas de até 37%°, enquanto a média de mortalidade para a
maioria dos procedimentos cirargicos eletivos é de 2%8. Por isso a prevencdo de
vazamentos digestivos e fistulas entéricas, apos ressecgdes intestinais, com o emprego
de anastomoses bem vascularizadas, livres de tensao e com auséncia de infeccdo sao
de suma importancia no manejo dos pacientes cirargicos!0-13.

No inicio do século XX, comegaram as pesquisas com adesivos derivados de
codgulos solidificados de fibrina, inclusive com aplicacdo sobre suturas intestinais!4.
Atualmente, varios materiais sintéticos véem sendo utilizados no auxilio do
tratamento das deiscéncias e fistulas digestivas, como por exemplo, as matrizes
acelulares, préteses, adesivos e clipes endoscépicos. Além disso, esses materiais
também podem ser utilizados como selantes em rafias ou anastomoses intestinais para
evitar o aparecimento de vazamento ou fistulas digestivas'>!”. Uma importante
caracteristica desses compostos é manter os tecidos em posi¢do para permitir a
cicatrizagdo de areas cruentas contiguas e servirem de barreira aos extravasamentos’s.
O sucesso dessa terapia depende da substancia em questdo e da superficie em que é
aplicada’.

Além dos materiais sintéticos, produtos naturais também demonstraram o seu
valor no auxilio do processo de cicatrizagdo, como por exemplo o fitoterapico
conhecido popularmente como aroeira (Schinus terebinthifolius). O tratamento com
aroeira promoveu a aceleragdo do processo de cicatrizacdo de gastrorrafias em ratos,
em comparacdo ao grupo controle?. Nesta linha de raciocinio o emprego do
polissacarideo do melaco de cana-de-actcar (PCA), como protetor, poderia reduzir a
incidéncia de vazamento, de aparecimento de fistulas digestivas e de aderéncias apds
ressecgdes ou rafias intestinais, tendo-se como base estudos experimentais prévios

utilizando este produto®.
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1.1 Definicao dos objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o comportamento do gel e da fita de polissacarideo de melaco de cana-

de-acdcar nas anastomoses de célon esquerdo de ratos.
1.1.2 Objetivos Especificos

Nos 3 grupos experimentais: (1) Soro Fisiologico 0,9%; (2) fita de PCA e (3) gel
de PCA:

1. Analisar os pardmetros biomecanicos do segmento colonico;

2. Quantificar, graduar e comparar as aderéncias na linha de sutura da

anastomose do célon dos ratos;

3. Avaliar a intensidade da reagdo histologica quanto a resposta inflamatoéria,

neoformacao vascular e intensidade de fibrose.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aderéncias peritoneais

2.1.1 Conceito, Clinica e Fatores predisponentes

Aderéncias sdo definidas como conexdes fibrosas anormais entre partes ou
estruturas adjacentes do corpo?!, podendo variar desde um fino filme de tecido
conectivo a uma espessa ponte de fibrose, contendo vasos sanguineos e tecidos
nervosos?. E estimado que as aderéncias peritoneais se desenvolvam em 93 a 100%
dos casos ap0s laparotomias do abdoémem superior e 67 a 93%, apds laparotomias do
abdomem inferior. No entanto, apenas 15 a 18% dos casos requerem re-intervencdes
cirargicas?®. As aderéncias peritoneais podem ser classificadas quanto a sua origem
em congénitas ou adquiridas. As congeénitas sdo consequéncias de anormalidades
embriolégicas que se desenvolvem na cavidade peritoneal, enquanto as adquiridas
resultam predominantemente de um trauma cirargico4.

O diagnostico das aderéncias é essencialmente intra-operatério?, no entanto,
necropsias de pacientes que ndo foram submetidos a cirurgia, identificaram aderéncias
em 28% dos casos. Estas poderiam ser decorrentes de uma resposta inflamatoéria do
peritonio consequente a infec¢des intra-abdominais, radioterapia, endometrioses,
longos processos de didlises intraperitoneais entre outros?’. As aderéncias pos-
operatdrias podem aumentar de acordo com a idade do paciente, com o nimero de
laparotomias prévias e com a complexidade dos procedimentos cirargicos ao qual o
paciente foi submetido?2. Durante o procedimento cirargico sao fatores predisponentes
a sua formacdo: as suturas, provavelmente secundéaria a isquemia®>*2 e a
eletrocoagulacdo, em especial quando utilizada extensivamente para adquirir

hemostase29-31,



Comportamento do gel e da fita de polissacarideo de melago de cana-de-acticar nas anastomoses de c6lon 19

esquerdo em ratos. Iwanaga TC

Geralmente algumas pessoas sdo mais predisponentes a desenvolverem
aderéncias do que outras, mas infelizmente ndo existem marcadores séricos nem
radiolégicos que sdo capazes de predizer a incidéncia, severidade ou extensao das
mesmas??. Clinicamente, elas podem ser assintométicas ou sintomaéticas. Seus sintomas
podem variar desde a infertilidade feminina (15 a 20%), dores pélvicas/abdominais e
obstrucgao intestinal. A mortalidade das aderéncias pode alcangar taxas em torno de
10%33. Um terco dos pacientes submetidos a cirurgias abdominais abertas ou pélvicas
foram admitidos pelo menos 2 vezes nos ultimos 10 anos®. Os pacientes que sdo
submetidos as adesidlises cirtrgicas possuem uma alta incidéncia de formacdo de
novas aderéncias (85%)3%37. A dor pélvica cronica pode ser severa e impactar
negativamente na qualidade de vida dos pacientes. Elas sao responsaveis por 30 a 50%
das laparoscopias para diagnostico e tratamento e por 5% das histerectomias??. As
dores abdominais podem ser causadas indiretamente pela reducdo dos movimentos
intestinais, assim como pelo alongamento do musculo liso das visceras adjacentes ou
da parede abdominal. Fibras nervosas sdo identificadas histologica e
imunohistoquimicamente em todas as adesdes peritoneais ja examinadas34.

Nos Estados Unidos (EUA), as obstrugdes baixas por aderéncias levaram a 2.200
mortes em 2001 e mais de 67.000 admissdes hospitalares, com uma taxa de
permanéncia hospitalar de 9,8 dias. Os gastos, segundo o sistema de satide norte-
americano é estimado em 5 bilhdes de délares anualmente34. No Brasil, estima-se que
os gastos do Sistema Unico de Satde (SUS) e os impactos socioecondmicos oriundos
da formacao de aderéncias e suas respectivas complicacdes também sejam expressivos,

embora ndo haja dados na literatura que contabilizem esses gastos38.

2.1.2 Fisiopatologia das aderéncias

As aderéncias sdo formadas por meio de um intrincado processo, que envolve
o peritonio. Esta membrana serosa, exerce uma fungdo protetora para o contetdo da
cavidade abdominal. A homeostase ¢ mantida pela capacidade de troca de moléculas
e producdo de fluido peritoneal. Essa troca cria um ambiente adequado para a funcao
dos 6rgdos intra-abdominais. Traumas do peritonio podem causar a formacdo de

aderéncias peritoneais®. O reparo do tecido peritoneal envolve varios tipos celulares,
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fatores extra-celulares como as citocinas, fatores da coagulacdo e proteases, todos
agindo juntos para restaurar a integridade tecidual“?.

Didaticamente, o processo cicatricial do peritonio parietal e visceral, ocorre
basicamente em trés etapas: a latente, subdividida nas fases inflamatéria e catabodlica
com duracdo de trés a quatro dias, logaritmica ou proliferativa, quando ocorre o
anabolismo tecidual e fase de maturacao, que se acentua a partir do 14° dia do pos-
operatorio*l.

