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RESUMO

Introdugao: A complicagdo mais temida na cirurgia intestinal é a deiscéncia
anastomotica que esta intimamente relacionada a deficiéncia na cicatrizagcédo e pode
ocorrer em 2% a 15% dos pacientes operados. Esta complicacédo apresenta alto indice
de morbimortalidade, interfere nos resultados cirurgicos, aumenta custos hospitalares
e em casos oncoldgicos, piora o prognostico. Diversos fatores podem influenciar a
cicatrizacdo da anastomose célica, como por exemplo o mal estado nutricional. A
aplicacao de biomateriais tem sido muito estudada, como a fibrina rica em plaquetas
(PRF) que apresenta importantes propriedades na cicatrizagéo e na restauragao de
tecidos. Os possiveis efeitos benéficos da PRF na cicatrizagao intestinal motivaram a
realizagao deste estudo.

Objetivo: Avaliar os efeitos do PRF na cicatrizagdo de suturas intestinas em ratos.
Material e método: 40 ratos foram distribuidos em 4 grupos. Dois grupos foram
tratados com ragéo padrao e considerados nutridos (I e Il). Outros dois grupos foram
tratados com fuba, alimento pobre em proteinas e considerados desnutridos (1l e V).
Todos os animais foram submetidos a cecotomia e cecorrafia. Os grupos Il e IV
tiveram as suturas sobrepostas por membrana de PRF humano. Foram avaliados os
seguintes parametros: peso do animal, obito, local de ruptura, presséo de ruptura,
dosagem de colageno e dosagem de reticulina, na linha de sutura.

Resultados: o emprego do PRF n&o influenciou nos ébitos, na pressao de ruptura ou
no local de ruptura nos animais nutridos. Para os animais desnutridos, observou-se
diferenga significativa em relagéo ao local da ruptura (p=0,038) e na dosagem de
reticulina (p=0,040), quando foi utilizado o PRF. N&o houve diferengca com relagéo as
pressdes de ruptura, mas houve uma tendéncia de aumento na dosagem de colageno
nos animais desnutridos que receberam a membrana de PRF.

Conclusao: A utilizagdo de PRF n&o influenciou na cicatrizagdo de ratos nutridos. No
grupo de animais desnutridos seu emprego favoreceu a cicatrizagdo e permitiu que a
sutura colica se apresentasse mais resistente que a parede colica durante os testes
de pressao de ruptura e avaliagao do local de ruptura.

Palavras-chave: 1-sutura célica; 2-fibrina rica em plaquetas (PRF); 3-cicatrizagao; 4-
pressao de ruptura; 5-deiscéncia.



ABSTRACT

Introduction: The most feared complication in intestinal surgery is anastomotic
dehiscence, which is closely related to poor healing and can occur in 2% to 15% of
operated patients. This complication has a high morbidity and mortality rate, interferes
with surgical results, increases hospital costs and, in oncological cases, worsens the
prognosis. Several factors can influence the healing of the colic anastomosis, such as
poor nutritional status. The application of biomaterials has been extensively studied,
such as platelet-rich fibrin (PRF), which has important properties in healing and tissue
restoration. The possible beneficial effects of PRF on intestinal healing motivated this
study.

Objective: To evaluate the effects of PRF on the healing of intestinal sutures in rats.
Material and method: 40 rats were distributed into 4 groups. Two groups were treated
with standard food and considered nourished (I and Il). Two other groups were treated
with cornmeal, a food low in protein, and considered malnourished (lll and V). All
animals underwent cecotomy and cecorrhaphy. Groups Il and IV had the sutures
overlapped with a human PRF membrane. The following parameters were evaluated:
animal weight, death, rupture site, rupture pressure, collagen dosage and reticulin
dosage in the suture line.

Results: the use of PRF did not influence deaths, rupture pressure or rupture location
in the fed animals. For malnourished animals, a significant difference was observed in
relation to the rupture site (p=0.038) and reticulin dosage (p=0.040), when PRF was
used. There was no difference in relation to burst pressures, but there was a tendency
for an increase in collagen dosage in malnourished animals that received the PRF
membrane.

Conclusion: The use of PRF did not influence the healing of nourished rats. In the
group of malnourished animals, its use favored healing and allowed the colic suture to
be more resistant than the colic wall during the rupture pressure tests and evaluation
of the rupture site.

