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RESUMO



A busca por fatores que auxiliem a cicatrizacdo de anastomoses intestinais e que
possam diminuir a ocorréncia de deiscéncias, vazamentos, fistulas e peritonite, continua
como objetivo de muitos estudos na literatura. A despeito dos avancos da medicina,
essas complicagbes continuam frequentes com elevada mortalidade. O
eletromagnetismo e o adesivo biolégico de fibrina ja foram empregados para auxiliar na
cicatrizacdo de tecidos. O presente trabalho tem como objetivo estudar os efeitos do
campo eletromagnético dindmico e do adesivo de fibrina, usados isoladamente ou em
associacdo, sobre a cicatrizacdo de anastomoses colonicas. Quarenta ratos Wistar,
machos adultos, com peso entre 228g e 282g, foram distribuidos em quatro grupos com
10 animais cada. Nos animais do Grupo | (controle) ndo se empregou 0 campo
eletromagnético, nem foi utilizado o adesivo de fibrina. Os animais do Grupo Il (campo)
foram expostos exclusivamente ao campo eletromagnético no pos-operatorio (trés ciclos
de duas horas de duracéo, com intervalos de vinte e duas horas). Nos animais do Grupo
[l (cola), foi realizado apenas reforgo da anastomose com adesivo de fibrina. No Grupo
IV (campo + cola), os animais além de terem sido expostos ao campo eletromagnético
no pos-operatorio, eles haviam sido submetidos, no peroperatério, a reforco da
anastomose com adesivo de fibrina. Todos os animais foram submetidos a transseccao
do coélon a 3cm distalmente ao ceco, que se seguiu da confec¢cdo de anastomose
término-terminal com pontos separados. A reoperacdo, em todos 0s grupos, ocorreu 72
horas apos essa intervencdo, sendo ressecado 0 segmento intestinal que continha a
anastomose para estudo. Esse segmento foi submetido & medida de presséo de ruptura
e exames histologicos para avaliacdo da cicatrizacdo. A analise estatistica dos dados
mostrou que os valores de pressao de ruptura foram significativamente maiores nos
animais dos Grupos Il, lll e IV em relagdo aos do Grupo | (p<0,05), mas sem diferenca
entre eles. A analise histologica de fragmentos da anastomose corados pela
hematoxilina-eosina mostrou exacerbacdo do processo de cicatrizacdo nos animais dos
Grupos 1l e IV em relagdo aos Grupos | e lll, mas sem diferenca entre eles, (p<0,05).
Também foi observado aumento da propor¢cao de colageno neoformado nos animais do
Grupo Il e IV em relacdo aos Grupos | e lll, porem sem diferengas entre eles (p<0,05).
Concluiu-se que a exposicdo ao campo eletromagnético isoladamente ou em
associacao ao uso do adesivo de fibrina sobre anastomoses de cdlon em ratos aumenta
a presséo de ruptura e a producdo de colageno e que com o uso isolado do adesivo de
fibrina, observa-se aumento da presséo de ruptura da anastomose, mas, nao se observa

alteracdes histoldgicas significativas sobre a cicatrizacdo da anastomose intestinal.

Descritores: eletromagnetismo, cicatrizagao intestinal, adesivo de fibrina



ABSTRACT



The search for factors that assist the healing of intestinal anastomoses and which may
decrease the incidence of dehiscence, leakages, fistulas and peritonitis, continues to be
the subject of many studies in the literature. Despite medical advances, these
complications are still frequent with a high mortality rate. Electromagnetism and fibrin
biological adhesive have been used to assist the healing of tissues. This search aims to
study the effects of a dynamic electromagnetic field and fibrin glue, used separately or
together, on the healing of colonic anastomoses. Forty Wistar rats, adult males weighing
between 228g and 282g, were divided into four groups of 10 animals each. In Group |
(control) neither an electromagnetic field nor fibrin glue was used. Animals in Group Il
(field) were exposed postoperatively to an electromagnetic field only (three cycles of two
hours duration with intervals of twenty-two hours). In the animals in Group 1l (glue), the
anastomosis was only reinforced with fibrin glue. In Group 1V (field + glue), as well as
being exposed postoperatively to an electromagnetic field, the animals had also had
peroperative reinforcement of the anastomosis with fibrin glue. All animals were
subjected to transection of the colon 3cm distal to the cecum, following end-to-end
anastomosis with separate stitches. The reoperation in all groups occurred 72 hours after
this intervention, and the intestinal segment which contained the anastomosis was
resected for study. This segment was subjected to measurement of burst pressure and
histological examinations to assess the healing. Statistical analysis of the data showed
that the burst pressure values were significantly higher in animals in Groups II, 11l and 1V
compared to Group | (p <0.05), but with no difference among them. Histological analysis
of fragments of the anastomosis stained with hematoxylin-eosin showed exacerbation of
the healing process in animals in Groups Il and IV compared to Groups | and Ill, but with
no difference between them (p <0.05). There was also an increase in the proportion of
newly formed collagen in Groups Il and IV compared to Groups | and lll, but without
differences between them (p <0.05). It was concluded that exposure to an
electromagnetic field alone or in association with the use of fibrin glue on colonic
anastomoses in rats increases the burst pressure and the production of collagen, and
with the isolated use of fibrin glue there is increased anastomotic burst pressure but no

significant histological changes observed in the healing of intestinal anastomosis.

Key Words: electromagnetism, intestinal healing, fibrin glue
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INTRODUCAO



A otimizag&o da cicatrizagdo de anastomoses coldnicas continua sendo
objetivo de muitos estudos da literatura médica, visando a prevencdo de
vazamentos, deiscéncia, fistula e da peritonite estercoral. Tais complicacdes séo
devastadoras para pacientes e cirurgides. Sao relatadas taxas de deiscéncia de
anastomoses colbnicas de 1 a 30%, embora cirurgides colorretais relatem valores
entre 1 e 6% .* As taxas de mortalidade relacionadas & deiscéncia de anastomose
do célon variam entre 10 a 15%.2

Sao muitos os fatores de risco atribuidos a tais complicacfes. Eles podem
ser divididos em fatores especificos do paciente, intra operatérios e especificos para
anastomose retal baixa. Os fatores relacionados ao paciente incluem desnutricao,
uso de esteroides, tabaco, alcool, leucocitose, doencas cardiovasculares e
diverticulite. Fatores de risco intra operatérios incluem anastomoses baixas,
suprimento sanguineo inadequado na anastomose, tempo operatdrio maior que 2
horas, obstrucéo intestinal, transfusdo de hemoderivados peroperatéria e sepse. Os
fatores relacionados a anastomose retal baixa incluem género masculino e
obesidade.>**

O periodo critico da consolidacdo das anastomoses do célon situa-se
entre o terceiro e quinto dias de pdés-operatério. Nesta fase ocorre diminuicédo
acentuada do contetido de colageno, causando baixa resisténcia da anastomose.®
Estudos foram empreendidos no intuito de estabelecer os melhores tipos de fio de
sutura, técnica de anastomose e 0 uso de agentes farmacoldgicos, todos almejando
aprimorar o processo de cicatrizac&o.’

Ainda h& contrevérsia quanto a medidas usadas para prevencao da
deiscéncia de anastomoses de célon. As resseccdes laparoscopicas possuem taxas
de complicacdes similares as das cirurgias laparotémicas. 2° S&o atribuidas taxas
similares de fistulas entre anastomoses manuais e mecanicas.'**! Ostomia proximal
protetora da anastomose nao diminui a taxa de deiscéncia, mas a gravidade dessa
complicacdo.’*®* O preparo mecanico de célon pré-operatério ndo diminui a
incidéncia de fistulas assim como o reforco da anastomose com omento.**** O uso
de drenos n&o previne os vazamentos e ainda nao ha conclusdes definitivas quanto
ao uso de préteses colbnicas intra luminais.'® N&o ha estudo prospectivo e
randomizado a respeito da eficacia dos testes para verificar a integridade da

anastomose no peroperatério.*’



A gravidade das complicagfes relacionadas as cirurgias do célon motiva
0S pesquisadores a buscar fatores que possam interferir positivamente sobre sua
cicatrizacdo. A relacdo entre o eletromagnetismo e o processo de cicatrizacao
tecidual vem sendo estudada com maior énfase desde a década de 80 do século
passado. Sua relacdo com a cicatrizacdo de anastomoses de célon foi demostrada
por meio de estudos experimentais, mas ainda s&o escassas as publicacdes na
literatura sobre o tema.*8%%

A utilizacdo de adesivos teciduais com o objetivo de melhorar a
cicatrizacdo intestinal foi estudada com maior énfase a partir da década de 60 do
século passado. Estudos demonstraram os efeitos dessas substancias na prevencao
e tratamento de aderéncias peritoneais, fistulas pancreaticas, enterocutaneas e
anais.?»?2%2% Nao ha consenso sobre o real mecanismo de atuacdo dos adesivos
sobre o processo de cicatrizacdo. Alguns advogaram seu beneficio apenas como
barreira fisica contra vazamentos na anastomose enquanto outros demonstraram
efeitos bioquimicos benéficos com o seu uso.

N&do foram encontrados na literatura estudos que associem campo
eletromagnético e adesivo de fibrina como fatores adjuvantes no processo de
cicatrizacéo intestinal.

O presente estudo procura avaliar os efeitos do campo eletromagnético e do
adesivo de fibrina sobre a cicatrizagdo de anastomoses intestinais, através de

parametros fisicos e histolégicos, quando usados separadamente ou em associacao.



OBJETIVOS



Estudar os efeitos sobre a cicatrizacdo de anastomoses coldnicas:

e Da aplicacdo do campo eletromagnético dinamico, no pos-
operatorio.

e Do adesivo de fibrina, no peroperatorio, usado como reforco da
anastomose.

e Da associacdo entre campo eletromagnético dinamico e adesivo

de fibrina.