O peritdnio e a membrana serosa visceral sdo constituidos histologicamente de
uma Unica camada de células mesoteliais, seguida por membrana basal e tecido
conjuntivo frouxo adjacente. Quando ocorre uma descontinuidade desse conjunto de
tecidos, ou seja, uma lesdo, hé inicialmente a coagulacdo da microcirculagdo regional
e conseqiiente ativacao do sistema fibrinolitico*2.

Posteriormente ocorre a fase inflamatéria, que comega desde o surgimento da
lesdo até as 48 horas seguintes®2. Nesta fase, ha migracdo e quimiotaxia de
polimorfonucleares (PMN) nas primeiras 12 horas e macréfagos, entre 24 e 36 horas
ap6s a lesdo. Os macréfagos se distribuem sobre as redes de fibrina e promovem a
remocao dos debris celulares. Na fase seguinte, denominada catabdlica, sdo
encontradas ilhotas de células mesoteliais e células mesenquimais primitivas unidas
por desmossomos e zonas de oclusdo, cerca de dois dias ap6s o inicio do processo4.
Ao término da remocdo tissular, em torno do quarto dia, detecta-se a presenca em
grandes proporcoes de fibroblastos secretores de matriz extracelular no local. Ao
quinto dia apds a lesdo, existem diferengas entre os peritonios parietal e visceral. As
células parietais sdo uniformes e contém numerosas microvilosidades, lembrando
fibroblastos em proliferacdo e unidos por jungdes de oclusdo, enquanto no peritonio
visceral encontram-se camadas continuas de células mesoteliais, unidas por
desmossomos e zonas de oclusao*4.

A recomposicdo do mesotélio parietal e a regeneracao de sua membrana basal
adjacente se completam entre cinco e seis dias*. A re-mesotelizacdo visceral e o
ressurgimento de sua membrana basal ocorre entre cinco e oito dias. Densas fibras de
colageno formadas por fibroblastos estdo presentes nas membranas basais apds sua

reorganizacdo. Em um processo de cicatrizacdo peritoneal normal a fibrindlise se
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completa e o peritonio readquire aspecto semelhante ao normal entre oito e dez dias,
os macréfagos ndo sao encontrados entre 10 e 14 dias e a revascularizagdo termina
entre o 6° e 0 7° dia ap6s a lesdo. A fase de maturagao, que se inicia em torno do 10°
dia e se estende por semanas, envolve a participagdo das metaloproteinases de
degradacdo da matriz extracellular e dos inibidores teciduais das metaloproteinases#4.

Quaisquer formas de trauma no peritonio, sejam elas mecanica, térmica,
quimica, infecciosa, cirtrgica ou isquémica pode levar ao desenvolvimento de
aderéncias. Essa quebra da homeostase promove a estimulacdo do eixo hipofisario-
hipotalamico para produgéo e liberacao do hormoénio estimulador do cértex da adrenal
(ACTH), estimulando por sua vez a secrecao de cortisol na circulacgdo sistémica®. Este
hormonio, em concentragdes elevadas, imprime diversos efeitos deletérios sobre o
organismo, especialmente sobre o sistema imune, causando leucopenia com
linfocitopenia por inducao de apoptose, e sobre a cicatrizacdo tecidual, promovendo o
retardo da regeneracao das camadas mesoteliais viscerais, com a exposicao das fibras
colagenas tipo III e IV submesoteliais carregadas negativamente. H4 também
ampliacdo e ativagdo do fator XII (fator de Hageman) da cascata de coagulagao. Ocorre,
portanto, a redugdo do contingente celular destinado a ocupagdo do foco da lesao e a
sintese e restabelecimento da membrana basal adjacente*. Na tentativa de impedir a
exposicdo da camada submesotelial, novas deposicdes de fibrina sdo formadas,
aumentando a extensdo e magnitude das aderéncias fibrinosas.

O processo inflamatério incrementa a cascata de coagulagdo através do
aumento da expressdo dos fatores pro-coagulantes teciduais, inibindo os mecanismos
anticoagulantes pela diminui¢do da trombomodulina e da heparina e aumento da ol-
antitripsina, suprindo assim a fibrindlise, devido ao aumento da expressao dos
inibidores do ativador da plasmina tipos 1, 2 e 3 (PAI-1, PAI-2 e PAI-3). Além disso o
prolongamento da fase inflamatéria torna-se favoravel a formagdo de aderéncias
tibrosas na cavidade peritonial. A persisténcia de infeccdo bacteriana concomitante
prolonga a fase inflamatoria da cicatrizacdo local e, com isso, aumenta o tempo de
cicatrizagdo peritonial e a formacdo de aderéncias, sobretudo entre as alcas

intestinais?’.
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As lesdes isquémicas, como as provocadas por ligaduras de pediculos
vasculares, promovem intensa producao de espécimes reativas do oxigénio (ROS), tais
como radicais hidroxila (OH), anion superéxido (O2-), peréxido de hidrogénio (H20x)
e Oxido nitrico (NO), ampliando a reagdo inflamatdria peritonial e reduzindo a
atividade fibrinolitica peritonial. As ROS promovem instabilidade da membrana
celular e liberacdo do 4cido aracdonico para metabolismo pela via das cicloxigenases
1 e 2 (COX-1 e COX-2) e lipoxigenase, resultando na liberacdo de prostaglandinas,
prostaciclinas, tromboxanos, leucotrienos e moléculas quimiotaxicas, incrementando

ainda mais a inflamagao peritoneals.

2.1.3 Condutas para reduzir a formagao de aderéncias

Uma sintese cirtrgica segura é essencial para uma efetiva reducdo de
aderéncias peritoneais, como hemostase adequada, minimo manuseio dos tecidos,
ampliacdo do campo visual, microcirurgia, reducdo do risco de infeccdao, reducdo da
desidratacao dos tecidos, limitacao do uso de bisturi e suturas, e reducao do uso de
corpos estranhos®.

Na literatura, hd intmeros trabalhos avaliando as técnicas e materiais
destinados a prevenir e reduzir as aderéncias pds-operatdrias®®. No entanto, os
resultados ndo sdo conclusivos e, por vezes, parecem contraditérios. Uma larga
variedade de adjuvantes farmacolégicos, por exemplo, foram testados
experimentalmente em modelos animais para prevencdo de formagao de aderéncias
pOs-operatérias de cirurgia abdominal aberta, como: dextrano 70 a 32%5!
carboximetilcelulose, corticéides, anti- histaminicos e antibidticos de amplo espectro
sem qualquer vantagem claramente demonstrada®. Uma revisao sistemética da
Cocharane Library, de 2009, evidenciou que o uso de agentes fluidos e farmacolégicos,
na prevencao de aderéncias, é limitado.

Pesquisadores tém avaliado o uso de membranas naturais, membranas
artificiais® e cola de fibrina%* para recobrir a lesdo peritoneal e prevenir a formacado de
aderéncias. O Surgicel® (Johnson & Johnson Medical Inc, Norwalk, Conecticut, USA)
¢ um material composto de celulose oxidada regenerada (ORC), usado, inicialmente,

para a prevencdo de aderéncias cirtrgicas em modelos animais, com resultados nao
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conclusivos, que, no entanto, sugeriram beneficios. Outro material utilizado para a
prevencao de aderéncias é o Interceed® (TC7R - Ethicon, Inc, Somerville, New Jersey,
USA), também um composto de celulose oxidada regenerada (ORC), semelhante ao
Surgicel®, porém com um custo bastante elevado. Presentemente, ndo ha estudos com
métodos de barreira que evidenciem a real eficicia na prevencao de aderéncias®.