Keywords: 1-colic suture; 2-platelet-rich fibrin (PRF); 3-healing; 4-breaking pressure;

5-dehiscence.
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1 INTRODUGAO

A cirurgia definitivamente alcangou seu principal objetivo a partir do século XIX.
O desenvolvimento da anestesia e o controle das infecgdes com o advento das
técnicas assépticas permitiram que a cura pelas maos fosse cada vez mais acessivel.
Neste periodo houve um crescente acumulo de conhecimento e o estudo da cirurgia
passou a ser sistematicamente apurado. Novas técnicas foram criadas, outras
aprimoradas e o corpo humano com suas mais diversas enfermidades passou a ser
tratado com intervengdes cirurgicas cada vez mais precisas e eficazes (THORWALD,
JURGEN, 2010).

Procedimentos cirurgicos envolvendo orgaos do trato gastrointestinal
comegaram a ser realizados com maior refinamento, envolvendo ressecgdes com ou
sem reconstrugcao do transito. Entretanto, dentre as diversas operagdes realizadas,
muitas culminariam com complicagbes como hemorragias, lesdes inadvertidas de
visceras, infeccbes secundarias e falhas na cicatrizacdo, que resultariam em
deiscéncias de suturas e deiscéncias anastomoticas (SCHLICH, 2017).

A cirurgia colorretal abrange o tratamento de enfermidades como o céancer
colorretal, doencas inflamatérias intestinais e doenga diverticular. As duas primeiras
caracterizam-se por comprometimento do estado nutricional dos pacientes devido ao
catabolismo patoldgico que ocorre, seja por consumo insuficiente ou por deficiéncia
de absorcao dos nutrientes. Estes individuos ao serem candidatos ao tratamento
cirargico, na maioria das vezes, se apresentam em condi¢des nutricionais
desfavoraveis. Ja com relagdo ao acometimento patoldgico perianal pode-se dizer que
as deiscéncias criptoglandulares complexas exigem tratamentos cirurgicos
desafiadores, cuja taxa de recidiva pode ser alta e os resultados podem ser
comprometedores, principalmente quando ocorre violagdo do aparelho esfincteriano
(STEELE et al., 2022).

A complicagdo mais temida na cirurgia intestinal é a deiscéncia anastomatica,
que pode ocorrer em 2% a 15% dos pacientes operados e esta intimamente
relacionada a falha no processo de cicatrizagdo. Esta complicagado apresenta alto
indice de morbimortalidade, interfere nos resultados cirurgicos, aumenta custos
hospitalares e em casos oncologicos, piora o prognostico. Diversos fatores podem

influenciar a cicatrizacdo da anastomose célica, como preparo de célon, técnica
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cirargica, estado nutricional, tensdo na linha de sutura, utilizagdo de sutura manual ou
mecanica, infeccdo e uso de agentes farmacoldgicos. De forma semelhante, a
cicatrizac&o do leito da ferida de uma deiscéncia perianal € comprometida pela area
contaminada, excesso de fibrose e caréncia de tecido saudavel adjacente
(RENCUZOGULLARI et al., 2017), (JESTIN; PAHLMAN; GUNNARSSON, 2008),
(GOLDA et al., 2020).

A cicatrizagao de feridas em individuos saudaveis ocorre como uma resposta
celular a lesao tecidual e envolve a ativagcao de queratindcitos, fibroblastos, células
endoteliais, macrofagos e plaquetas. O processo envolve migragao celular organizada
e recrutamento de células endoteliais para a angiogénese. Os diversos fatores de
crescimento e citocinas liberados por esses tipos de células coordenam e mantém o
evento. O processo cicatricial € caracterizado por fases sobrepostas de inflamacéo,
epitelizagdo, fibroplasia e maturagdo (DIEGELMANN; EVANS, 2004),(KOH;
DIPIETRO, 2011), (MOR-VAKNIN et al., 2003), (TOON et al., 2015).

Os fibroblastos sintetizam o colageno, a principal proteina estrutural do corpo.
A producado dessa proteina inicia-se no segundo dia de pos-operatorio, quando é
secretado como um gel amorfo desprovido de forga. A produgdo maxima de colageno
comega a partir do quinto dia e continua por pelo menos seis semanas. A matriz de
colageno em desenvolvimento estimula a angiogénese, sendo que o tecido de
granulagdo € o resultado da produgcdo combinada de colageno e crescimento de
capilares (DOILLON et al., 1985).

O comprometimento da cicatrizagdo de feridas geralmente ocorre no contexto
de varios problemas menores que contribuem para interromper o processo de
cicatrizacdo, tais quais infec¢do, isquemia, idade, imunossupressao e desnutricdo
(MORBACH et al., 2012), (MILLS et al., 2014)

Embora n&o haja evidéncias suficientes de que a suplementagéo nutricional
ajude na cicatrizagao de feridas, a nutricdo adequada é imperativa para a prevengao
da infeccao, que tem efeitos deletérios na cicatrizagédo (KHAN et al., 2020).