REVISAO DA LITERATURA



3.1 Principios da cicatrizagdo intestinal

A cicatrizacdo € um mecanismo de reparo dos tecidos frente a uma lesao.
Ha pouco mais de um século, seu conhecimento era limitado e os cirurgides
frequentemente se deparavam com feridas cirdrgicas drenando secrecdes intestinais
e com graves complicacdes relacionadas aos procedimentos cirirgicos do sistema
digestorio. Com o avanco no conhecimento dos mecanismos da cicatrizacdo e a
implementacédo de medidas praticas, o indice de complica¢des cirargicas diminuiu de
maneira significativa ao longo do século XX.?°

O mecanismo da cicatrizacao da-se por meio de complexa interacéo entre
células e mediadores bioquimicos na busca do organismo pela restauracdo da
integridade do tecido lesado. O processo de cicatrizacdo pode ser dividido
didaticamente em trés fases principais, que se sobrepéem.?

A primeira fase ocorre em média entre o primeiro e o quarto dias apoés a
leséo tecidual quando predominam a inflamacdo e o edema. Ha um desequilibrio na
proporcao de coladgeno, com aumento da degradacdo do colageno existente, tanto
nas bordas da ferida quanto nas suas adjacéncias, e deposicdo ainda pequena do
colageno neoformado.?” O final da primeira fase é o periodo de maior risco para a
anastomose, quando é mais frequente a ocorréncia de deiscéncia e fistula.?®

Na segunda fase, que se estende do terceiro ao décimo quarto dias,
predominam a fibroplasia e a neoformacao vascular. A principal célula envolvida € o
fibroblasto, responséavel pela sintese da molécula basica da fibra colagena. O
colageno € uma glicoproteina presente no tecido conjuntivo, e constituida pelos
aminodacidos glicina, prolina, hidroxiprolina, lisina e hidroxilisina. Mais de dezoito
diferentes tipos de colageno foram descritos, sendo que os tipos | e Il predominam
no processo de cicatrizacao intestinal. Nas fases iniciais, ocorre degradacdo do
colageno tipo | e maior sintese do colageno tipo Ill. A degradacao do colageno inicia-
se precocemente e € muito ativa durante o processo inflamatério. O colageno
confere elasticidade e forga ténsil necessarias a boa cicatrizagdo. Observa-se

grande aumento na resisténcia da anastomose nesta fase.?’



A terceira fase estende-se do 14° dia até aproximadamente seis meses.
Ocorre 0o remodelamento da cicatriz e o equilibrio entre a sintese e a deposicao do
colageno.?’

A cicatrizacdo intestinal apresenta particularidades em relacdo a
cicatrizagdo cutanea devido as diferengas estruturais entre os tecidos e a
capacidade de diferenciacdo dos fibroblastos intestinais, os miofibroblastos e as
células de Cajal. *° A velocidade de reparo intestinal parece estar relacionada com a
vascularizacdo de cada segmento. Assim, anastomoses do intestino grosso, por
serem menos vascularizadas, seriam mais propensas a apresentarem fistulas do
que as anastomoses do delgado. A ruptura do segmento ocorre habitualmente ao
redor da linha de sutura, pela perda do colageno na regido circunvizinha. 33!

E fundamental o envolvimento da camada submucosa na linha de sutura,
gracas a sua elevada concentracdo de fibras colagenas. Durante o processo de
cicatrizacdo, os fibroblastos entram em mitose aumentando a produc¢éo de colageno.
A submucosa representa o principal elemento de contencéo da sutura. %

A relacdo entre a cicatrizacdo de anastomoses intestinais e a natureza
dos materiais e técnicas empregados na sua confeccdo vem sendo estudada,
visando a reducao na ocorréncia das complicacfes dessas anastomoses.

As anastomoses em plano Unico, além de serem mais anatbémicas,
apresentam revascularizagdo mais precoce, sdo seguras, produzem menor
estreitamento luminal, oferecendo melhores condi¢Bes para a cicatrizacdo. A sutura
em dois planos apresenta fendbmenos de reparacdo mais intensos e conduz a maior
fibrose, apresenta maior resisténcia ténsil quando comparada a sutura em plano
Gnico, aumentando a incidéncia de estenoses. ’

Halsted, em 1887, a partir de estudo experimental em cées, concluiu que
a submucosa € a camada mais importante a ser incluida nos pontos de sutura. Ela é
rica em colageno, conferindo grande resisténcia a anastomose. Preconizou que as
anastomoses deveriam ser confeccionadas em plano Unico extramucoso. *

Com relacdo ao afrontamento das bordas, os melhores resultados s&o
obtidos quando se realiza a sutura manual com inversédo destas. Isso impede que a
mucosa fique na linha de sutura, o que aumentaria o indice de fistulas. A sutura com
pontos separados € menos isquémica que a sutura continua, propiciando maior

aporte de oxigénio e de nutrientes necessarios a melhor cicatrizagdo.



3.2 Principios do eletromagnetismo

O magnetismo é a propriedade de determinado material atrair ou repelir
objetos. A primeira referéncia conhecida sobre a existéncia de substancia capaz de
atrair outras é a de Tales de Mileto. Segundo ele, os habitantes de Magnésia, regido
da Grécia, conheciam material com tal propriedade, mas esse fenbmeno nunca
despertou grande interesse até o século Xlll, guando passou a ser empregado na
confeccdo das bussolas. **

Alguns pesquisadores tentaram explicar o magnetismo durante essa
época, mas sO no século XIX, Oersted e Maxwell formularam as leis que descreviam
esses fenbmenos. Foi James Maxwell que descreveu a relacdo entre o magnetismo
e a eletricidade. O movimento dos elétrons seria capaz de gerar um campo
eletromagnético ao seu redor. O niUmero e a maneira como os elétrons se organizam
nos atomos constituintes dos diversos materiais € que explicariam o comportamento
das substancias quando elas estéo sobre influéncia de um campo eletromagnético.>*

Inducdo magnética ou densidade do fluxo magnético (B) € o numero de
linhas de fluxo por unidade de area que permeiam o campo eletromagnético. Ela
fornece a magnitude do campo. No Sistema Internacional de Unidades é expressa
em Tesla (T). *°

A Terra funciona como um imenso ima. O magnetismo terrestre € formado
por ferro e niquel, em partes sélida e liquida. A combinacao dos dois minerais com a
rotacdo da Terra formam um campo magnético ao redor do planeta. O campo
magnético ao redor da Terra é de aproximadamente 10°T e o dos aparelhos de
ressonancia magnética entre 0,5 e 2 T. Nos estudos experimentais que avaliam o0s
bioefeitos do magnetismo, as densidades dos campos magnéticos variam de 0,2

microTesla a 20 miliTesla.3®

3.3 Bioefeitos do eletromagnetismo

O numero de estudos cientificos publicados sobre o uso terapéutico do

eletromagnetismo é crescente.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Tales_de_Mileto
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gr%C3%A9cia
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9culo_XIII
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9culo_XIX
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hans_Christian_Oersted
http://pt.wikipedia.org/wiki/James_Clerk_Maxwell
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Campo_magnÃ©tico
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Em 1982, Basset et al. demonstraram os efeitos do eletromagnetismo no
tratamento de fraturas e de pseudo-artrose. O tempo de recuperacdo foi menor nos
ratos expostos a campos eletromagnéticos, sendo maior a regeneracédo 6ssea. >’

to e Basset, em 1983, comprovaram o0s efeitos positivos do
eletromagnetismo na regeneracéo de nervos, seccionados cirurgicamente em ratos.
Houve aumento do estimulo sensitivo nos animais expostos a um campo
eletromagnético. 8

Ottani et al., em 1984, realizaram estudo experimental no qual ratos
foram submetidos a hepatectomias parciais. Os animais expostos a pulsos
eletromagnéticos no pos-operatério apresentaram maior regeneracao hepética que
os demais. *°

Hendriks e Mastboom, em 1990, encontraram aumento significativo no
namero de mitoses de fibroblastos expostos a um campo eletromagnético em meio
de cultura.®

Em 1993, Dindar et al. realizaram estudo experimental com 80 ratos. Um
grupo de animais recebeu, durante duas semanas de pré-operatério, doses de
dexametasona (0,1mg/Kg/dia). Os animais foram submetidos a ressecc¢éao intestinal
com anastomose primaria. Houve aumento na forca ténsil da anastomose e na
concentracdo de hidroxiprolina nos animais expostos a campo eletromagnético no
pds-operatdrio, inclusive naqueles que receberam corticéide. *°

Em 1996, Mentes et al. comprovaram a influéncia de campo
eletromagnético na cicatrizacdo de anastomoses de célon. Em estudo experimental,
expuseram ratos submetidos a anastomoses de célon a campos eletromagnéticos
de 1 mT e 2 mT no pés-operatdrio com ciclos de 18 horas de exposicdo e intervalos
de seis horas entre os ciclos. Setenta e duas horas apds o procedimento cirdrgico
realizaram teste de presséo de ruptura e dosagem de hidroxiprolina nos segmentos
intestinais anastomosados. Os resultados demonstraram aumento de resisténcia na
anastomose e na concentracdo de hidroxiprolina nos segmentos intestinais de
animais expostos ao campo eletromagnético.

Nayci et al., em 2001, concluiram que o eletromagnetismo interferiu
positivamente na cicatrizacdo de anastomoses do ileo e do colon. Os autores
expuseram ratos operados a um campo magnético de 10,78 mT com ciclos de duas
horas, com intervalo de 18 horas entre estes. Apds sete dias, observaram que

durante a aplicacdo de uma forca de tensdo sobre segmentos intestinais
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anastomosados, aqueles que foram submetidos ao campo eletromagnético
apresentavam pontos de ruptura localizados fora da linha de sutura. Nos segmentos
nao submetidos ao campo, o local de ruptura aconteceu mais frequentemente na
linha de sutura. Os autores observaram aumento na concentracao de hidroxiprolina
nos segmentos de intestino dos animais que foram expostos ao campo magnético. *°

Em outro estudo realizado em 2003, Nayci et al. expuseram animais a
campo eletromagnético com as mesmas caracteristicas do estudo anterior. Os
animais operados (secc¢éo e anastomose de colon) receberam doses de 5-Fluouracil
de 20mg/Kg/dia por cinco dias no pos-operatorio. Aqueles expostos ao campo
eletromagnético tiveram aumento significativo na dosagem de hidroxiprolina na
anastomose. %°

Tepper et al., em 2004, estudaram os efeitos de um campo
eletromagnético sobre a angiogénese. Submeteram cultura de células de veia
umbilical humana a um campo eletromagnético. Houve aumento na concentracdo de
fatores de crescimento angiogénicos (Fator Beta 2 de crescimento de fibroblastos,
Angioproteina 2 e Fator de crescimento de epiderme). *

Ahmandian et al., em 2006, aplicaram campos eletromagnéticos de 1 e 4
mT, duas horas e meia por dia, em ratos que sofreram uma inciséo cirdrgica de pele
na regido dorsal. Apos sete dias,em todos os animais submetidos ao campo, 0s
autores observaram aumento significativo de hidroxiprolina adjacente a linha de
sutura em relacéo ao grupo controle. #?