Uma limitagdo fundamental das barreiras mecdanicas sitio especifica é a
necessidade do cirurgido prever onde as aderéncias clinicamente significativas podem
se desenvolver. Como resultado destas limitacdes desenvolveu-se barreiras em gel e
solugdes tentando minimizar tal situagdo. Solugdes, como Hyalobarrier® Gel é um gel
viscoso de 4cido hialurdnico reticulado; o Intergel®, acido hialurénico reticulado com
cloreto férrico, Spraygel™,composto de solucdes de polietilenoglicol (PEG) e Oxiplex®,
um gel viscoelastico composto por carboximetilcelulose (CMC) e 6xido de polietileno
(PEO) apresentaram uma experiéncia inicial favoravel, mas tiveram seu uso limitado
ou pela complexidade de manuseio ou por trabalhos subsequentes nao reproduziram
os resultados promissores iniciais>¢-57.

Subsequentes ndo reproduzem os resultados promissores iniciais?4-80.

2.2 Vazamento de anastomose

Uma grande parte da morbimortalidade associada com a cirurgia colorretal, é
conseqiiéncia da deiscéncia anastomotica, que eleva bastante o risco de estoma
permanente, sepse pélvica e morte. A preocupacdo com as anastomoses tem mais de
100 anos e esta exposta no namero de dispositivos mecanicos e de técnicas cirargicas
descritas para confecciona-los, todos com o objetivo de garantir a sua seguranca. Ha
mais de 250 técnicas publicadas até 1923%. A sua frequéncia pode chegar a 5% em
cirurgias eletivas e 10-15% em cirurgias de emergéncia®%, mesmo com os avangos dos
materiais e técnicas cirargicas. Entre os pacientes que desenvolvem vazamento de
anastomose a taxa de mortalidade pode alcancar 30%°.

As deiscéncias anastomoticas podem ser decorrentes de uma série de fatores,
como o fornecimento inadequado de oxigénio, tensdo mecanica elevada, grande

contaminagdo bacteriana e problemas técnicos como o tipo de sutura utilizada 2.
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Devido as grandes variedades nas taxas de incidéncia de vazamento de
anastomose, encontradas na literatura, um grupo de estudos de cancer retal publicou
sua definicdo e foi caracterizado como um defeito da parede intestinal no local da
anastomose que leve a comunicacdo entre os compartimentos intra e extra-luminais.
Além disso, baseado no manejo clinico, esse grupo de estudos descreveu um sistema
de graduac¢do uma vez que a deiscéncia fosse diagnosticada. O Grau A seria aquelas
deiscéncias sem mudangas no manejamento do paciente; o Grau B: aquelas deiscéncias
que precisam de intervencdo , mas ndo laparotomias e Grau C: quando requerem re-
laparotomias. Entretanto, o consenso comum é que para o sucesso da sua terapia
devam patricipar do seu manejo um cirurgido experiente, além de um suporte
avangado em unidade de terapia intensiva®2.

Os cirurgides estdo constantemente em busca do aperfeicoamento nas técnicas
de confeccdo das anastomoses, utilizando, por exemplo, materiais de sutura que
provocam menos reacdes, tais como os grampeadores, anéis biofragmentéveis e colas
adesivas®. Trabalhos experimentais sobre a utilizacdo de adesivos tissulares nas
anastomoses colonicas sdo controversos, assim como estudos clinicos prospectivos
randomizados sao ausentes®463.

Mesmo ap6s um século de investigacdo sobre fatores de risco e técnicas cirtargicas,
a fisiopatologia das deiscéncias de anastomose e sua profilaxia ainda ndo estdo

totalmente esclarecidos®.

2.3 Polissacarideo de melaco de cana-de-acticar

Os polissacarideos sdao macromoléculas formadas pela unido de muitos
monossacarideos. Estes compostos apresentam uma massa molecular muito elevada
que depende do ntiimero de unidades de monossacarideos que se unem. A celulose é
um polimero de cadeia longa, composto de um s6 mondémero - a glicose e por isso é
classificada como um polissacarideo. Ela é uma das macromoléculas organicas mais
abundantes da Terra, presente em todas as plantas superiores, algumas algas, fungos
e bactérias. Diferem dos oligossacarideos ndo apenas pelo tamanho da molécula e
pelas propriedades fisicas que lhes conferem caracteristicas de polimeros, mas também

pela maior facilidade de combinagdes possiveis durante a biossintese, permitindo a
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formacao de ramificagdes em diferentes espécies de monossacarideos com diferentes

, .66
configuragdes

Atualmente, tem-se verificado o interesse pelo uso da celulose de origem
bacteriana. Algumas bactérias Gram-negativas, tais como Acetobacter xylinium, tém a

capacidade de produzir celulose. Essa producdo ocorre na forma de nano e

. s ; 67 . .
microfibrilas que se agregam formando peliculas . Muitas outras bactérias produzem

polissacarideos extracelulares e atualmente estdo sendo amplamente estudadas em

. . ~ . . . . 68
virtude de sua aplicagao industrial como gomas microbianas
Algumas das caracteristicas dos polisacarideos sdo a sua potencial
biocompatibilidade, o que viabiliza a sua aplicacdo farmacoldgica e biomédica, como

a utilizagdo em sistema de liberacdo de drogas, utilizagdo em curativos e dispositivos

. . 6970
para implantes cirargicos.

Os polissacarideos bacterianos de maior interesse sao os extracelulares, devido
a maior facilidade de extragdo e purificagdo. Em geral, esses exopolissacarideos nao
contém combinagdes organicas volateis ou substancias quimicas toxicas e podem ser
sintetizados por fermentacao de recursos renovaveis, como subprodutos derivados da

cana-de-agtcar, existindo atualmente a tecnologia eficiente para ampla producado

, ) 71-72.
destes exopolissacarideos

Na década de 80, foi identificada e isolada na estagdo experimental de cana-de-
agtucar do Carpina (EECA)- Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)-
uma bactéria competitiva com o processo de fermentagdo da producdo do alcool,
classificada como Zooglea sp. Essa bactéria é capaz de produzir um exopolissacarideo
em meio constituido por melaco de cana-de-agticar, passando a ser denominado
“Polissacarideo de melaco da cana-de-agticar” (PCA). O PCA, em estado de pureza
apresenta elaticidade, resisténcia a tracdo, flexibilidade e ainda pode ser modelado em

diferentes formas, caracteristicas fisicoquimicas fundamentais para a confeccdo de

. . 1. 73 . .
implantes biol6égicos . Deve-se ressaltar ainda que diferentemente de outros
polimeros biol6égicos, ndo encerra em sua estrutura, componentes aminados.

A citotoxicidade in vitro foi avaliada por meio do indice de adesao, produgao

de 6xido nitrico e viabilidade celular de macréfagos alveolares de ratos. O composto
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apresentou alta biocompatibilidade frente aos trés ensaios de citotoxicidade

utilizados’ .

No Nicleo de Cirurgia Experimental (NCE) da UFPE foram feitos estudos de
aplicagdo de produtos do PCA produzidos pelo laboratério de biopolimeros, Polisa®
na EECA-UFRPE. O polissacarideo in natura, ainda com agtcares residuais, foi
inicialmente empregado no tratamento de feridas acidentais em animais domésticos,
resultando em aumento do tecido de granulacdo, controle da infeccdo e redugao do
tempo de cicatrizagao’8. A apresentacdo do PCA em forma de membranas vem sendo
utilizada em diferentes projetos de pesquisa tais como em slings, para o tratamento da
incontinéncia urinaria”.