A ingest&o calorica reduzida resulta em perda de gordura, musculo, pele e,
finalmente, ossos e visceras, com subsequente perda de peso e expansao do
compartimento de liquido extracelular. As necessidades nutricionais diminuem a
medida que a massa corporal de um individuo diminui, refletindo uma utilizacdo mais
eficiente dos alimentos ingeridos e uma redugéo na capacidade de trabalho no nivel
celular. No entanto, a combinacdo de massa de tecido diminuida e capacidade de
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trabalho reduzida impede respostas homeostaticas normais a agentes traumaticos,
como cirurgia ou doenga critica (NAJAFI et al., 2020).

O estresse da cirurgia ou trauma cria um estado catabdlico, aumentando a
utilizagéo de proteinas e energia. Os macronutrientes (gordura, proteina e glicogénio)
das reservas labeis do tecido adiposo e do musculo esquelético sdo redistribuidos
para tecidos com maior metabolicamente, como o figado e as visceras ocas. Essa
resposta pode levar ao inicio da desnutricdo caldrico-protéica, definida como um
balanc¢o negativo de 100 g de nitrogénio e 10.000 kcal em poucos dias. Em contexto
cirargico de pos-operatorio este periodo pode ser crucial. A taxa de desenvolvimento
de desnutricdo pds-operatdria para um determinado individuo depende de seu estado
nutricional preexistente, da natureza e complexidade do procedimento cirurgico, do
grau de hipermetabolismo pés-operatorio e de sua capacidade de consumir um
nuamero ideal de calorias (LIPSKY et al., 2012).

A desnutricdo esta associada a uma série de consequéncias negativas como:
maior suscetibilidade a infecgdes, ma cicatrizagao de feridas, aumento da frequéncia
de ulceras de decubito, supercrescimento de bactérias no trato gastrointestinal e
perdas anormais de nutrientes pelas fezes. Uma preocupagao particular para os
pacientes submetidos a cirurgia sdo os riscos de infeccdo pds-operatéria e ma
cicatrizagdo de feridas. A desnutricdo leva a disfungdo do sistema imunolégico ao
prejudicar a ativagdo e produgdo do complemento, a opsonizagdo bacteriana e a
funcdo de neutréfilos, macréfagos e linfocitos. Pacientes com desnutrigdo podem
apresentar reagdes cutaneas subnormais a Candida sp e baixos niveis de anticorpos
a varios fitomitdogenos, reflexo do comprometimento da imunidade humoral e daquela
mediada por células (HORAN et al., 1992).

As anastomoses grampeadas e manuais ha muito sdo consideradas
equivalentes e devem ser escolhidas pelo cirurgido, dependendo da preferéncia
pessoal, da experiéncia anterior e das condi¢cdes anatdmicas e clinicas do paciente
(CHOY et al., 2007). Importante também a avaliagao do suprimento sanguineo, pois
quando inadequado € um importante fator de risco para complicagdes da sutura
intestinal (MODASI et al., 2019). A perfusdo peri-anastomotica é frequentemente
avaliada apenas subjetivamente pelo cirurgi&o. A angiografia com Indocianina verde
(ICG) usando imagens de infravermelho préximo (NIR) surgiu como uma nova
tecnologia que permite a avaliagdo em tempo real da micro-vascularizagao intestinal,
métodos aliados a prevencgao de deiscéncias (CHAN; LEE; ANG, 2020).
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Em situagbes de urgéncia e emergéncia pode-se abdicar da confecgao de
anastomose, principalmente no trata gastrointestinal baixo. O cirurgido pode
confeccionar um estoma derivativo, que evita consequéncias sépticas das deiscéncias
(RULLIER et al., 1998). Quando o seguimento a ser exteriorizado apresenta um alto
fluxo de efluente e esta em topografias mais proximais do TGl a derivagdo nao é
viavel, sendo necessaria realizagcao de sutura.

Pacientes com Doenga de Crohn perfurada, por exemplo, por serem
potencialmente desnutridos certamente correrdo maior risco de insucesso com a
sutura simplesmente (WERBIN et al., 2003). Da mesma forma, cenarios que envolvam
fistulas perianais, reto-vaginais, reto-uretrais apresentam sitio cirurgico desfavoravel
a cicatrizagao.