Em 2009, Borsato demostrou a eficacia de um campo eletromagnético
sobre a cicatrizacdo de anastomoses de colon por meio de parametros fisicos e
histol6gicos. O autor ndo encontrou efeitos sobre a cicatrizacdo quando o campo

eletromagnético era aplicado no pré-operatério. **

3.4 Adesivos de fibrina

Adesivos biologicos a base de fibrina sdo uma combinagdo de calcio,
trombina, fibrinogénio (70-110 mg/mL), fator XIll (10 a 50 Ul), e um antifibrinolitico,
como a aprotinina (inibidor de protease) ou o acido tranexamico. Tém sido

considerados os adesivos fisiologicos ideais. **
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Embora inicialmente utilizados com intencdo hemostéatica, posteriormente
coagulos de fibrina foram utilizados para promover aderéncia entre estruturas. Suas
propriedades hemostética, oclusiva, adesiva, promotora da cicatrizacao (estimulo ao
crescimento dos fibroblastos) e antisséptica conferem-lhe uma gama de aplicacdes
clinicas. ***

O uso isolado de adesivos de fibrina em anastomoses tem ocorrido apenas
em modelos experimentais. ***°. De outra forma sua utilizagdo em humanos tem se
restringido ao reforco das suturas do trato gastrointestinal e aplicagdo em areas
cruentas. *** Sua aplicacdo propicia cicatrizacdo mais rapida, com menor incidéncia
de vazamentos, inclusive considerando anastomoses esofagicas, esofagojejunais e
colénicas. “® Sua utilizagdo concomitante aos grampeadores mecanicos trouxe
beneficios no que diz respeito a prevencdo de vazamentos e velocidade de
cicatrizagdo. *°

Hjortrup et al.,em 1989, estudaram em caes, a combinacdo da sutura
convencional com pontos separados, extra mucosos, e o adesivo de fibrina aplicado
na mucosa em anastomose retal e avaliaram a resisténcia ténsil. Concluiram que o
adesivo agiu positivamente sobre a cicatrizacdo. *°

Saclarides et al., em 1992, pesquisaram, em ratos, a utilizacdo da cola de
fibrina na linha de sutura nas éntero-anastomoses realizadas com fio e tratadas com
radioterapia. O adesivo de fibrina melhorou o processo de cicatrizagdo, pela
avaliacdo da concentracéo de hidroxiprolina e da forca de ruptura. >*

Shinohara et al.,, em 1998, estudaram o efeito da cola de fibrina na
cicatrizacdo de anastomoses intestinais, em ratos. Avaliaram a forca de ruptura e
formacao de aderéncia. Os resultados permitiram concluir que o adesivo biolégico de
fibrina n&o evita aderéncia, mas contribui para acelerar o processo de cicatrizacéo.>?

Zilling et al., em 1999, pesquisaram em suinos, o efeito do adesivo bioldgico
de fibrina nas anastomoses intestinais realizadas com fio de sutura e grampos.
Avaliaram os aspectos macro e microscopicos do processo de reparacao tecidual.
Concluiram que o adesivo bioldgico de fibrina atua positivamente na cicatrizagdo
intestinal como reforco tanto nas anastomoses manuais quanto nas mecanicas. >

Estudos tém evidenciado que anastomoses intestinais reforcadas com
adesivos de fibrina mostram melhor cicatrizacdo, seja no que diz respeito aos

aspectos micro e macroscopicos, seja ha maior resisténcia a pressao de ruptura. *
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AKGUN et al.,, em 2006, encontraram valores mais altos de pressao de
ruptura nas anastomoses de ratos confeccionadas com adesivo de fibrina em
relacdo ao grupo controle do estudo.>*

O adesivo de fibrina foi utilizado como reforco de anastomoses arteriais de
suinos. Houve menor necessidade de pontos de reforco na linha de sutura, nos

animais que receberam o adesivo, em relacéo ao grupo controle. >

3.5 Métodos de avaliacdo de anastomoses intestinais

3.5.1 Métodos fisicos

As anastomoses intestinais sofrem influéncias de forcas mecéanicas que
atuam no sentido longitudinal da alca intestinal (forca de tracdo) e no interior do
limem intestinal (forca de pressao). *°

O método de avaliacdo por meio da pressao de ruptura foi descrito
inicialmente por Chulmsky, em 1899, e vem sendo utilizado com frequéncia nos
estudos sobre anastomoses intestinais. O local da anastomose fica no centro do
segmento a ser estudado. Uma extremidade é fechada e a outra € conectada a
sistema de insuflacédo de ar no interior do segmento. Ocorre insuflacdo de ar até que
haja ruptura da anastomose, sendo determinada a pressdo maxima necesséria para
induzir a ruptura. >

Existe controvérsia na literatura quanto ao método mais fidedigno para
avaliar as forcas que atuam sobre o intestino. Segundo Koruda e Rolandelli , em
1990, a pressdo de ruptura é o método fisico que melhor avalia a cicatrizacao de
uma viscera oca. Os autores ressaltaram que existem fatores que podem influenciar
nos resultados das medidas de presséo e tragédo de ruptura das anastomoses, como
a remocao ou nao dos fios de sutura e o estudo da anastomose in situ ou apds sua
remocao da cavidade abdominal. Para esses autores, a maioria dos pesquisadores
nao removeu os fios de sutura, e realizou a medida de pressédo apos a retirada do
segmento da cavidade abdominal.

Heibel et al., em 2006, também consideram a presséo de ruptura o melhor

método para avaliar a resisténcia de anastomoses de visceras ocas. °
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3.5.2 Método histolégico — Hematoxilina-eosina

O estudo histologico por meio da coloracdo hematoxilina-eosina é
amplamente usado para avaliacdo de cicatrizacdo de anastomoses intestinais. O
meétodo traz informacfes importantes para o estudo da cicatrizacdo e pode fornecer
dados passiveis de quantificacdo. Biondo-Simdes et al., em 2000, modificaram a
escala de Ehrlich & Hunt, onde s&o atribuidos pontos para avaliacdo histolégica.

Greca et al., em 2000, utilizaram o escore na avaliagdo da cicatrizacao de
anastomoses intestinais de cdes num estudo onde avaliaram a relacédo entre o fluxo
sanguineo intestinal e a cicatrizacdo. *°

Greca et al.,, em 2000, utilizaram o mesmo escore adaptado na avaliacdo
histopatolégica da cicatrizacdo de anastomoses de coOlon esquerdo de ratos na
vigéncia de doenca inflamatéria induzida.®°

Biondo-Simdes et al., em 2000, utilizaram a referida escala na avaliacao
da influéncia do transcorrido entre a lesdo do colon e a sua sintese no processo de

cicatrizacdo. *

3.5.3 Método histoldgico - Densitometria do colageno

Trata-se de método histolégico usado especificamente para avaliar e
diferenciar os tipos de coldgeno. Por meio de corante especifico e com o auxilio de
luz polarizada, diferenciam-se os tipos de colageno maduro e imaturo e estabelece-
se relacdo entre eles. ®

Biondo-Simdes et al., em 2000, utilizaram este método em dois estudos
experimentais. No primeiro, avaliaram os efeitos da peritonite na sintese de colageno
em anastomoses intestinais de ratos. As porcentagens de colageno Tipo | e Il foram
semelhantes quando dosadas no terceiro dia pos-operatorio nos grupo controle e no
grupo com peritonite induzida. Posteriormente estudaram a influéncia do tempo
transcorrido entre uma lesdo de colon induzida cirurgicamente em ratos e sua
respectiva sintese no processo de cicatrizacdo da anastomose. As porcentagens de

colageno imaturo foram proporcionalmente menores nos grupos onde o tempo entre
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lesdo e a sintese foi maior, indicando que a sintese realizada apdés 12 horas da
lesdo retarda a maturacéo do colageno. >%*

Greca et al., em 2000, utilizaram o método na avaliacdo da cicatrizacdo
de anastomoses de célon esquerdo de ratos na vigéncia de doenca inflamatoria
induzida. *°

Ferreira, em 2004, utilizou o método na avaliagcdo da influéncia da
radioterapia na cicatrizacdo de anastomoses de célon de ratos. O indice de
maturacdo do colageno foi menor nos grupos expostos a radioterapia tanto no pré

quanto no pés-operatério em relacéo ao grupo controle (sem radioterapia). >



MATERIAIS E METODO
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Foram utilizados 40 ratos (Mammalia Rodentia, Muridae, Rattus
norvergicus albinus), machos, adultos, da linhagem Wistar, provenientes do biotério
do Centro de Biologia da Reproducdo (CBR), da Universidade Federal de Juiz de
Fora (UFJF), onde foram realizados os experimentos. Os animais tinham entre 2,5 e
3 meses de idade e peso entre 228 e 282g O projeto foi aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa e Experimentacdo Animal da UFJF. (Anexo 1).

4.1 Campo eletromagnético

A bobina geradora do campo eletromagnético foi desenvolvida com o
apoio de engenheiros eletricistas da Faculdade de Engenharia da UFJF. Uma
bobina foi construida enrolando-se um fio de cobre revestido por verniz com 0,57mm
de diametro no formato de cilindro homogéneo ao redor de um tubo de PVC de
39,5cm de comprimento e 15,5cm de diametro, totalizando 4140 espiras (voltas ao
redor do tubo) distribuidas em seis camadas de 690 espiras (FIG. 1).

O campo eletromagnético foi gerado por corrente elétrica que atravessava
a bobina. As linhas de forca do campo estdo exemplificadas na FIG. 2.