Em diferentes aplica¢des in vivo, o polissacarideo apresentou caracteristicas
adequadas de tolerabilidade e compatibilidade, como por exemplo, para o tratamento
de perfuragdes cronicas da membrana timpanica, miringoplastia, em Chinchilla
laniger$?, assim como remendo em arterioplastias femorais em caes®!. Demonstrou-se
também, através de estudos realizados em ratos, nos quais foram aplicadas membrana
do PCA e tela de polipropileno, para efeito de comparacao, no peritdnio parietal, que
ndo havia diferencas significativas quanto a formacao de aderéncias com o epiplon e
algas intestinais e a resposta inflamatdria entre os dois tipos de materiais 82.

Observou-se, no entanto, que ndo ha na literatura qualquer relato do emprego
do PCA como possivel protetor de vazamento de anastomose coldnica e redugdo das

aderéncias peritoneais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Populacdo de estudo

A populagdo de estudo foi composta de 45 ratos adultos (Rattus norvegicus
albinus), da linhagem Wistar, com idade média de 207 dias (Min: 150 e Méx: 245),
procedentes do biotério do Departamento de Nutricdo da UFPE. Os animais foram
mantidos no biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental da UFPE, em gaiolas
apropriadas, contendo no maximo cinco animais, em temperatura ambiente, livre de
ruidos e estresse, respeitando os ciclos diurno e noturno e alimentados com racao

apropriada e d4gua potével ad libitum até o momento do experimento.

3.2 Desenho de estudo

O desenho de estudo enquadrou-se na categoria de ensaio biolégico ou dos estudos
de intervencdo ou experimentais. Realizado no ntcleo de cirurgia experimental da
UFPE, entre 11/03/14 a 10/11/14. Um total de 45 ratos foram randomizados em trés
grupos de 15. Os animais dos trés grupos foram submetidos a uma colectomia de 2 cm
do célon esquerdo e os cotos anastomosados com oito pontos separados e em seguida
as anastomoses eram tratadas segundo os grupos:

% Grupo A - Controle: Irrigada com 5 ml de soro fisiolégico a 0,9%;

% Grupo B - Fita: Fita de polissacarideo perfurada com 0,5 cm de largura e 3 cm

de comprimento, circundando o célon;

% Grupo C - Gel: 5ml de gel a 1% de polissacarideo.

Cinco ratos de cada grupo, foram avaliados em diferentes tempos apds o
procedimento, sendo eles: 30°, 90° e 120° dias de pés-operatério, conforme o

fluxograma apresentado na Figura 1.
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Populacdo de Fstudo Ratos adultos (Rattus norvegicus albinus), da

linhagem Wistar, procedentes do biotério do
Departamento de Nutrigdo da Universidade

Federal de Pernambuco

Tamanho da Amostra 45 animais
— | | |
Randomizacao Grupo Grupo Fita Grupo Gel
Controle
(n=15) (n=15)
(n=15)

Colectomia esquerda de 2 cm e tratamento
Procedimento Cirtargico

da anastomose conforme randomizacgdo

No 300, 90° e 180° dia pds operatorio.
Eutanasia

Avaliacdo das aderéncias e confecgdo do

corpo de prova para estudos
biomecanicos e encaminhamento do

tecido para processamento histolégico

Corpo de prova submetido & avaliacdo

Leitura das informacdes

tensiométrica e anélise histolégica

Figura 1. Fluxograma de coleta de dados
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3.3 Elenco de variaveis

3.3.1 Variavel independente

1. Soro Fisiolégico 0,9%
2. Fita de polissacarideo de melago de cana-de-agtcar;

3. Gel a1% de polissacarideo de melaco de cana-de-agucar.

3.3.2 Varidveis dependentes

1. Biomecanicas
e Forca méxima de ruptura (F méx);
e Modulo de elasticidade (Mod Elast);
e Deformacao especifica da forca méxima (Def Esp F max).
2. Aderéncias:
e Graduacao;
e Extensao;
e Tipo;
e Tenacidade.
3. Histolégicas:
e Fibrose;
e Reacao inflamatéria;
e Proliferacao vascular.

3.3.3 Definicdo das variaveis dependentes

3.3.3.1 Biomecanicas

29

e F max: Forca maxima aplicada imediatamente antes da ruptura do
corpo de prova expressa em Newtons (N);

e Mod Elast: E medido pela razdo entre a tensio aplicada e a
deformacdo resultante, dentro do limite eldstico, em que a
deformagdo ¢é totalmente reversivel e proporcional a tensdo
(Megapascals - MPa);

e Def esp f Max: E a relacéo entre a diferenca da altura que sofre o
corpo de prova pela aplicagdo da forga maxima antes da ruptura e a

sua altura inicial. (%)
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3.3.3.2 Aderéncias

As aderéncias foram classificadas de maneira semi-quantitativa utilizando:

e Um escore numérico para a graduagao das aderéncias Quadro 18;

e O sistema multidimensional de escore das aderéncias® de acordo

com a percentagem da extensdo de alcance das aderéncias, o tipo e a

tenacidade, Quadro 2

Quadro 1 - Grau das aderéncias

Grau Defini¢do para modelo animal

Definic¢do para estudo clinico

0 Nenhuma aderéncia

Nenhuma aderéncia

vascularizacao discernivel

Insignificante, aderéncia peritoneal
isolada ndo afetando o intestino, nem
reduzindo a mobilidade colonica e sem

Insignificante, aderéncias delgadas isoladas,
facil de separar, afetando <50% da area
peritoneal de risco.

2 vascularizada em “corda”
peritoénio parietal e visceral

Grave, aderéncia ligamentosa ou

Moderada, aderéncias delgadas numerosas,
facil de separar, afetando >50% da area de
risco.

Muito grave, aderéncia
3 ligamentosa/vascularizada

reduzindo a mobilidade colénica .

Grave, densas, aderéncias extensas que ndo
podem ser separadas e cobrindo >50% da
area de risco.

Quadro 2 - Classificacdo das aderéncias sitio-especificad:

Caracteristicas da aderéncia Escore
Extensao do sitio envolvido
Nenhum 0
<25% 1
<50% 2
<75% 3
<100% 4
Nenhuma 0
Pelicula, transparente, avascular 1
Opaca, translucente, avascular 2
Opaca com capilares presentes 3
Opaca com vasos grandes presentes 4
Tenacidade
Nenhuma 0
Aderéncias separadas facilmente 1
Aderéncias lisadas com tracado 2
Aderéncias de dissec¢ao complicada 3
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Os parametros histologicos avaliados foram: fibrose, reacdo inflamatoéria e

proliferacdo vascular, avaliado por uma escala semiquantitativa modificada de 0-38°,

apresentados no Quadro 3.

Quadro 3 - Parametros histolégicos

Caracteristicas histolégicas Escore
Fibrose
Nenhum 0
Minima, frouxa 1
Moderada 2
Densa 3
Reacdo inflamatdria
Nenhuma 0
Presenca de células gigantes, linfécitos ocasionais e células plasmaticas 1
Presenca de células. gigantes, células plasmaticas, eosindfilos e neutrdfilos. 2
Presenca de muitas células inflamatérias e microabscessos 3
Proliferacao vascular
Nenhuma 0
Proliferagao vascular leve 1
Proliferagao vascular moderada 2
Intensa proliferacdo vascular 3

3.3.4 Potenciais varidveis de confusao

Quadro 4 - Varidveis potencialmente de confusdo

Nome da variavel

Defini¢do/categorizacdo

Dia do pds-operatorio
(DPO)

Periodo compreendido entre a data da cirurgia e o dia da eutanasia, expresso
em dias.