Dentro deste contexto, novas estratégias estdo sendo desenvolvidas como o
emprego de células mesenquimais e cola de fibrina junto as suturas. A incorporagao
desses biomateriais visa oferecer ao tecido em cicatrizacdo substratos que
corroborem com um desfecho favoravel, restabelecendo a integridade das estruturas,
se possivel abreviando o tempo de maturagao da cicatriz (VAN DER HAGEN et al.,
2011).

Fibrina rica em plaquetas (PRF) é um derivado do PRP onde plaquetas e
leucdcitos autdlogos estao presentes em uma matriz de fibrina complexa para acelerar
a cicatrizagao de lesdes moles e tecido rigido. O PRF é uma substéncia aprovada pela
FDA (Food and Drug Administration, USA). Foi descrito na Franga por Chokrun e
colaboradores (CHOUKROUN et al., 2001).

Para obter PRF, a quantidade necessaria de sangue é retirada rapidamente em
tubos de ensaio sem anticoagulante e centrifugada imediatamente. O sangue é
centrifugado e produto resultante consiste em trés camadas; camada superior
contendo plasma pobre em plaquetas, coagulo de PRF no centro e globulos
vermelhos (GV) na parte inferior. O coagulo de PRF pode ser removido do tubo de
ensaio usando uma pinga estéril. Apos a retirada do recipiente, o complexo coagulo-
PRF pode ser cuidadosamente manipulado e individualizado usando -se uma tesoura
esterilizada, obtendo-se assim o concentrado de fibrina rica e plaquetas em sua forma
bruta. Este produto €& entdo comprimido, ganhando a forma de membrana
(CHOUKROUN et al., 2006).

A ativagao plaquetaria em resposta ao dano tecidual ocorre durante o processo
de produgdo do PRF, liberando varias proteinas biologicamente ativas, incluindo;
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granulos alfa plaquetarios, fator de crescimento derivado de plaquetas (PGDF),
fatores transformadores de crescimento B (TGF-B), fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e fator de crescimento epidérmico. Na verdade, as plaquetas e as
citocinas leucocitarias desempenham papéis importantes nesse biomaterial, mas a
matriz de fibrina que as sustenta é a que mais auxilia na constituicado dos elementos
determinantes responsaveis pelo real potencial terapéutico da PRF (MARX et al.,
1998).

Este estudo foi idealizado para avaliar os possiveis efeitos benéficos da
utilizacdo de PRF como coadjuvante na cicatrizagdo de suturas colicas.
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2 OBJETIVOS

2.1- Avaliar os efeitos da aplicagdo de membrana de PRF na resisténcia de suturas
intestinais em ratos nutridos e desnutridos;
2.2- Avaliar as pressdes e o local da ruptura intestinal entre os grupos de ratos
nutridos e desnutridos, com ou sem aplicagdo do PRF;
2.3- Quantificar a concentracéo de colageno e reticulina na linha de sutura intestinal

de ratos que receberam a membrana de PRF.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Consideragdes gerais

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Técnica Cirurgica e Setor de
Experimentac&do do Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Sao Joao del-Rei, Campus Centro Oeste — UFSJ/CCO, com colaboracdo do
Laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Sao
Joao del-Rei, Campus Centro Oeste — UFSJ/CCO.

O protocolo de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso
Animal — CEUA, da Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei, sob o numero
018/2018. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal — COBEA.

O protocolo de pesquisa foi também avaliado e aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade Federal de Sdo Joao del-Rei, cujo numero de parecer € 4.552.997.0
projeto encontra-se devidamente cadastrado na Plataforma Brasil.

A redacgéao do trabalho foi realizada de acordo com as normas da Associagao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT NBR/2021).

3.2 Animal de experimentagao

Foram utilizados 40 ratos, Rattus norvergicus, da linhagem Wistar, machos,
com aproximadamente 90 dias de vida. Os animais foram produzidos e adquiridos do
Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Joao Del-Rei, Campus Dom Bosco,
S&o Joao Del-Rei, MG.

3.3 Desenho experimental

Os ratos foram alocados em dois grupos com 20 individuos em cada, de acordo
com o estado nutricional:
A — animais nutridos

B — animais desnutridos



Os dois grupos foram divididos aleatoriamente em outros dois subgrupos, que
se diferenciam pela utilizagdo de PRF ou nao, ficando assim determinados:

| — Ratos nutridos submetidos apenas a sutura intestinal — N=10

Il — Ratos nutridos submetidos sutura com posicionamento de PRF — N=10

lIl — Ratos desnutridos submetidos apenas a sutura — N =10

IV — Ratos desnutridos submetidos sutura com posicionamento PRF — N=10

Figura 1-Alocacao de animais em grupos e subgrupos de acordo com o
tratamento realizado

N=40
RATOS

N=20 N=20

Nutridos i

N=10 N=10 N=10 N=10

Sem PRF Com PRF

FONTE: Elaborado pelo autor (2023).