A fonte geradora da corrente elétrica utilizada foi a rede de energia
elétrica convencional, sendo a bobina ligada diretamente na tomada. A tensdo da
fonte foi de 128V e a freqUéncia da corrente, 60Hz (dados da empresa fornecedora).
Utilizando um multimetro, verificou-se que o valor da corrente através da bobina foi
0,78 Ampéres, a resisténcia, 165 Ohms e a corrente possuia uma poténcia de 100
Watts. O campo eletromagnético induz a uma corrente elétrica captada por um
sensor localizado na extremidade de um fio de cobre conectado ao multimetro (FIG.
3).
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FIGURA 1- Bobina geradora do campo eletromagnético

FIGURA 2- Linhas de forca do campo eletromagnético gerado

por solenoide.
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FIGURA 3 — Multimetro (M) ligado a bobina (B). S: sensor

A intensidade do campo eletromagnético foi de 10,04 mili Tesla, conforme

calculado pela equagéo mostrada no QUADRO 1.

QUADRO 1

Formula para calculo da intensidade do campo magnético

Intensidade: Mo x Nx |

L
Mo: Permeabilidade magnética no vacuo (1,26 x 10 -6 H/m) Henry/metro
N: numero de espiras

I: corrente (Amperes)

L: comprimento (metro)
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Foi construida gaiola de madeira de modo que a bobina ficasse em seu
interior (FIG. 4). Os animais foram expostos ao campo eletromagnético colocando-os

no interior da bobina com o circuito elétrico ligado.

FIGURA 4 — Bobina (B) no interior da gaiola.

4.2 Adesivo bioldgico

O adesivo biolégico utilizado no presente estudo foi Kit de Tissucol® —
fibrinogenio, aprotinina e trombina e um concentrado liofilizado de proteinas
humanas para fins adesivos, Baxter® Cada um dos componentes é apresentado
separadamente em frascos, totalizando quatro frascos. Concentrado proteico,
aprotinina, trombina seca e cloridrato de calcio (FIG 5). Ao se unirem em seringa
propria para aplicacdo, em 10 a 20 segundos inicia-se a coagula¢édo e dependendo
da concentragdo de trombina, em cinco a 20 minutos atinge-se o efeito adesivo
maximo. Depois de preparado o tempo maximo de aproveitamento € de quatro
horas.
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FIGURA 5 - Kit Tissucol®

4.3 Manutencédo e manejo dos animais

Os ratos foram alojados, em grupos de cinco, em gaiolas de polipropileno
com mamadeira para agua e cocho para racdo. As gaiolas foram dispostas em
armarios climatizados, com controle de temperatura e umidade e circulacdo de ar
programada.

As instalagbes contavam com janelas teladas e lacradas e sistema de
iluminagcdo mista (luz natural e lampadas incandescentes). As lampadas
incandescentes eram acesas as seis horas e apagadas as 18 horas, o que
proporcionava fotoperiodos de 12 horas de luminosidade e de escuridao.

A agua era oferecida ad libitum e a racdo na proporgdo média de 10g de
racdo / 100g de peso corporal por dia, para cada animal. Nao houve restricdo de
agua e racdo durante o periodo de pos-operatorio. No pré-operatério, 0s animais
foram submetidos a periodo de jejum de oito horas. Ndo houve nenhum tipo de
preparo de colon e nao foi utilizado antibiético profilatico.
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Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos com dez

animais cada. (QUADRO 2).

QUADRO 2

Distribuicdo dos animais em relacdo ao periodo de exposi¢cdo ao campo

eletromagnético e ao uso do adesivo de fibrina.

Grupo Intensidade de Adesivo de Numero de
campo fibrina animais
I nao N&o 10
Il 10,04 mT N&o 10
11 nao Sim 10
v 10,04 mT Sim 10

Grupo |: animais que ndo foram expostos ao campo eletromagnético nem foi empregado

Adesivo de fibrina (controle)

Grupo II: animais expostos exclusivamente ao campo eletromagnético

Grupo llI: animais submetidos apenas ao emprego do adesivo

Grupo IV: animais expostos ao campo eletromagnético e submetidos ao emprego do

adesivo de fibrina
mT: mili Tesla

Grupo |

O Grupo | (controle) constituiu-se por animais que néo foram expostos ao

campo eletromagnético e ndo foi utilizado adesivo de fibrina para reforco da

anastomose. Foram identificados individualmente de A1 a A10. Foram submetidos

ao procedimento cirargico descrito e reoperados cerca de72 horas apos.
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Grupo Il

O Grupo Il (campo) foi constituido por animais expostos exclusivamente
ao campo eletromagnético no periodo pés-operatorio. Os animais receberam trés
ciclos de exposicdo, de duas horas de duracdo, comecando no pos-operatorio
imediato, com 22 horas de intervalo entre eles. Foram reoperados 72 horas apos a
intervencédo. Os animais foram identificados individualmente de B1 a B10.

Grupo llI
O Grupo lll (cola) foi constituido por animais submetidos apenas ao
adesivo de fibrina como reforco peroperatério da anastomose. Os animais foram

reoperados 72 horas apés. Foram identificados de C1 a C10.

Grupo IV

O grupo IV (campo + cola) foi constituido por animais expostos ao campo
eletromagnético no pdés-operatdrio e submetidos a reforco da anastomose com
adesivo de fibrina. Os animais receberam trés ciclos de exposicao, de duas horas de
duracdo, comecando no poés-operatério imediato, com 22 horas de intervalo entre
eles. Foram reoperados 72 horas apdés a intervencdo. Os animais foram identificados
individualmente de D1 a D10.

4.5 Anestesia

Os animais foram anestesiados, apés contencao manual, com injecdo
intraperitoneal da associacao de Cloridrato de Ketamina 10%, na dose de 90mg/Kg
de peso (Ketamina Agener® 10%; Agener Unido, Embu-Guagcu, S.P.), e Cloridrato de
Xilazina 2%, na dose de 15mg/kg (Calmiun®; Agener Unigo, Embu-Guacgu, S.P.). O
tempo médio entre a anestesia e 0 inicio do procedimento cirdrgico foi de
aproximadamente trés minutos, quando ndo mais havia sensibilidade dolorosa ao

manusear a pata do animal.
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4.6 Procedimento cirurgico

Os animais foram submetidos a tosquia abdominal com aparelho elétrico,
colocados na mesa cirurgica em decubito dorsal e feita antissepsia da regido
abdominal com polivinilpirrolidona-iodo a 1% (FIG. 6). Em seguida, procedeu-se a
celiotomia mediana com 3cm de extensao.

Apos identificacdo do ceco, foi realizada secgéo transversal completa do
coOlon a 3 cm distais ao mesmo (FIG. 7).

A seguir foi realizada anastomose término-terminal, com pontos
separados, sutura invertente, com fio inabsorvivel de polipropileno 5-0 (Prolene® 5-0,
Ethicon, Sao José dos Campos, Sao Paulo) (FIG. 8). O fechamento da aponeurose
foi realizado com sutura continua com mononylon 3-0 (Mononylon® 3-0, Ethicon, S&o
José dos Campos, Sdo Paulo) e a pele foi fechada com sutura continua com

mononylon 3-0.

FIGURA 6 — Animal posicionado para intervengao cirirgica. Tosquia realizada.

Linha tracejada: marcacdo do local da celiotomia.
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FIGURA 7 - Local da colotomia e para a realiza¢do da

anastomose (seta) C: ceco.

FIGURA 8 - Anastomose (seta)

Os animais dos grupos lll e IV tiveram suas anastomoses reforcadas com o
uso da cola biologica. Apoés a realizacdo da sutura, o intestino foi tracionado com um
ponto de reparo sobre a linha de sutura. A seguir foi aplicada a cola biolégica
diretamente sobre a linha de sutura em toda a sua extensao. Apés um periodo de 20
minutos, o ponto de reparo foi seccionado e o segmento intestinal foi reposicionado
na cavidade peritoneal para posterior sintese da parede abdominal (FIG. 9).
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FIGURA 9 — Aplicacdo do adesivo de fibrina sobre

a linha de sutura

4.7 Analgesia pGs-operatoria

O analgésico, Dipirona sodica gotas, na dose de 20mg/Kg de peso, foi

dissolvido em &gua e oferecido de forma continua, conforme protocolo do biotério.

4.8 Reoperacgao

Setenta e duas horas apdés a intervencdo cirargica, todos os animais
foram anestesiados com a mesma técnica anterior e submetidos a nova celiotomia.
Os segmentos intestinais anastomosados foram identificados, as aderéncias foram
delicadamente desfeitas e os segmentos intestinais foram ressecados com margem

de 2cm de distancia proximais e distais da anastomose (FIG 10).
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FIGURA 10 - Segmento intestinal contendo anastomose

A eutandsia consistiu em aspirar cerca de 4ml de sangue da veia cava
dos animais, o que levava a parada cardiorrespiratoria.

Os segmentos intestinais ressecados, contendo a linha de sutura, foram
submetidos a andlise fisica por meio da medida da pressdo de ruptura e analise

histologica para avaliacdo da cicatrizacéo.

4.9 Presséao de ruptura

Os segmentos intestinais ressecados foram cateterizados com cateter de
Nelaton, nimero 6. Foi injetada solucéo fisiolégica a 0,9% para remocédo de restos
de fezes no interior do lumen intestinal. A seguir foi fechada a outra extremidade da
alca com fio de seda 3-0 (Seda® 3-0, Ethicon, S&o José dos Campos, S&o Paulo).
Um tubo de borracha com duas saidas independentes foi conectado ao cateter. Uma
das saidas foi conectada a compressor de ar, que insuflou o segmento do intestino,
e a outra conectada a medidor digital de presséo (FIG. 11).
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FIGURA 11 - Dispositivo para medida da presséo de ruptura.
Compressor (C). Esfigmomandmetro digital (E).

Cateter de Nelaton (N). Segmento intestinal (1).

Os segmentos intestinais eram imersos em recipiente contendo agua, de
modo que ficassem completamente submersos (FIG 12). Foram submetidos a
insuflacdo continua com ar até sua ruptura, observada quando aparecessem bolhas
de ar no liquido do recipiente. A medida que os segmentos intestinais eram
insuflados, o medidor de presséao registrava os valores de pressao intraluminal. Apés
a ruptura intestinal foi verificada a pressdo maxima, registrada no aparelho, capaz de

provocar a ruptura do intestino.