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)
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3.4 Procedimentos técnicos
O procedimento cirtargico foi executado pelo autor com o auxilio de dois

estudantes de medicina, treinados pelo mesmo, além da assisténcia de veterindrios.

3.4.1 Confecgao do polissacarideo do melaco da cana-de-agtcar

Os produtos de polissacarideos foram produzidos e fornecidos pela POLISA®,
que esta localizada no laboratério de biopolimeros da estagdo experimental de cana-
de-actcar na cidade de Carpina, Pernambuco (EECAC/UFRPE). Para se obter uma
uniformizacdo das proéteses sob a forma de fita e gel de biopolimeros, foram utilizadas

amostras de um mesmo lote (Fig. 2).

Figura 2. Amostra representativa da membrana de polissacarido de cana-de-

acgtucar (A) e do gel de polissacarideo de cana-de-agtcar (B).

3.4.2 Pesagem / Anestesia / Preparo pré-operatério

Os animais foram pesados antes do procedimento cirtrgico e adequadamente
identificados. O procedimento anestésico foi realizado conforme protocolo do Ntcleo
de Cirurgia Experimental (NCE) da UFPE. Inicialmente os animais receberam via
intramuscular sulfato de atropina na dose de 0,44mg/Kg de peso corporal. Cerca de
10 minutos ap6s a aplicacdo de atropina, os animais receberam cloridrato de cetamina
(75 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg), ambos também administrados via intramuscular. O
plano anestésico para os procedimentos foi avaliado pela frequéncia respiratéria regular
e auséncia de reflexos a estimulos. Durante os procedimentos cirtargicos era
administrada 0,5 ml/min de Oxigénio por meio de mascara nasal. A tricotomia da

regido abdominal foi realizada logo apods a anestesia.
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3.4.3 Procedimento cirtargico

3.4.3.1 Intervengio ciriirgica
Os animais foram posicionados na mesa operatéria, com fixacdo dos membros

com fita cardiaca. A antissepsia foi realizada com digluconato de clorexidina e a

assepsia com aposicao de campo cirtrgico estéril fenestrado (Fig. 3).

= A

Figura 3. Intervencao cirargica. A, mesa de procedimento cirtrgico e B, animal em decudbito dorsal na

mesa cirtrgica e tricotomizado na regido ventral.

O acesso cirtrgico foi obtido através de uma incisdo mediana longitudinal de
aproximadamente 4 cm de extensdo, para abertura da pele, tecido subcutaneo,
aponeurose e peritonio. Pingas foram utilizados como afastadores para facilitar a
visualizagdo do campo e o procedimento cirargico.

Ap6s identificagdo do célon esquerdo, local do procedimento, uma colectomia
de 2 cm de extensao foi realizada com tesoura apds isolamento do célon sem lesao de
sua arcada vascular. A anastomose foi realizada com pontos separados (oito) de fio de
polipropileno ntmero 4-0.

Nos animais do grupo A (Controle) a linha de sutura foi irrigada com 5 ml de
soro fisiologico (0,9%). Nos animais do grupo B (Fita) a linha de sutura da anastomose
foi revestida com uma fita de 0,5 cm de largura e 3 cm de comprimento de um filme
de polissacarideo, medido com a ajuda de um paquimetro, circundando e fixando no
local da anastomose também com fio de polipropileno 4-0 (Fig. 4A,B). Nos animais do
grupo C (Gel) a linha de sutura da anastomose foi revestida com 5 ml de gel de

polissacarideo a 1% em uma camada circundando toda a anastomose.
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Figura 4. A, anastomose tratada com fita; B, aspecto e medicdo da fita de polissacarideo com o auxilio

de um paquimetro.

3.4.3.2 Awaliacdo clinica
Ap6s o procedimento, os animais foram encaminhados para recuperagdo com

acesso a oxigénio puro em pressao ambiente por aproximadamente 20 minutos, em
gaiolas individuais, aquecidas a 37°Celsius.

A evolucdo dos animais curva ponderal, grau de atividade e ericamento de
pélos) foi realizada diariamente pelo autor até o 7° dia pds-operatorio, posteriormente
a cada 7 dias até o 21° dia e de 30 em 30 dias até o 120° dia e ap6s no 180° dia de pos
operatorio.

Em caso de o¢bito foi realizada necrépsia para avaliar possiveis pontos de

vazamento da anastomose e aderéncias.

3.4.4 Retirada das pecas
Os animais operados foram sacrificados de acordo com o periodo pds-

operatério em que se encontravam, ou seja, no 30°, 90° e 180° dia. Os animais foram
novamente pesados e anestesiados, conforme descrito anteriormente. Procedeu-se
entdo a abertura da cavidade abdominal para avaliacdo das aderéncias
intraperitoneais e retirada de um segmento de célon esquerdo de 3 cm para estudo
biomecanico e anatomopatolégico. Apds esse procedimento os animais foram
sacrificados com uma dose letal de tiopental sédico intra cardiaco (Thiopentax®,

Laboratério Cristalia-BR) (75mg/Kg de peso coporal).
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3.4.5 Avaliacao Tensiométrica

Os testes biomecanicos foram realizados no Laboratério de Polimeros, no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Pernambuco, em méquina
universal de testes EMIC ® DL500 (Fig. 5A,B) com sistema eletronico para aquisicdo de

dados, software Mtest, versao 3.

Figura 5. A, mdaquina universal de testes EMIC® DL500 utilizada para realizagdo dos testes
biomecanicos e B, detalhe das presilhas da maquina (EMIC® DL500) para apreensdo do corpo de prova.

Utilizando-se um paquimetro, seguiu-se o preparo do segmento intestinal para
o estudo biomecanico e histolégico, inicialmente fazendo-se a retirada manual das
fezes. O corpo de prova foi constituido pelo fragmento que englobasse todas as
camadas do célon entre a anastomose. O corpo de prova foi entdo colocado na
maquina, devidamente fixado em presilhas, e aplicada uma forca ténsil progressiva de

até 100N a uma velocidade constante de 30mm/min, até a ruptura do corpo de prova.

3.4.6 Avaliacdo histologica
O segmento do célon com anastomose foi fixado por imersao em formaldeido a

10%, tamponado e encaminhado para o Laboratério de Pesquisa Histopatoldgica do
centro de Ciéncias da Satide da Universidade Federal de Pernambuco.

Os espécimes foram analisados por um tnico patologista, que ndo possuia
conhecimento prévio de quais grupos os espécimes pertenciam. O material foi
desidratado em séries crescentes de alcool etilico e incluido em parafina. Os cortes
histol6égicos foram feitos em um micrétomo de rotacdo LEICA 1512, produzindo cortes

teciduais com quatro micrometros de espessura. O material foi reidratado e corado
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com hematoxilina e eosina e com tricromico de Masson, para as andlises histologicas
semiquantitativas sob microscopia no Laboratério de Patologia da Universidade

Federal de Pernambuco.

3.5 Testes estatisticos usados

Para as anédlises estatisticas foi construido um banco de dados utilizando-se uma
planilha eletronica Microsoft Excel e exportado para o software Statistical Package For
Social Sciences (SPSS), versao 18.

Os dados biométricos e as variaveis biomecanicas entre os tempos de coleta da
pesquisa e os grupos de tratamento foram calculados utilizando-se o teste ANOVA,
sendo o teste de Kolmogorov-Smirnov realizado inicialmente para se confirmar a
normalidade dos dados. Como os dados para a taxa de mortalidade ndo apresentaram
distribuicdo normal, o teste de Tukey foi utilizado.