Todos os animais foram anestesiados e submetidos a laparotomia mediana de
3 cm, colotomia de 2 cm e colorrafia ao nivel do ceco, e sintese da parede abdominal
por planos. A escolha da incisdo ao nivel cecal objetivou obter uma peca sacular que
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facilitou a adaptacao do dispositivo barémetro responsavel pela avaliagdo da pressao
de ruptura (Figura 2).

Nos animais dos grupos Il e IV, além do procedimento citado, foi posicionada
membrana de PRF produzida a partir de sangue humano, que cobriu toda linha de
sutura do colon formando um patch artificial, a semelhanga de uma tela utilizada em

tratamento de hérnias inguinais (Figura 3).

Figura 2- Identificagao e preparagao do ceco

.

-

1 ‘

Fonte: O autor (2023)
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Figura 3 - Membrana de PRF

Fonte: O autor (2023)

Todos os animais foram reoperados no sétimo dia pds-operatorio.

Caso algum animal viesse a 6bito antes do sétimo dia pds-operatdrio por causa
nao relacionada a anastomose, seria realizada sua substitui¢do.

As operacodes foram realizadas em sessoes, por lotes de cinco animais, sendo
o subgrupo nutrido realizado na primeira etapa e o subgrupo desnutrido em segunda
etapa.

Os animais foram numerados sequencialmente de 1 a 40, de acordo com a

ordem de realizacédo das operagdes.

3.4 Nutricao dos animais

Os animais foram recebidos no Biotério do Campus Centro Oeste da UFSJ com
21 dias de vida e ja desmamados. Agua foi oferecida sem restrigdes.

Os animais do grupo A (nutridos) foram alimentados sob livre demanda com
ragao padrao para roedores (Figura — 4A) com a seguinte composigao: milho integral
moido, farelo de soja, farelo de trigo, d6leo vegetal, carbonato de caélcio, fosfato
bicalcico, cloreto de sddio (sal comum), vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina
K3, vitamina B1, Vitamina B2, Vitamina B6, vitamina B12, Niacina, pantotenato de

calcio, avido fdlico, biotina, cloreto de colina, sulfato de ferro, sulgato de magnésio,
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sulfato de zinco, sulfato de cobre, iodato de calcio, selenito de sdédio, sulfato de

cobalto, lisina, metionina, BHT. A concentragao proteica bruta nesta ragao é de 22%.

Figura 4a - Ragao padrao 4b - Fuba

Fonte: O autor (2023)

Os animais do grupo B (desnutridos) foram alimentados exclusivamente com
fuba de milho (Figura-4B) uma composigao proteica de 3,7%, nivel aproximadamente
6 vezes menor que o grupo A.

Os animais entao adquiriram composi¢des fisicas distintas entre grupo A e B.
(Figura 5).
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Figura 5 - Animais da mesma idade:

A-Nutrido, B- Desnutrido

Fonte: O autor (2023)

3.5 Confeccgao de PRF

O PREF foi confeccionado através da coleta de amostras de 10 ml de sangue
humano de 5 doadores voluntarios que assinara, o TCLE. As amostras foram obtidas
antes dos procedimentos cirurgicos por pungédo em veias da fossa cubital do doador
voluntario e despejadas em um tubo de centrifuga de vidro sem anticoagulante. Os
tubos foram imediatamente levados a centrifuga (figura 6) e centrifugados a 1920
rotagdes por minuto durante 10 min. A coleta de sangue e a transferéncia para a
centrifuga devem ser 0 mais rapidas possivel, pois sem anticoagulante as amostras

de sangue comegam a coagular instantaneamente. Se a duragao for superior a alguns
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minutos, a fibrina polimerizara de forma difusa e ocorrera falha. Se a técnica estiver

correta, as plaquetas devem ficar presas macicamente nas malhas de fibrina.