FIGURA 12 - Dispositivo para medida da presséo de ruptura
Esfigmomandmetro digital (E).
Cateter de Nelaton (N).Recipiente com agua (R).
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4.10 Analise histologica / Hematoxilina-eosina

Terminada a analise da pressdo de ruptura, 0s segmentos intestinais
foram abertos em suas faces anti-mesentéricas, lavados com solugéo salina a 0,9%
e fixados em solucéo de formalina a 10%.

Em seguida foram fixados em bloco de parafina, cortados em micrétomo,
de modo que a linha de sutura fosse envolvida nos cortes, divididos em duas
metades iguais (cada metade da anastomose foi submetida a uma analise
histolégica com coloracédo diferente) e metade da anastomose corada pela coloragéo
hematoxilina-eosina. A analise foi feita em microscépio 6ptico convencional NIKON E
400. Foi realizada analise preliminar panoramica com aumento de 100 vezes
(objetiva 10 X e ocular 10 X) para selecdo do campo a ser analisado com o maior
aumento. A andlise definitiva do processo de cicatrizacdo e seus constituintes foi
realizada com aumento de 400 X (objetiva de 40 X e ocular de 10 X).

A mucosa foi avaliada quanto a presenca (ou auséncia) de solucdo de
continuidade, crosta fibrino leucocitaria, edema e reepitelizagdo. Avaliou-se ainda a
presenca e as caracteristicas do infiltrado inflamatério e a espessura da camada
muscular. Com relacdo a camada submucosa, foram avaliadas a presenca e as
caracteristicas das neoformacdes vascular e conjuntiva. A camada muscular propria
foi avaliada quanto a presenca (ou auséncia) de hipertrofia e de plexos nervosos e,
por fim, na serosa foi avaliada a presenca de hialinizagdo vascular.

Empregou-se protocolo com base na Escala de Ehrlich & Hunt modificada
onde foram atribuidos pontos de acordo com as caracteristicas encontradas com
pontuacdo maxima de dezoito pontos, o que representaria maior exacerbacdo do
processo de cicatrizagdo. (QUADRO 3).

A cada animal foi atribuido um total de pontos tornando possivel aplicar

andlise estatistica para avaliar os parametros de cicatrizagcao.
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QUADRO 3

Escala de Ehrlich e Hunt modificada por Biondo-Simdes

Parametros 0 1 2 3
Depdsito de ausente discreto moderado intenso
colageno
Neoformacao| ausente discreta moderada intensa
conjuntivo-
vascular
Infiltrado ausente discreto moderado intenso
inflamataorio
Padrao do ausente |linfoplasmocitario | granulocitico | neutrofilico
infiltrado
inflamataorio
Epitélio solucéo de integro
continuidade
Hipertrofia ausente presente
da muscular
Proliferacao ausente discreta moderada intensa
fibroblastica
Plexos rarefeitos acentuados
nervosos

4.11 Analise histolégica / Densitometria do colageno

Os cortes histologicos (contendo a segunda metade da anastomose)
foram corados com o corante Sirius Red F3AB e a seguir avaliados com luz
polarizada para diferenciacéo das fibras colagenas.

O método utiliza a coloracdo de Van Gieson (picrofuccina), empregada

pela primeira vez em técnicas histologicas em 1889. O corante acido reage com as
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moléculas de coldgeno aumentando a sua birrefringéncia. Por meio da correlagéo
entre as diferentes cores e a intensidade da birrefringéncia é possivel diferenciar os
tipos de colageno existentes na amostra do tecido estudado. O colageno maduro
(tipo 1) apresenta fibras espessas, fortemente birrefringentes e de coloracdo amarelo,
laranja ou vermelho. Ja o colageno imaturo ou neoformado (tipo Ill) apresenta fibras
finas e de coloracdo esverdeada. A proporcao de fibras maduras e imaturas permite
a avaliacao quantitativa da cicatrizacéo.

Calculou-se a porcentagem de fibras de colageno tipos | e Ill por campo
de grande aumento a microscopia 6ptica, a seguir foi estabelecida a razdo entre as
porcentagens. Com isso pode-se comparar a concentracdo de colageno neoformado

nos diferentes grupos.

4.12 Anédlise estatistica dos dados

Os dados foram analisados usando o programa estatistico “one-way
ANOVA” (analise de variancia), com o teste “Post Hoc de Tuckey” para as variaveis
paramétricas, considerando valor de p<0,05 como significativo.

Para as variaveis nao paramétricas, foi utilizado o método de “Kruskal —
Wallis” com o teste posterior de “Mann-Whitney”, também considerando valor de

p<0,05 como significativo.



RESULTADOS
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5.1 Dados clinicos e peroperatorios

N&do houve o6bito nos animais do estudo nem foram observadas outras
complicacBes clinicas. Todos o0s animais perderam peso entre os dias do
procedimento cirdrgico e a reoperacdo, mas sem diferenca significativa entre os
grupos.

Durante a reoperacdo ndo foram encontrados abscessos de parede
abdominal ou intra-peritoneais nem evidéncias de vazamentos ou fistulas. Em todos
0os animais foram encontradas aderéncias adjacentes a anastomose. Todas eram

frouxas e foram facilmente desfeitas sem que houvesse danos a anastomose.

5.2 Pressao de ruptura

No Grupo | (controle) observou-se variacao de presséo de ruptura de 38 a
54mmHg, com média de 47mmHg. O Grupo Il (campo) apresentou uma variacao de
50 a 95 mmHg com média de 72,8 mmHg. O Grupo lll (cola) a variacao foi de 54 a
98 mm Hg, com média de 73,5 mmHg. J& o Grupo IV (campo + cola), apresentou
variagcdo de 56 a 99 mmHg com média de 74 mmHg. (TAB 1).

TABELA 1
Resultado das medidas de presséo de ruptura nos grupos em mmHg
Grupos Pressédo minima Pressdo maxima Média
| (controle) 38 54 47
Il (campo) 50 95 72,8
lll(cola) 54 98 73,5
IV(campo +cola) 56 99 74

O Grupo Il (campo) apresentou aumento da diferenca das pressdes de
ruptura de 25,8 + 3,8mmHg em relacdo ao Grupo | ( controle), com p<0,001. O

Grupo Il (cola) apresentou um aumento de 26,5 + 3,8mmHg em relagéo ao Grupo |
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(controle) com p<0,001. O Grupo IV (campo + cola) apresentou um aumento de 27 +
3,8mmHg em relacdo ao Grupo | (controle) com p<0,001.

O Grupo 1l (cola) apresentou aumento de 0,7+ 3,8mmHg em relacdo ao
Grupo II, com p>0,05. O Grupo IV (campo +cola) apresentou aumento de 2,8+ 3,8
mmHg em relagdo ao Grupo Il (campo) com p>0,05.0 Grupo IV apresentou um
aumento de 0,5 + 3,8mmHg em relacdo ao Grupo Il (cola) com p>0,05 (TAB 2).

TABELA 2

Comparacéo entre 0 aumento das medidas de presséo de ruptura (mmHg) entre os

grupos
Grupos Diferenca + DP p
Il (campo) /| (controle) 25,8+ 3,8 p <0,001*
lll (cola) /I (controle) 26,5+ 3,8 p <0,001*
IV (campo + cola) /| (controle) 27 £3,8 p <0,001*
Il (cola) /1l (campo) 0,7+ 3,8 p > 0,05
IV (campo + cola) / Il (campo) 2,8 £3,8 p > 0,05
IV (campo + cola) / Il (cola) 05+3,8 p > 0,05

DP: desvio padréo

* . resultado com significAncia estatistica

5.3 Andlise histologica / Hematoxilina-eosina

A variacdo no escore de pontos baseado na Escala de Ehrlich & Hunt
modificada do Grupo | (controle) foi de 5 a 7, com média de 5,9. O escore do Grupo
Il (campo) variou entre 8 e 12, com média de 10,2. Ja o grupo lll (cola) apresentou
variacdo de 5 e 8, com média de 6,5 e o Grupo IV ( campo + cola) variou entre 8 e
13 com média de 10,5. O resultado entre a variagdo de pontos do escore esta

demostrado na tabela 3.
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TABELA 3
Variacdo de pontos do escore nos grupos do estudo
Grupos Variacao de pontos (0 -18) Média de pontos
| (controle) 5-7 59
Il (campo) 8-12 10,2
[l (cola) 5-8 6,5
IV (campo + cola) 8-13 10,5

O Grupo Il (campo) apresentou aumento de 4,3 pontos no escore em relagcao
ao Grupo | (controle) com p<0,05. O Grupo Ill (cola) apresentou aumento de 0,6
pontos em relacdo ao Grupo | (controle) com p>0,05. O Grupo IV (campo + cola)
apresentou aumento de 4,6 pontos em relacdo ao Grupo | (controle) com p<0,05.

O Grupo Il (campo) apresentou aumento de 3,7 pontos relagdo ao Grupo Il
(cola) com p<0,05. O Grupo IV (campo + cola) apresentou um aumento de 4 pontos
em relacédo ao grupo Il (cola) com p<0,05 e um aumento de 0,3 pontos em relagcéo

ao Grupo Il (campo) com p>0,05. (TAB 4).

TABELA 4
Comparacéo entre 0 aumento do nimero de pontos do escore entre 0S grupos
Grupos Aumento de pontos P
Il (campo) /| (controle) 4,3 p < 0,05*
[l (cola) /I (controle) 0,6 p>0,05
IV (campo +cola) /| (controle) 4.6 p < 0,05*
Il (campo) /Il (cola) 3,7 p < 0,05*
IV (campo +cola) / Il (cola) 4 p < 0,05*
IV (campo +cola) / Il (campo) 0,3 p > 0,05

* : resultado com significancia estatistica
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5.4 Andlise histolégica / Densitometria do colageno

Os cortes das laminas corados com Sirius Red permitiram a diferenciacéo
entre a coloracdo dos colagenos tipos | e Ill. Com isso foi possivel estabelecer uma
relacdo entre as porcentagens da deposicdo coldgeno novo em relacdo ao antigo
(FIG. 13).