Tanto para a avaliacdo das aderéncias (gravidade, percentual, tipo e tenacidade)
quanto da histologia (reacdo inflamatéria, fibrose e vasos) foram calculadas as
frequéncias percentuais e construidas as respectivas distribui¢cdes de frequéncia para
cada grupo de tratamento avaliado. A distribuicdo dessas caracteristicas dentro dos
grupos de tratamento foi avaliada por meio do teste do Qui-Quadrado para
homogeneidade. Nos casos em que as suposicdes dos testes ndo foram satisfeitas
aplicou-se o teste exato de Fisher. Todas as conclusdes foram elaboradas considerando

o nivel de significancia de 5%.

3.6 Procedimentos Eticos

Esta pesquisa teve aprovacao do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal de Pernambuco, processo n°23076.056559/2012-58, que se
encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a lei 11.794 de 08
de outubro de 2008, que trata da questao do uso de animais para fins cientificos e

didaticos. (ANEXO A).
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4 RESULTADOS
4.1 Dados biométricos
O acompanhamento do peso corporal médio dos animais nos trés grupos
experimentais foi realizado em trés momentos diferentes: no periodo de pré-
tratamento, ao longo do tratamento e no momento do sacrificio dos animais (Tabela

1). Nao foram observados quaisquer alteragdes no peso dos animais em decorréncia

do tratamento recebido.

Tabela 1. Peso corporal médio ao longo do experimento

Fator Tipo de tratamento

avaliado Soro Fita Gel p-valor
Peso 1 267,07 £32,10 280,78 + 25,72 260,13 + 24,60 0,227
Peso 2 253,29 + 34,73 267,56 + 26,03 247,80 + 24,71 0,281
Peso 3 289,64 + 42,68 288,78 + 51,14 277,47 + 34,36 0,697

Peso corporal médio dos animais nos trés grupos experimentais foi realizado em 3 momentos diferentes: no periodo de pré-
tratamento (Peso 1), ao longo do tratamento (Peso 2) e no momento do sacrificio dos animais (Peso 3). Valores = média + desvio
padréo, p-valor de acordo com o teste ANOVA.

4.2 Taxa de mortalidade

O procedimento cirtargico e as aplicagdes do soro, fita e gel de polissacarideo de
melago de cana-de-agdcar foram bem tolerados pelos animais. A taxa de mortalidade
total foi de 15,55%, (Tabela 2).

Tabela 2. Taxa de mortalidade ao longo do experimento.
Tipo de tratamento

Causa morte Soron Fitab Gels Total
Anestesia 0(0,00%) 1(2,22%) 0(0,00%) 1(2,22%)
Evisceracao 0(0,00%) 1(2,22%) 0(0,00%) 1(2,22%)
Obstrugao 0(0,00%) 3(6,66, %) 0(0,00%) 3(6,66, %)
Peritonite 1(2,22%) 1(2,22%) 0(0,00%) 2(4,44%)
Total 1(2,22%) 6(13,32%) 0(0,00%) 7(15,55%)

Taxa de mortalidade absoluta e relativa dentre os grupos tratados com soro, a fita e o gel de polissacarideo de cana-de-agtcar.
Letras diferentes significam diferencas estatisticas (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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Quando comparada a taxa de mortalidade dentre os grupos, observou-se que
houve uma incidéncia maior na mortalidade do grupo tratado com a fita (p<0,05) em

relagéo ao grupo tratado com o gel e controle.

4.3Variaveis biomecanicas

A avaliacdo das caracteristicas biomecanicas do corpo de prova podem ser
observadas na Tabela 3.

Observou-se que embora houvesse uma pequena variagdo entre os grupos
tratados, as caracteristicas biomecanicas de Fmax e o Mod elast do corpo de prova
permaneceram idénticas, independente do tratamento com soro, fita ou gel de
polissacarideo, e independente do tempo de tratamento: 30, 90 e 180 dias.

No entanto, ficou claramente evidenciado que a caracteristica biomecanica de
Def esp Fmax foi alterada no grupo tratado com o gel, ao longo dos diferentes tempos

de tratamento (p=0,009).

Tabela 3. Caracteristicas biomecénicas do corpo de prova.

. Tipo de tratamento -
Fator avaliado Soro B Fita Gel vulof
FMAX
30 dias 3,73 +£0,88 3,88 £0,97 4,65 +1,30 0,386
90 dias 400+041 4,02 +1,57 4,98 +1,05 0,241
180 dias 3,90 £ 0,96 3,94 +047 4,13+0,71 0,898
p-valor 0,854 0,987 0,449 -
DEF ESP F
MAX
30 dias 43,31 + 13,02 64,49 + 22,43 60,49 + 25,53 0,295
90 dias 63,99 + 15,91 60,28 + 25,19 48,68 £ 9,27 0,299
180 dias 69,54 + 30,64 62,73 + 2,37 99,81 + 27,87 0,137
p-valor 0,159 0,967 0,009 -
MOD ELAST
30 dias 0,43 +0,27 0,14 + 0,08 0,27 + 0,18 0,139
90 dias 0,34 + 0,26 0,20+ 0,18 0,33+0,12 0,698
180 dias 0,33+£0,17 0,25+ 0,27 0,28 £ 0,05 0,822
p-valor 0,771 0,712 0,729 -

F MAX: forca méaxima de ruptura, DEF ESP F MAX: deformacao especifica da forca méaxima, MOD ELAST: médulo de

elasticidade. Valores = média + desvio padrdo, p-valor de acordo com o teste ANOVA.
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4.4 Anélise das aderéncias
Na tabela 4 estdo apresentadas a gravidade, o percentual o tipo e a tenacidade
das aderéncias entre os grupos tratados. Observa-se que nao houve diferenca

estatistica significativa com relacdo ao tratamento.

Tabela 4. Distribuicdo da aderéncia de acordo com o grau, percentual de adesao, tipo e

tenacidade.
Tipo de tratamento
Fator avaliado Soro Fita Gel p-valor
(n=14) (n=9) (n=15)
Grau
Insignificante 3(21,4%) 3(33,3%) 8(53,3%)
Grave 6(42,9%) 4(44,5%) 4(26,7 %) 0,509
Muito grave 5(35,7%) 2(22,2%) 3(20,0%)
% adesao
<25% 2(14,3%) 4(44,4%) 7(46,7 %)
25% a 50% 4(28,5%) 3(33,3%) 6(39,9%) 0215
51% a75% 6(42,9%) 1(11,1%) 1(6,7%) ’
>75% 2(14,3%) 1(11,1%) 1(6,7%)
Tipo
1 2(14,3%) 5(55,6%) 7(46,7 %)
2 2(14,3%) 1(11,1%) 3(20,0%) 0266
3 6(42,9%) 3(33,3%) 4(26,7%) ’
4 4(28,5%) 0(0,0%) 1(6,6%)
Tenacidade
1 3(21,4%) 2(22,2%) 5(33,3%)
2 3(21,4%) 4(44,5%) 4(26,7%) 0.848
3 7(50,1%) 3(33,3%) 6(40,0%) ’
4 1(7,1%) 0(0,0%) 0(0,0%)

Valores apresentados como frequéncia absoluta e frequéncia relativa, p-valor de acordo com o teste Exato de Fisher.

4.5 Analise histologica

Dentre as trés variaveis inicialmente propostas para analise, apenas a reagao
inflamatoéria ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
Foi observado ainda que a presenca do PCA na forma de fita nas anastomoses
intestinais leva a uma alteracdo histolégica peculiar com um aumento de fibrose

densa (p<0,05) e de uma proliferagao vascular intensa (p<0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5. Distribuigdo da reagao inflamatoria, fibrose e vasos sanguineos segundo o tipo
de substancia utilizada.