Figura 6 - Centrifuga

Fonte: O autor (2023)

Trés estratos de centrifugacao foram obtidos; um coagulo de fibrina (PRF) no
meio do tubo, imediatamente entre os glébulos vermelhos na parte inferior e o plasma

acelular na parte superior (Figura 7).
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Figura 7 - Tubo com PRF pés centrifugagao

Fonte: O autor (2023)

Foi procedida a remogao da camada superior cor de palha e a fracdo do meio
foi coletada. Obteve-se entdo membrana de fibrina, removendo-se o soro e o coagulo.
A polimerizagao da fibrina do PRF é muito lenta e natural durante a centrifugagao e,
portanto, & constituida uma membrana estruturalmente flexivel, elastica e forte. Este
material foi entdo separado e pressionado contra superficie lisa e com furos para se
obter apenas a porgao funcional da membrana. (Figura 8, 9 e 10).



Figura 8 - Extragao do complexo PRF

do tubo de ensaio

Fonte: O autor (2023)
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Figura 9 - Aspecto do PRF antes da prensa

Fonte: O autor (2023)

Figura 10 - Aspecto final do PRF pronto para utilizagao

Fonte: O autor (2023)
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3.6 Analise do peso dos animais

Imediatamente antes da indugdo anestésica, todos os animais tiveram seus
pesos aferidos, assim como logo apds a eutanasia, em balanga eletrbnica (Marte
balanca eletrénica modelo AS5500 C, Marte Balangas e Aparelhos de Precisdo Ltda
— S&o Paulo, SP). Os numeros foram comparados para definir a variagdo ponderal,
suas implicagdes e correlagdo com os resultados. (Figura 11).

Figura 11 - Balanga

~

QQQ . L J

Fonte: O fabricante (2023)

3.7 Procedimento anestésico e cirurgico
3.7.1 Consideragoes gerais

Os ratos foram recebidos logo apds os desmame, com aproximadamente 21
dias e permaneceram no Alojamento de Animais da Faculdade de Medicina,
confinados em gaiolas, em lotes de dois animais, com regime de doze horas de luz
artificial e doze horas de escuriddo. Durante 70 dias passaram pelo periodo de
aclimatacdo. O grupo de animais nutridos recebeu dieta com ragao padrao e agua a
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vontade. Ja o grupo de animais desnutridos recebeu a dieta especial a base de fuba

e também 4agua a vontade. (Figura 12).

Figura 12 - Alojamento de animais da Faculdade de Medicina - UFSJ

Fonte: O autor (2023)

As operagdes foram realizadas com material cirdrgico esterilizado. Todos os

procedimentos cirurgicos foram realizados pelo mesmo cirurgido.

3.7.2 Anestesia

Os animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina, na dose de 5 mg/kg
peso por via intramuscular e cloridrato de cetamina, na dose de 25 mg/kg peso
também por via intramuscular. No periodo transoperatério, doses adicionais de
anestésico foram administradas, de acordo com as necessidades, quando ocorriam

contraturas musculares ou estigmas algicos (Figura 13).
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Figura 13 - Ato anestésico
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Fonte: O autor (2023)

3.7.3 Preparo do campo operatoério e laparotomia.

Cada animal foi colocado em decubito dorsal sobre campo cirurgico em
bancada, com seus membros fixados com fita de esparadrapo. Apds tricotomia da
regido abdominal anterior, procedeu-se, entdo a antissepsia da pele do abdome com
solucao de polivinilpirrolidona iodo alcodlico.

Todos os grupos foram submetidos a laparotomia mediana de 2 cm com bisturi
de lamina numero 15, sendo a diérese realizada por planos até a cavidade peritoneal.
(Figura 14).
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Figura 14 - Exposi¢ao da cavidade abdominal apés laparotomia por planos

Fonte: O autor (2023)

3.7.4 Cecotomia e cecorrafia.

Obtendo-se acesso a cavidade o colon direito foi identificado, podendo-se
definir muito bem a localizagao do ceco. Apds sua identificagao foi realizada ordenha
do conteudo fecal no sentido distal para proximal com objetivo de diminuir a
contaminagao com fezes, além de manter o campo operatorio limpo. Foi realizada

incisdo de 2 cm na borda anti-mesocolica da parede do ceco (Figura 15).
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Figura 15 - Cecotomia

Fonte: O autor (2023)

Em seguida foi realizada colorrafia, com sutura continua, com fio de
polipropileno, 5.0, com agulha cilindrica de 1,3 cm (BRASUTURE — S&o Sebastidao da
Grama, SP) (Figuras 16 e 17).
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Figura 16 - Cecorrafia

Fonte: O autor (2023)

Figura 17 - Aspecto final apés cecorrafia

ik, PO RSP0 S

Fonte: O autor (2023)
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3.7.5 Posicionamento de membrana de PRF.