Figura 13 - Fotomicrografia de corte histolégico da zona da anastomose mostrando
depdsito moderado de colageno. A esquerda: Picrosirius (fibras de colageno tipo
| da submucosa s&o coradas de laranja) A direita: HE. SM: submucosa.

Dividindo o valor da porcentagem de colageno tipo Il pelo valor da
porcentagem do colageno tipo | encontramos o valor da razdo. Quanto maior o valor
da razdo, maior o valor da porcentagem de colageno tipo lll.

A razdo entre as porcentagens de colageno encontradas no Grupo | (controle)
variou entre 0,11 e 0,25, com média de 0,17. O Grupo Il (campo) apresentou
variacdo entre 0,25 e 0,53, com média de 0,38. O Grupo lll (cola) apresentou
variacdo entre 0,11 e 0,25, com média de 0,17 e o Grupo IV (campo +cola)
apresentou variagcdo entre 0,25 a 0,53, com média de 0,38.(TAB 5).

TABELA 5

VariacOes entre as porcentagens de colageno nos grupos do estudo

Grupos Variacdo entre as razfes de colageno Média
| (controle) 0,11-0,25 0,17
Il (campo) 0,25-0,53 0,38
11l (cola) 0,11-0,25 0,17

IV (campo + cola) 0,25-0,53 0,38
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O grupo Il (campo) apresentou aumento de 0,21 + 0,03 em relagcdo ao Grupo |
(controle) (p<0,05). Ndo houve aumento entre os grupos lll (cola) e | (controle),( p =
1). O Grupo IV (campo + cola) apresentou aumento de 0,21 + 0,03 em relacédo ao
Grupo | (controle), (p<0,05).

O grupo Il apresentou aumento de 0,21 £+ 0,03 em relacéo ao Grupo Il
(cola),( p<0,05). O grupo IV (campo + cola) apresentou aumento de 0,21 £+ 0,03 em
relacdo ao Grupo Il (cola), (p<0,05). Nao houve aumento entre os grupos IV (campo
+ cola) e Il (campo), (p=1). (TAB 6).

TABELA 6
Aumento entre as proporc¢des de colageno entre 0s grupos

Grupos Aumento + DP p
[l (campo) / | (controle) 0,21 £ 0,03 p < 0,05*
[l (cola) / | (controle) 0 p=1
IV (campo + cola) / | (controle) 0,21 £ 0,03 p < 0,05*
[l (campo) / lll (cola) 0,21 £ 0,03 p < 0,05*
IV (campo + cola) / lll (cola) 0,21 + 0,03 p < 0,05*
IV (campo + cola) / Il (campo) 0 p=1

DP: Desvio padrdo

* : resultado com significancia estatistica



DISCUSSAO
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6.1 Modelo Experimental

O marcante avanco do conhecimento sobre o processo de cicatrizacao
intestinal durante o século passado contribuiu para a reducdo das complicacdes
relacionadas as anastomoses gastrointestinais. Ainda assim, a possibilidade de
deiscéncias de sutura, vazamentos e fistulas continua sendo temida pelos cirurgides,
0 que motiva a pesquisa de fatores que possam interferir no processo fisiolégico da
cicatrizacao.

As complicacdes relacionadas as cirurgias do colon séo graves e temidas
pelos cirurgibes. O elevado numero de bactérias contido nas fezes associa as
complicacBes a quadros infecciosos graves. Outro fator agravante, quando ocorrem
complicac@es relacionadas a cicatrizacdo, € o PH alcalino do contetudo coldnico que
€ pouco irritante para o peritdnio. Assim, 0s pacientes podem apresentar quadros de
infecgbes sistémicas graves sem apresentarem sinais e sintomas precoces de
peritonite.

O uso terapéutico de campos eletromagnéticos na pratica cirargica é
recente e ainda pouco difundido, sendo o mecanismo de acdo sobre o processo de
cicatrizagdo pouco conhecido.

O uso de adesivos biolégicos em cirurgia € notadamente maior que o do
eletromagnetismo. Sua aplicacdo ultrapassa os limites da cirurgia experimental ja
sendo utilizados na pratica clinica.

A realizacdo de ensaio experimental em modelo animal justifica-se pelo
fato de ndo serem ainda bem estabelecidos os riscos do uso do eletromagnetismo
para o organismo. Ainda nao foram definidas faixa de intensidade de campo, nimero
de horas de exposicdo e frequéncia de corrente segura. Nao foram encontrados,
com base na revisao de literatura, estudos em humanos sobre o uso de campos
eletromagnéticos no aprimoramento da cicatrizagdo de anastomoses
gastrointestinais. Com relacdo ao adesivo de fibrina, existem estudos semelhantes
na literatura quanto ao seu uso isolado, porém nao foram encontrados estudos que o
associem a campo eletromagnético.

Ratos da raca Wistar foram escolhidos devido ao seu facil manuseio em
biotério, serem passiveis de realizacdo de anastomoses intestinais, e por terem sido
0S animais utilizados nas pesquisas encontradas na literatura que associam a

19,20,40,42

cicatrizacdo intestinal a campo eletromagnético. Quanto aos adesivos
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bioldgicos, existem estudos realizados nesses animais e também em outras
espécies.54‘63’64‘65

O numero de dez animais por grupo foi escolhido por ser suficiente para a
aplicacao dos testes estatisticos sem ferir os principios éticos para a realizacdo de
pesquisas em animais. Devemos sempre utilizar o menor numero possivel de
animais que seja suficiente para a validacéo estatistica da pesquisa. O numero de
animais utilizado foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisas animais da UFJF.

O codlon foi o orgao escolhido devido a gravidade das complicacdes
relacionadas a falha no processo de cicatrizagdo na pratica clinica. Nos estudos
sobre cicatrizacdo de anastomoses de coOlon os autores tém utilizado a porcao
intraperitoneal do colon, evitando o reto extra-peritoneal (local mais dificil de acessar
e realizar a anastomose). 1819204042

O material utilizado para a sutura intestinal (polipropileno 5.0) e a técnica
cirtrgica adotada para a sutura (pontos separados, plano Unico e sutura invaginante)
foram escolhidos devido a sua utilizacdo na préatica clinica bem como seus
beneficios ja terem sido demonstrados cientificamente.” Ndo ha consenso na
literatura quanto ao tipo de fio ou a técnica de sutura ideais. Existe uma tendéncia a
maior utilizacdo de fios sintéticos, monofilamentares e absorviveis como a
polidioxanona, que vem ganhando espago nas cirurgias colorretais, mas fios
multifilamentares e inabsorviveis como a seda ainda séo utilizados. Nao acreditamos
qgue o fio de sutura escolhido possa ter tido influéncia nos resultados do estudo. A
sutura mecéanica com grampeadores também vem sendo cada vez mais utilizada. A
despeito dos maiores custos, a facilidade técnica para confeccdo da anastomose
com sua utilizacdo e a diminuicdo do tempo cirdrgico tornam tais materiais atrativos
para os cirurgibes. Seu emprego em anastomoses colbnicas apresenta taxa de
fistulas semelhantes a sutura manual. Também ndo acreditamos que a técnica
cirurgica empregada tenha tido influéncia nos resultados do estudo.

N&o houve Obitos ou complicacdes tais como deiscéncia de sutura,
vazamentos ou fistulas em nenhum dos animais do estudo. Também ndo houve
perda significativa de peso nos animais Talvez o periodo curto de observacgéao (72
horas) possa explicar este fato.
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6.2 Efeitos do campo eletromagnético sobre a cicatrizagdo intestinal

O campo eletromagnético desenvolvido para o presente estudo foi
baseado nos campos utilizados por Mentes et al., em 1996, e Nayci et al., em 2001.
Um solendide percorrido por uma corrente elétrica gerou um campo eletromagnético
externo aos animais que foram colocados em seu interior. **°

Em trabalho anterior, para dissertacdo de Mestrado, foram estudados os
efeitos do campo eletromagnético dinamico aplicado no pré e no pdos-operatorio
sobre a cicatrizagdo de anastomoses coldnicas de ratos. O campo eletromagnético
foi gerado pela mesma bobina do trabalho atual com as mesmas caracteristicas de
intensidade de campo e periodo de exposicdo. Nao foram encontradas alteracdes
significativas quando a aplicagcdo ocorreu no pré-operatorio. A aplicacdo no pos-
operatorio apresentou efeitos positivos sobre a cicatrizacdo, em todos os parametros
avaliados, 0 que motivou a sua aplicacdo no presente estudo. Foram utilizados os
mesmos parametros para avaliacdo nos dois estudos e os resultados encontrados
foram muito semelhantes quando da aplicacdo do campo eletromagnético no pos-
operatorio. **

A freqUéncia da corrente elétrica geradora do campo foi de 60 Hz. No
estudo de Mentes et al., em 1996, a frequéncia utilizada foi de 100 Hz, ja nos
estudos de Nayci et al., em 2001 e 2003, a frequéncia foi de 50 Hz. Ahmandians et
al, em 2006, utilizaram a mesma intensidade de campo com frequéncias variaveis
de 25 Hz, 50 Hz e 100 Hz.'®12°%2 Qg autores encontraram resultados mais
favoraveis a frequéncia de 25 Hz. As frequéncias entre 10 Hz e 300 Hz sdo as mais
indicadas para estudos experimentais em modelo animal, por ndo terem sido
observados efeitos deletérios aos animais.®

As intensidades dos campos eletromagnéticos nos estudos experimentais
precedentes para avaliacdo da cicatrizacdo de anastomoses foram: 1 mT e 2 mT,1
mT e 4 mT, e 10,76 mT. 192042 0 presente estudo utilizou um campo magnético de
10,04 mT de intensidade. De acordo com Cridland et al., em 1996, as intensidades
de campos magnéticos em estudos experimentais variam de 0,2 pT a 20 mT. ¢ N&o
ha até o presente estudo sobre a intensidade ideal do campo capaz de produzir os
melhores efeitos sobre a cicatrizagéo.