Fator Tipo de tratamento

p-valor
avaliado Soro? FitaP Gela
Reacao
inflamatoria
1 5(35,7%) 2(22,2%) 8(53,3%)
2 8(57,2%) 7(77,8%) 7(46,7%) 0,388
3 1(7,1%) 0(0,0%) 0(0,0%)
Fibrose
1 2(14,3%) 0(0,0%) 0(0,0%)
2 5(35,7%) 0(0,0%) 2(13,3%) 0,041
3 7(50,0%) 9(100,0%) 13(86,7 %)
Vasos
1 5(35,7%) 0(0,0%) 1(6,7%)
2 5(35,7%) 0(0,0%) 4(26,7%) 0,007
3 4(28,6%) 9(100,0%) 10(66,7 %)

Valores apresentados como frequéncia absoluta e frequéncia relativa. Letras diferentes significam diferencas estatisticas (p<0,05)
de acordo com o teste Exato de Fisher
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5 DISCUSSAO

Para a escolha do rato como o animal de experimentacdo foi considerada a
facilidade de aquisicdo, a possibilidade de empregar um ntmero adequado de
espécimes, a grande resisténcia as infeccdes, o baixo custo de obtencdo, a
homogeneidade genética e a similaridade de exposicdao aos agravos. O ciclo de vida
dos ratos Wistar é de aproximadamente 36 meses, o que permite estudos em menor
periodo de tempo?°.

Os roedores sdo animais isogénicos ou isogamicos. Conseguem suportar
cruzamentos totalmente consangtiineos, permitindo acasalamentos entre irmaos por
varias geracdes. As linhagens sdo obtidas a partir de cruzamento de animais
consangiiineos por 20 geragdes consecutivas. Esse fator permite a criagdo de
populacdes estaveis e geneticamente homogéneas. A auséncia de variaveis genéticas
inter-animais torna menor o ndmero amostral minimo para um experimento,
coexistindo apenas as varidveis ambientais ou experimentaiss®.

O gel e a fita sdo constituidos de PCA. O gel é uma apresentacdo hidratada e

homogeneizada do polissacarideo e a fita é constituido de polissacarideo
desidratado”. O polissacarideo da cana-de-acticar tem sido utilizado em diversas
areas da cirurgia experimental como na cicatrizacdo de feridas cuténeas78,
reconstrucgao ureteral®”, tratamento da incontinéncia urinaria através de sling79,
tratamento do refluxo vésico-ureteral®, curativo apos cirurgia de hipospadia®,
curativos para o tratamento de perfuracio da membrana timpanica®, enxerto
vascula®, correcdo cirargica de falha mﬁsculo-aponeuréticasz, correcao dos defeitos

. 90
osteocondrais™-

Os procedimentos cirargicos de aplicacao do soro, fita e gel de polissacarideo



Comportamento do gel e da fita de polissacarideo de melago de cana-de-acticar nas anastomoses de c6lon 42

esquerdo em ratos. Iwanaga TC

de melago de cana-de-agticar, foram bem tolerados pelos animais, corroborando com
os trabalhos anteriores que utilizavam esses produtos. No entanto, foi observada uma
taxa de mortalidade mais elevada no grupo que recebeu a fita.

A técnica cirargica de aplicagdo da fita aparentemente de maior porte,
demandava um tempo cirtrgico maior por ser necessario uma maior disseccdo do
mesocolon esquerdo, aposicao do PCA ao redor de toda a drea da anastomose além
de um ponto de fixagdo da fita no célon para que ndo houvesse migracdo da mesma
com o peristaltismo colonico. A aposicdo da fita ao nivel da linha de sutura pode levar
a uma compressao das arcadas terminais que irrigam o colon, podendo ser o
responsavel pelo vazamente (peritonite) existente em um animal deste grupo. A maior
taxa de obstrucdo intestinal no p6s operatério deveu-se a presenca de um ponto de
estenose ao longo da anastomose na topografia da fita. Os trés casos aconteceram nos
primeiros cinco dias apés o procedimento, o que corrobora mais para um problema
técnico do que intolerabilidade. A mudanga de técnica cirtrgica com aposicdo da fita,
evitando o estrangulamento da alga é uma suposi¢ao para melhores resultados.

Este é o primeiro estudo investigando o efeito do gel e da fita do PCA sobre as
caracteristicas biomecanicas do célon. Trabalhos experimentais ja mostram alteracdes
do comportamento mecanico do célon apés realizacdo de uma anastomose®?, no
entanto, sua relacao com o uso PCA, ainda ndo era conhecido.

Em 1853, Paget, introduziu a medida de forca ténsil de tecidos ao seccionar e
reparar cirurgicamente tenddes de coelhos. Mediante tecnologia rudimentar observou
que o segmento reparado ganhava forca ao longo do periodo pés-operatorio.
Posteriormente, em 1929, Howes et al sistematizaram a técnica de medida da forca
ténsil através de dispositivo mecanico (tensidometro) que apresentava resultados
reprodutiveis.® Mais recentemente foi desenvolvido um método mecanico
computadorizado de alta precisao para a determinagao das andlises biomecanicas. A
correlacdo entre este método e o de pressdao de ruptura, ja consagrado na literatura,
demonstrou que as medidas de ruptura seriam as mais adequadas nas pesquisas de

integridade e da avaliacdo bioldgica das anastomoses®?.
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A importancia em se avaliar o comportamento mecanico de alcas intestinais,
estd relacionada aos problemas gerados pelo extravasamento do material fecal contido
em seu interior para a cavidade abdominal>°.

O estudo da cicatrizagdo das anastomoses intestinais com o objetivo de reduzir
a morbi-mortalidade de eventuais vazamentos necessita de maneiras de quantificagdo.
Os testes biomecanicos analisam a resisténcia mecanica das anastomoses, sua evolucao
desde o momento da lesdo e ao longo do processo de cicatrizacdo. Esses aspectos sao
fundamentais para uma correta compreensao de muitos problemas da fisiologia desses
tecidos. A Fmax de ruptura de uma anastomose, a Def Esp Fmax e o Mod elast
analisam parcialmente as propriedades da parede intestinal, pelo fato da
complexidade dessas estruturas serem consideradas viscoelasticas nao lineares®2.

A Fmax de ruptura de uma anastomose corresponde melhor a avaliacao
bioldgica da cicatrizagdo das anastomoses?®2. Verificou-se que apesar da média da Fmax
de ruptura ser maior no tratamento com Gel, o teste de comparagdo das médias ndo
foi significativo, comprovando que ndo houve influéncia do uso do polissacarideo do
melaco de cana-de-agticar, nos estados de gel e fita em aumento da forga para que
houvesse ruptura da anastomose.

O Mod Elast é um parametro mecanico que proporciona uma medida
da rigidez de um material sélido. E um parametro fundamental pois estd associado
com a descricdo de vérias outras propriedades mecanicas, como por exemplo a tensao
de ruptura. Varios pesquisadores optam por esse método porque demonstrou ser o
mais preciso em relagdo aos demais para medicdo da resisténcia tecidual, ao refletir
exatamente a integridade da anastomose®-%. Tal método ndo apresenta utilidade no
periodo inicial da cicatrizacdo, porque até o quarto dia pés-operatério ndo se registram
mudangas na resisténcia da anastomose. Apenas ap6s 14 dias, a resisténcia é atribuida
a cicatrizacdo, e nao a sutura”.