Nos animais dos grupos Il e IV foi posicionada membrana de PRF de 2 cm
cobrindo a linha de sutura cdlica, criando um patch. Ela foi fixada com sutura continua
com fio de polipropileno, 5.0, com agulha cilindrica de 1,3 cm (BRASUTURE - Sao
Sebastido da Grama, SP). (Figuras 18 e 19)

Figura 18 - Rato grupo lI- Aspecto final com PRF

Fonte: O autor (2023)
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Figura 19 - Rato grupo IV - Aspecto final com PRF

Fonte: O autor (2023)

A sintese da parede abdominal, em todos os grupos, foi realizada em dois
planos — o primeiro, incluindo o periténio, musculo e aponeurose, com sutura continua
simples e o segundo, o tecido subcuténeo e pele, com sutura continua, utilizando-se
fio de Nylon 3.0 com agulha cortante de 1,5 cm (BRASUTURE - S&o Sebastido da
Grama, SP).

3.8 Evolucao pos-operatoéria

Apés a recuperagao anestésica os animais foram colocados em gaiolas, em
grupos de dois, com agua e ragao padrao a vontade, inclusive para aqueles do grupo
B (desnutridos). Entretanto, este grupo ainda recebeu dieta a base de fuba, para que
nao houvesse problemas relacionados ao ndo reconhecimento da ragao.

Foi adicionado paracetamol de uso veterinario na dose de 200 mcg/kg a agua,

para analgesia pds-operatoria.
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3.9 Eutanasia e ressecgao do célon direito.

Os animais foram reoperados no sétimo dia pds-operatoério. Imediatamente
antes da indugao anestésica, o peso de cada animal foi aferido e anotado (Marte
balancga eletrénica modelo AS5500 C, Marte Balancas e Aparelhos de Precisao Ltda
— Séao Paulo, SP).

Apos anestesia com as mesmas doses da operacao inicial, foi ministrada dose
5 vezes maior com objetivo de causar eutanasia. Foi realizada uma incisdo mediana
xifo-pubica, que permitiu a visualizagdo completa da cavidade abdominal. Foi
pesquisada a presenca de sinais de peritonite, abscesso, deiscéncia de anastomose

ou obstrugéo intestinal. (Figura 20)

Figura 20 - Peca cirurgica in locu - Grupo ll-Rato11
‘?{(':' o Q" 3
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Fonte: O autor (2023)
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Foirealizada secgao do colon direito o mais distante possivel da linha de sutura.
Nos casos em que havia aderéncias de outras visceras, estas eram cuidadosamente
ressecadas em monobloco, com a o objetivo de ndo se danificar a linha de sutura no

ceco (Figura 21).

Figura 21 - Pe¢a cirurgica contendo ceco e intestino delgado

Fonte: O autor (2023)
3.10 Estudo da pressao de ruptura da anastomose

Para a determinagao da pressao de ruptura da anastomose, foi utilizado o
mandmetro desenvolvido exclusivamente para este estudo sob a lideranga do
professor Lucas Oliveira, Centro Federal de Educacao Tecndlogica de Minas Gerais,
CEFET/MG, campus Divinépolis. Para mensuracao da pressao de ruptura na faixa de
0 a 750 mmHg, adotou-se o sensor de pressao diferencial, MPX5100DP, que
apresenta erro maximo de 2,5% do fundo de escala. A resposta do sinal analdgico
gerada pelo sensor € entdo processada através de um circuito filtragem, que
desempenha as fungbes de filtro e buffer simultaneamente. Em seguida, o sinal
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analdgico pré-processado € enviado ao mdédulo conversor analégico-digital, ADS
1115, para conversao da grandeza analdogica em valor digital que ao final do
procedimento é encaminhado ao microcontrolador, Pi Zero W, do dispositivo
encerrando-se a etapa de aquisi¢ao do valor de pressao de ruptura. Por sua vez, o
acionamento e controle do dispositivo desenvolvido para esse trabalho (Figura 22) é
reallizado de acordo com a configuragao estabelecida pelo usuario na interface de
comunicacao. Nessa interface, o usuario define todos os parametros do dispositivo
para realizacdo do experimento, sendo o parametro mais importante, a velocidade de
avango do émbolo da seringa.

Para exercer uma pressdo continua e uniforme, a seringa presente no
dispositivo foi carregada com agua e por meio de uma sonda de nelaton de 8 Fr foi
acoplada a pega cirurgica que foi avaliada. Com o avangar do émbolo, a amostra era
preenchida com agua até que se identificasse a ruptura. Simultaneamente, a pressao
do conjunto seringa/amostra foi constantemente mensurada, enquanto as leituras

foram armazenadas no microcontrolador do dispositivo.