A exposicdo dos animais ao campo magnético ocorreu em ciclos de duas

horas/dia com intervalos de 24 horas entre os ciclos a partir do pés-operatorio
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imediato (Grupos Il e IV). Mentes et al., em 1996, utilizaram ciclos de 18 horas/dia
em dois de seus grupos e um outro grupo com dois periodos de 6 horas/ dia. No
total os animais ficaram expostos 18 horas/dia e 12 horas/dia.®

Nayci et al., em 2001 e 2003,'*?° expuseram os animais a dois ciclos de
duas horas/dia, com intervalos de 10 horas entre os ciclos, num total de quatro
horas/dia. Ahmandians et al., em 2006,** utilizaram ciclos de 2,5 horas/dia com
intervalos de 21,5 horas entre os ciclos. Ainda ndo foram realizados estudos para
estabelecer o niumero de horas ideal para a exposicdo dos animais ao campo
eletromagnético.

No presente estudo foi utilizado o periodo de 2 horas, como Nayci et al.,
em 2001,%° porém em apenas um ciclo por dia. Tal opcéo baseou-se na aceitacéo de
gue o ideal seria expor os animais ao menor numero de horas possivel para
encontrar os efeitos desejaveis sobre a cicatrizacdo. Considerou-se também a
aplicacdo hipotética em humanos. Seria pouco pratico expor o paciente em periodo
de pos-operatorio por muitas horas a um aparelho gerador de campo
eletromagnético.

A escolha do periodo de 72 horas no pés-operatorio para as analises dos
parametros de cicatrizacdo teve o intuito de estudar as alteracdes cicatriciais na
transicao entre a primeira e a segunda fase da cicatrizacdo, que constitui um periodo
critico do processo. Greca et al., em 2000, em estudos sobre cicatrizagéo intestinal
em ratos, também analisaram as anastomoses no terceiro dia de pés-operatdrio por
considerarem este periodo como critico para a cicatrizacéo.>®

No presente estudo as pressdes de ruptura encontradas nos animais do
Grupo Il (campo) foram maiores que nos animais do Grupo controle com
significAncia estatistica. Quando comparados aos animais que tiveram suas
anastomoses reforcadas com o adesivo de fibrina (Grupo Ill), os animais do Grupo Il
apresentaram pressdo de ruptura pouco menor, porém ndo houve significancia
estatistica.

Em ralacdo a anadlise histolégica por meio da coloracdo hematoxilina —
eosina, 0S animais expostos ao campo eletromagnético (Grupo Il) tiveram um
aumento significativo de pontos do escore em relacdo aos animais do Grupo
controle. Quando comparados os resultados com os de Grupo Ill (cola) também

houve aumento significativo de pontos do escore. Quando comparado ao Grupo IV
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(campo + cola), onde também houve um aumento significativo de pontos em relagéo
ao Grupo controle, ndo houve diferenca com significAncia estatistica.

Quando estudamos isoladamente cada camada da parede intestinal,
observaram-se, com maior relevancia nos Grupo Il (campo) e IV (campo + cola),
diminuicdo do edema e um padréo de infiltrado inflamatorio caracterizado como
misto, ao contrario dos demais onde h& uma predominancia do infiltrado
polimorfonuclear. Com relacdo a submucosa, também houve maior tendéncia a
neoformacédo vascular e conjuntiva nos Grupos Il e IV em relacdo aos demais. Nao
houve estudo estatistico que comparasse cada camada da parede intestinal
isoladamente entre os grupos do estudo.

Nos estudos publicados que relacionam campo eletromagnético e cicatriza¢ao
intestinal os autores nado utilizaram analises histolégicas com coloracao
hematoxilina- eosina para avaliar a cicatrizagédo e sim as dosagens de hidroxiprolina.
Mentes et al., em 1996, Nayci et al, em 2001 e 2003 encontraram valores
significativamente maiores de hidroxiprolina nos animais expostos ao campo
eletromagnético que seus respectivos grupos controle. 81920

Outro método utilizado para avaliar a cicatrizacdo foi por meio da coloracéo
picrosirius-red F3BA. Comparando os resultados obtidos nos quatro grupos,
observou-se aumento na propor¢do de colageno Tipo Il nos animas do Grupo |l
(campo) e IV (campo + cola) em relacdo aos grupos Ill (cola) e controle. A
associacdo campo magnético e cola biologica utilizada nos animais do Grupo IV
apresentou as mesmas proporc¢des de colageno que 0s animais expostos apenas ao
campo eletromagnético (Grupo II).

O mecanismo por meio do qual o campo eletromagnético influencia no
processo de cicatrizacdo € desconhecido. Cridland et al., em 1996, demonstraram
aumento na proliferacdo de fibroblastos e na sintese de coldgeno de culturas de
tendbes de aves expostas a diferentes formas de ondas eletromagnéticas,
constatando aumento do niumero de mitoses. Os autores concluiram que tanto os
fibroblastos quanto o proprio colageno produzido sofreram efeitos das ondas
eletromagnéticas.>®

Goodman e Henderson, em 1986, encontraram aumento na proliferacao
de fibroblastos cultivados em meio de cultura quando foram expostos a campos

eletromagnéticos.®®
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Nursal et al., em 2006, realizaram experimento onde ratos submetidos a
anastomoses de célon foram expostos a campos eletromagnéticos por meio de uma
fonte geradora implantada no interior da cavidade abdominal dos animais.
Realizaram analise de parametros fisicos (pressdo de ruptura), histologicos e
bioquimicos (dosagem de hidroxiprolina). Avaliaram a cicatrizagdo das anastomoses
no terceiro e sétimo dias de pés-operatorio. Em nenhum dos grupos de estudo foram
encontradas variagfes significativas em relacdo as analises realizadas, concluindo
0s autores que, diferentemente de campos eletromagnéticos dinamicos, campos
eletromagnéticos estéticos ndo parecem exercer efeitos sobre a cicatrizacdo de
anastomoses intestinais.®’

As analises da cicatrizacdo, no presente estudo, foram realizadas apés 72
horas de poés-operatério, periodo onde ainda estdo presentes os efeitos da fase
inflamatoria da cicatrizacao e a producdo de colageno tipo lll ainda se encontra em
fase inicial. As analises dos resultados podem dar indicios do mecanismo de
atuacao do campo eletromagnético sobre o processo de cicatrizacdo. Uma hipotese
seria a aceleracdo do processo, com reducdo da fase inflamatoria e inicio mais
precoce da fase de fibroplasia. Outra hipétese seria apenas a influéncia sobre a
segunda fase, acelerando a producéo de colageno tipo Ill. Sdo necessarias analises
mais complexas para se chegar a conclusdo do mecanismo de atuacdo do campo
eletromagnético, como dosagens bioquimicas de mediadores de resposta
inflamatoria ou estudos de imunohistoquimica para diferentes tipos de colageno.

Andlises em fases mais tardias da cicatrizacdo também s&do necessarias.

6.3 Efeitos do adesivo de fibrina sobre a cicatrizag&o intestinal

Os estudos sobre os adesivos de fibrina e suas aplicagbes nas anastomoses
intestinais data do inicio do século XX, com maior énfase a partir dos anos 70.
Ainda é controverso o exato mecanismo de acdo dos adesivos de fibrina sobre a
cicatrizacdo intestinal, pois o0s resultados das pesquisas sobre o tema s&o
contraditérios.

Foram descritos efeitos positivos dos adesivos de fibrina sobre a cicatrizacéo

como a producdo de hemostasia local, o estimulo ao fluxo de macrofagos com a
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producgédo de fatores que favorecem a angiogénese, a proliferagéo de fibroblastos e a
producéo de colageno. "%7°

O uso isolado dos adesivos de fibrina como método de confeccdo de
anastomoses intestinais tem sido restrito a estudos experimentais. Na pratica clinica
vem sendo utilizados em associa¢do a métodos convencionais de sutura (manual ou
mecanica). Por esta razdo, optamos por utilizar o adesivo se fibrina como reforgo na
anastomose constituida por sutura manual de pontos separados com polipropileno
5.0.

As analises de pressao de ruptura mostram que os Grupos onde se utilizou o
adesivo de fibrina isoladamente (Grupo IlI) ou em associagdo com campo
eletromagnético (Grupo 1V) foram significativamente maiores que no grupo controle,
0 que corrobora o resultado de alguns estudos.>*®*® Também foram encontrados
resultados contrarios em outros trabalhos, onde ndo houve aumento da pressao de
ruptura quando se usou o adesivo de fibrina para confeccbes de anastomoses
intestinais.** Quando comparados ao Grupo Il (campo), também foram encontrados
valores mais altos de presséo de ruptura, porem sem significancia estatistica.

Por outro lado, os resultados da analise histol6gica realizada com a coloracao
hematoxilina-eosina ndo mostram efeitos do adesivo de fibrina sobre a cicatrizagao
intestinal no presente estudo.

O Grupo lll (cola) apresentou aumento de pontos do escore em relacdo ao
grupo controle, mas ndo houve significancia estatistica. Quando comparado ao
Grupo Il (campo), o total de pontos do escore foi significativamente menor assim
como quando a comparacdo se deu com o Grupo IV (campo + cola) o que sugere
gue o aumento de pontos do grupo IV em relacdo ao grupo controle se deva a
exposicao ao campo eletromagnético e ndo ao uso do adesivo de fibrina.

Estudos mostraram resultados contraditérios em relagdo ao uso dos adesivos
de fibrina em relacéo a cicatrizagcédo intestinal, baseados em avaliacao histoldgica.
Foram encontrados aumento nos marcadores de imunohistoquimica para
angiogénese, porém marcadores para deposicdo de coldgeno e atividade de
fibroblastos ndo foram diferentes em relacdo aos respectivos grupos controle dos
estudos. ®** No estudo de Karagoz Avci, et al, em 2011, ndo houve diferenca
estatistica em relacdo a dosagem de hidroxiprolina e analise histolégica entre ratos
submetidos a tratamento de lesdo de duodeno com adesivo de fibrina ou com sutura

simples.®®
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Os resultados da analise histologica da densitometria do colageno através da
coloracdo Sirius Red sao semelhantes aos encontrados com a coloracdo
hematoxilina-eosina. Nao houve aumento de colageno neoformado no grupo il
(cola) em relacdo ao grupo controle. Ja os grupos Il (campo) e IV (campo + cola),
apresentaram aumento significativo de coldgeno neoformado em relacdo aos grupos
[l (cola) e | (controle), porem ndo houve diferenca entre si. Os resultados sugerem
gue o aumento de colageno neoformado se deva a exposi¢do dos animais ao campo
eletromagnético e ndo ao uso do adesivo de fibrina.