Com relacdo ao Mod Elast, ficou observado que o teste de comparagao de
médias ndo foi significativo em nenhum grupo de tratamento. Podendo-se inferir que
a aposicdo de PCA nas anastomose coldnicas em ratos nao difere em relacdo a

resisténcia tecidual.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Rigidez
http://pt.wikipedia.org/wiki/Material
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%B3lido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tens%C3%A3o_de_ruptura
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tens%C3%A3o_de_ruptura

Comportamento do gel e da fita de polissacarideo de melago de cana-de-acticar nas anastomoses de c6lon 44

esquerdo em ratos. Iwanaga TC

Um maior valor da Def Esp Fmax significa que a alca colonica sofrera uma maior
distensdo antes de se romper, ou seja, se tornara mais elastico. Essa caracteristica pode
ser importante em algumas patologias em que ha grande distensdes intestinais com
um risco iminente de sua ruptura, principalmente apds procedimentos cirargicos com
anastomose. A maior Def esp Fmax também contribui para uma diminuicdo da
pressdo intracolonica, podendo inclusive ser um fator protetor ao surgimento de
algumas patologias col6énicas, como os diverticulos. Os diverticulos acontecem devido
a uma diminuicdo progressiva da elasticidade da parede intestinal que, sob pressao,
da origem a pontos fragilizados®.

Na comparacgao da Def esp fmax em cada grupo de tratamento, observou-se que
o teste de comparacdo de média foi significativo no grupo de tratamento com gel, ao
longo do tempo (p-valor=0,009), indicando que o Def esp  traz um aumento
significativo aos 180 dias. No entanto, esse aumento de elasticidade ndo foi observado
quando comparamos o uso do gel com o Soro fisiolégio ou fita.

Ao analisar as caracteristicas biomecénicas observamos que apesar da reagao de
cicatrizacdo ser diferente nos diferentes grupos, pelo efeito indutor da producao de
colageno (I e IlI) pelo PCA, ndo existe uma relagdo com as variaveis estudadas nesse
experimento. Um estudo realizado com ensaio biolégico em ratos, submetidos a
laparotomias medianas consecutivas com intervalos de 30 dias, quando se
compararam as concentracdes de colageno tipo I e IIl e a resisténcia da parede
abdominal, observou-se diferenca significativa de coldgeno maduro (tipo I) entre os
grupos submetidos a trés ou dois procedimentos cirtrgicos e o controle submetido a
apenas uma laparotomia mediana®¢. Entretanto, isso ndo interferiu na forca ténsil da
ferida da parede abdominal que foi similar nos trés grupos estudados. Um outro
estudo experimental em ratos foi realizado na Mayo Clinic comparando-se quatro
tipos de préteses com a sutura simples para avaliar o tipo de resposta histolégica do
hospedeiro e correlaciona-la com propriedades biomecénicas. O estudo demonstrou
que apo6s 90 dias de pds-operatorio ndo houve diferenca significativa das médias das
forcas de ruptura entre os grupos.

A exposicdo da serosa peritoneal nos tecidos danificados durante a cirurgia

representa um passo crucial na formacdo de aderéncias. A aplicagdo de barreiras
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mecanicas profildticas compostas por materiais sélidos e liquidos tem contribuido na
reducdo de aderéncias®, embora nenhum produto seja substituto da boa técnica
cirargica. De acordo com os resultados aqui apresentados, a inducao das aderéncias
foi eficaz resultando na formacado de aderéncias extensas e densas em todos os grupos.

No presente estudo foi utilizado um sistema de escore multidimensional com
associagdo do percentual de extensdo da aderéncia, tipo e tenacidade8* determinando
a gravidade das aderéncias de acordo com o escore obtido. A metodologia comprovou
que o percentual, o tipo e a tenacidade das aderéncias nos diferentes grupos nao foram
estatisticamente diferentes.

Um sistema quantitativo de avaliagdo sitio-especifica da extensao da aderéncia
na area traumatizada ndo foi utilizado, o que limita as andlises a um carater subjetivo
de escores, no entanto, vale salientar que em analises prévias para avaliagdo de
aderéncias em tubas uterinas de ratas mostraram que os escores do sistema
multidimensional se relacionavam com as medidas da avaliacdo quantitativa®.

A relagdo do PCA em formato de gel sobre as aderéncias peritoneais ja havia
sido estudada anteriormente, no qual foi observado que o PCA ¢ significativamente
capaz de reduzir as aderéncias peritoneais quando lesdes uterinas em ratas eram
confeccionadas®. No entanto, este trabalho ndo reproduziu os mesmos achados talvez
porque a manipulacado intestinal com sangramento e contaminagao de fezes, mesmo
que de forma controlada promova uma reagdo inflamatéria mais duradoura, que ira
interromper a cascata da cicatrizacdo e ndo alterar a intensidade e extensdo da
aderéncia com o uso do PCA1%,

Em relacdo a avaliacdo histologica observa-se que o PCA em seu estado de gel
e fita ndo induziram alteragdes significativas quanto as reacdes inflamatérias. Esse
dado é semelhante ao encontrado nas avaliacdes de lesdes uterinas tratados com gel
de PCA® e nas avaliagdes do tratamento de defeitos da parede abdominal em ratos
tratados com fita de PCA#2. No entanto, a proliferagdo vascular e a intensidade de
tibrose foram significativamente maiores no grupo tratado com fita quando
comparado com o grupo controle e gel. A fita do PCA é envolvida por uma reagdo tipo
corpo estranho nas suas superficies, que atrai uma maior quantidade de neutréfilos e

mondcitos nos primeiros sete dias apds o implante. Posteriormente, essas células se
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transformam em macréfagos, que iniciam estimulos para produgdo de tecido de
granulacdo com angiogénese e fibroplasia. Apds alguns dias do implante ndo se
observa reagao inflamatoéria aguda corroborando a boa incorporacao do PCA ao tecido
hospedeiro. Apesar da reacdo de corpo estranho também estar presente no grupo
tratado com gel, a deposicdo de fibras de coldgeno no grupo tratado com fita é bastante
peculiar. Nela ha uma distribuicdo de células inflamatérias e producdo de coldgeno
em torno da protese multiperfurada, que foi utilizada no experimento. A
neovascularizacdo e deposicao de fibrose ocorre ao longo de toda a extensdo da

protesed?.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados, por meio da metodologia empregada
para avaliar os parametros biomecanicos, ocorréncia e intensidade das aderéncias,
reacao inflamatoria, neoformacao vascular e fibrose na linha de sutura da anastomose
de colon esquerdo de ratos, pode-se afirmar que:

1. Houve maior elasticidade da parede intestinal, traduzida por maior
deformacao especifica da forga maxima aos 180 dias nos ratos tratados
com gel de polissacarideo de cana-de-agtcar.

2. A ocorréncia de aderéncias foi semelhante nos ratos dos trés grupos
tratados com soro fisiologico, fita e gel de polissacarideo de cana-de-
acucar.

3. Afibrose e a proliferacdo vascular foi mais intensa nos ratos tratados com
a fita do polissacarideo de cana-de-agticar, enquanto a reacdo
inflamatoria foi semelhante em todos os grupos nos tempos estudados.
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Anexo A - Comiteé de ética do Centro de Ciéncias Biol6gicas da UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolbgicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
fax: (55 B1) 2126 8350

www.cch. ufpe.br

Recife, 03 de abril de 2013.
Oficio n® 553/13

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Tiago Cavalcanti Iwanaga

Universidade Federal de Pernambuco

Departamento de Cirurgia-CCS

Processo n° 23076.056559/2012-58

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Utilizagdo da Membrana e Gel de Biopolimero de
Cana-de-agticar na Prevencdo de Deiscéncia e Aderéncias Peritoneais Apés
Colorrafia em Ratos: Modelo Experimental”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo corn 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 avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Atenciosamente,

<

CCB: Integrar para desenvolver