As andlises dos resultados mostram que os adesivos de fibrina tiveram
importante papel no aumento da pressao de ruptura intestinal nos animais onde foi

utilizado como reforco da anastomose, atuando como selante.

6.4 Efeitos da associacdo entre campo eletromagnético e cola bioldgica

sobre a cicatrizacéo intestinal

N&o encontramos na literatura estudos onde se associaram campos
eletromagnéticos a adesivos de fibrina como fatores adjuvantes em cicatrizacao.

Serdo analisados os resultados do Grupo IV (campo + cola) em relacdo aos
demais grupos do estudo.

Em relacdo a medida de presséo de ruptura, houve aumento significativo dos
valores do Grupo IV em relacdo ao Grupo controle, mas ndo em relacdo aos grupos
onde foram empregados isoladamente o adesivo de fibrina (Grupo Ill) e 0 campo
eletromagnético (Grupo Il). Era esperado aumento da presséo de ruptura quando se
associassem o0s dois fatores uma vez que, usados isoladamente, ambos
apresentaram aumento dos valores de pressao de ruptura em relagdao ao Grupo
controle.

Quanto aos resultados das analises histolégicas, o Grupo IV apresentou
valores mais elevados no escore da analise H.E. e maior propor¢cao de colageno
neoformado que os Grupos controle e Ill, porem apresentou valores semelhantes em

relacdo ao Grupo Il, onde se empregou o campo eletromagnético isoladamente.



47

Parece que o “fator” campo eletromagnético, isoladamente, foi o responsavel pela

melhora do processo de cicatrizacao.

6.5 perspectivas futuras

O presente trabalho faz parte de uma linha de pesquisa onde procuramos
estudar fatores intervenientes sobre a cicatrizacdo tecidual. J& estudamos a
influéncia do campo eletromagnético sobre a cicatrizacdo de anastomoses colbnicas,
guando aplicado no pré e no pds-operatério, e agora sua utilizacdo concomitante
aso adesivos de fibrina.

S0 necessérios estudos onde se avalie periodos de exposicdo diferentes ao
campo eletromagnético, assim como suas caracteristicas (intensidade, frequéncia,
tipo de fonte geradora), para que se possam estabelecer quais as condicfes de
melhor influéncia sobre a cicatrizacao intestinal e seus possiveis riscos a integridade
tecidual dos animais de estudo.

Também objetivamos avaliar o processo de cicatrizacdo por meio de outros
métodos descritos na literatura. Analises bioquimicas de marcadores de resposta
inflamatoria, imunohistoquimica para colageno entre outros poderiam nos dar
indicios do real mecanismo de atuacdo do eletromagnetismo sobre a cicatrizacédo
tecidual.

O trabalho também abre perspectivas para a associacdo entre diferentes
fatores adjuvantes que possam interferir sobre a cicatrizacdo tecidual por meio de

mecanismos diferentes.
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CONCLUSOES
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Por meio do presente estudo conclui-se, a partir de 72 horas de poés-

operatorio de anastomoses de colon de ratos, que:

e O campo eletromagnético melhorou a cicatrizagdo, quando

aplicado isoladamente, considerando parametros fisicos e histolégicos.

e O adesivo de fibrina aumentou a pressdo de ruptura agindo
como selante da anastomose , quando aplicado isoladamente, porém nao

foram encontradas alteracdes histoldgicas.

e A associacdo entre o campo eletromagnético dindmico e o
adesivo de fibrina se mostrou benéfica sobre a cicatrizacdo, mas nao foram
encontradas alteracdes significativas em relacdo ao uso isolado do campo

eletromagnético.
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FAC['LDADE_DE MEDICINA .
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533

Belo Horizonte — MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640

ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO DE LUIZ HENRIQUE SILVA
BORSATO, n° de registro 2010654158.

As nove horas do dia 17 de dezembro de dois mil e doze, reuniu-se na Faculdade
de Medicina Universidade Federal de Minas Gerias, a Comissdo Examinadora de
tese indicada pelo Colegiado do Programa, para julgar, em exame final, o trabalho
intitulado: “EFEITOS DO CAMPO ELETROMAGNETICO DINAMICO E DO
ADESIVO DE FIBRINA, USADOS SEPARADAMENTE OU EM ASSOCIACAO,
SOBRE A CICATRIZAGAO DE ANASTOMOSES COLONIAS DE RATOS.”,
requisito final para a obtengdo do grau de Doutor em Ciéncias Aplicadas a Clrurgla
e a Oftalmologia, pelo Programa de Poés-Graduagéo, em Ciéncias Aplicadas a
Cirurgia e a Oftalmologia. Abrindo a sess&o, o Presidente da Comissao, Prof.
Claudio de Souza, apdés dar a conhecer aos presentes o teor das normas
regulamentares do trabalho final passou a palavra ao candidato para
apresentagao de seu trabalho. Seguiu-se a arguicdo pelos examinadores, com a
respectiva defesa do candidato. Logo apos, a Comisséo se reuniu sem a presenca
do candidato e do publico para julgamento e expedi¢ao do resultado final. Foram
atribuidas as seguintes indicagbes:

Prof. Claudio de Souza/Orientador Instituicdo: UFMG Indicagéo: Gt—bro%«-éa
Prof. Tarcizo Afonso Nunes Instituicao: UFMG Indicagéo:fj/l""”“\@
Prof. Jodo Baptista de Rezende Neto Instituicdo: UFMG Indicagéo:w
Prof. Cicero de Lima Rena Instituicdo: UFJF Indicagéo:g@wv@&o
Profa. Maria Cristina Vasconcelos Furtado Instituicdo: UFJF Indicagéo: gtmocm‘t;

Pelas indicagdes, o candidato foi considerado Ct/yw crads o

O resultado final foi comunicado publicamente ao candidato pelo Presidente da
Comissao. Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a sess&o e lavrou a
presente ATA, que sera assinada por todos os membros participantes da
Comissao Examinadora. Belo Horizonte, 17 de dezembro de 2012.

Prof. Claudio de Souza/Orientador &:M&C,&v&\

Prof. Tarcizo Afonso Nunes N

Prof. Jo&o Baptista de Rezende Neto (W‘

Prof. Cicero de Lima Rena (m é" gu&\ oo g,

Profa. Maria Cristina VVasconcelos Furtado / \r RN @»MWA%
Prof. Marcelo Dias Sanches/Coordenador %/\C ; ’“/i /C/v

Obs.: Este documento néo tera validade sem a assmatura e carimbo do Coor;énador.
Prof. Marcsio Dies Sanches
Coontenatr do Programe de s-oadack =
Oincias Aglicadas 3 Crurg ¢ 3 ORamemee
Facuidade de MedicraAPC
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FACULDADE DE MEDICINA
CENTRO DE POS-GRADUACAO

Av. Prof. Alfredo Balena 190 /sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640

DECLARACADO

A Comissdo Examinadora abaixo assinada, composta pelos Professores Doutores,
Claudio de Souza /Orientador, Tarcizo Afonso Nunes, Jodo Baptista de Rezende
Neto, Cicero de Lima Rena, Maria Cristina Vasconcelos Furtado aprovou a defesa da
Tese intitulada: “EFEITOS DO CAMPO ELETROMAGNETICO DINAMICO E
DO ADESIVO DE FIBRINA, USADOS SEPARADAMENTE OU EM
ASSOCIACAO, SOBRE A CICATRIZACAO DE ANASTOMOSES COLONIAS
DE RATOS.”, apresentada pelo Doutorando LUIZ HENRIQUE SILVA BORSATO,
para obtengdo do titulo de Doutor em Ciéncias Aplicadas a Cirurgia e a
Oftalmologia, pelo Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Aplicadas a Cirurgia e a
Oftalmologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais,
realizada em 17 de dezembro de 2012.

Prof. Claudio de Souza
Orientador

4 T ~
Prof. Ta rcim Nunes

o

_Prof. Jodo Baptista de Rezende Neto

O;Zc/cc_,o cf é/)\,\_% CJ
.
Prof. Cicero de Lima Rena s

! b \s\ﬂwbcwwom;vln—&)

rofa. Maria Cristina Vasconcelos Furtado



UNTVERSIDADE FEDERAL DE Juiz DE FORA

PRORFITORIA DEPESQUISA
Comissio de Etica na Experimentacio Awnimal

CERTIFICADO

Cartificamos gus o Protoecole o 041/2010 - CEEA sobee "ERTUDD DS EFEITOSR
DO CAMPO ELETROMAGNETICO DINAMICO E DO ADESIVO DE FIEFIMA,
USADOE SEPARADAREINNTEOU ELI HSSEHZIN;LELD: SOEFE A CIEATRIEN;;ELG
DE AWNASTOROSES INTESRTINAILS. WODELD EXPEFILMENTAL EN FATOE.",
projeto de pesquiza 2ob & responeshilidads da CLAUDIO DE SOUSA, asta da acordo
com os Principics Eticos na Experimentacio Animal adotados pelo Colésio Brasilsiro
de Exparimantacio Animal (COBEA), = foi aprovado pala COMIS 5AO da ETICA NA
EXPEFILWVENTAL AQ ANTMAL {CEEA) da PR.O-REITORIA DE PESQUISATFIF,

em-r=pnidn realizads am 190112010

CERTIFICATE

Wz gertify that the protocol n® 0412010 - CEEA shout “ESTUDD DS EFEITOS
DO CAMPO ELETROMAGNETICO DINAMICO E DO ADESIVO DE FIBRIMNA,
UBADDE SEPAPADANENTEOU EM A.ES&EIN;LE.D: S0BFE A EIEATF_TE.N;AD
DE AMNASTOROSES INTESTIVAILS. MODELO EXPERMENTAL EW BATOR™ -
CLAUDIO DE S50US A - isinasrssment with the Ethical Principiss in Animal Fesesrch
adoptad by Brazilisn Collaza of Animal Experimentation (COBEA) and was approvad
by the PRO-REITORIA DE PESQUISATUFIF - ETHICAL COMMITTEE FOFR
ANIMAT FESEAFCH {CEEA) in 19112010

Juiz de Fors, 19 de novembro de 2010

Presidente'CEEA Secretario/CEE A
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