Figura 22 - Dispositivo CEFET para avaliacao da pressao de ruptura

o

Fonte: O autor (2023)

A pega cirurgica obtida foi submetida a limpeza com soro fisiolégico com
minima pressao. O coto foi suavemente adaptado a extremidade metalica da sonda e
realizada uma ligadura com categut 2.0, conforme apresentado na Figura 23.
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Figura 23 - Ceco sendo adaptado ao dispositivo para avaliacdao da pressao de
ruptura
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Fonte: O autor (2023)

Foi registrada a pressdo maxima alcangada no momento da ruptura. O grafico
abaixo mostra o comportamento da curva pressérica e o ponto que marca sua queda
abrupta representa o valor maximo da pressdo e momentos exatos da ruptura. Os

valores sao obtidos em mmHg. (Figura 24)
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Figura 24 - Exemplo de documentagao grafica Grupo I-Rato1
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Fonte: O autor (2023)

3.11 Avaliacao do local da ruptura.

Foi analisado o local da ruptura utilizando dispositivo de video com sistema em
camera lenta para definir o local da ruptura com maior precisao, sendo definida ruptura
na linha de sutura ou fora da linha de sutura. Eventuais deiscéncias anastomaticas

também foram testadas da mesma forma. (Figura 25 e 26).



Figura 25 - Ruptura fora da linha de sutura

Fonte: O autor (2023)
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Figura 26 - Ruptura na linha de sutura

Fonte: O autor (2023)

3.12 Estudo histopatolégico

Foram incluidas nesta analise os animais dos grupos lll e IV apenas. O mesmo

segmento submetido as analises prévias foi preparado com a introdugéo de cilindro
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de papel no lumém, para evitar colabamento da parede e entao foi fixado em formol
tamponado a 10%.

As pegas foram enviadas ao Laboratério de Patologia da Faculdade de
Medicina da Universidade — UFSJ CCO para o preparo dos blocos de parafina. Foram
realizados cortes perpendiculares a zona de sutura do ceco, e corados pela
hematoxilina e eosina, conforme a rotina do laboratério (Figuras 27 e 28).

Microscopia HE. Fonte: O Autor (2023)

Figura 28 - Linha de sutura com PRF

Microscopia HE. Fonte: O Autor (2023)
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A avaliagao da cicatrizagao foi realizada por microscopia de luz, por patologista
experiente que desconhecia a que grupo de animais provinha o material.

Os seguintes indicadores foram considerados em cada pega:

1) Maior area de Colageno justo a linha de sutura no maior aumento (40X)

2) Maior area de Reticulina justo a linha de sutura no maior aumento (40X)

3.12.1 Quantificagao do colageno

Foi utilizada coloragdo de Gomery, usualmente utilizada para realgar o

colageno. Nao foi realizada diferenciagéao entre colageno tipo I e tipo lll. (Figura 29)

Figura 29 - Area de colageno grupo lll (A) Area de colageno grupo IV (B)

Fonte: O autor (2023)
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3.12.2 Quantificagao da reticulina

Foi utilizada coloragdo especifica contida no produto comercial HistoKit®
usualmente utilizada para realgar a reticulina. (Figura 30)

Figura 30 - Area de colageno grupo lll (A), Area de colageno grupo IV (B)

AR N RN N

Fonte: O autor (2023)

3.13 Anadlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados sob o ponto de vista estatistico,
utilizando-se os softwares SPSS 20.0 (Special package for social sciences) e
Microsoft Excel.

O calculo amostral foi baseado em parametros estimados a partir de estudo
prévio similar realizado por (DAGLIOGLU et al., 2018). Ele foi realizado utilizando a
ferramenta online disponibilizada pelo Laboratério de Epidemiologia e Estatistica da
USP (http://www.lee.dante.br). Calculou-se o N amostral utilizando a comparagéo de
duas médias, sendo necessario informar o desvio padrao, a diferenca a ser detectada,
nivel de significancia, poder do teste e teste de hipdtese.

Os resultados obtidos foram comparados entre os quatro grupos por meio de
analise de variancia para as variaveis de pressao de ruptura anastomaotica e local de
ruptura. Além disso, no grupo desnutridos foram analisadas as dosagens de colageno
e reticulina na linha de sutura. Foram consideradas significativas as diferengas

correspondentes ao valor de p < 0,05. Desvio padrdo: 35.0000; Diferenca a ser
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detectada: 36.0000; Nivel de significancia: 5%; Poder do teste: 80%, Teste de
hipétese: bicaudal. Tamanho da amostra calculado para cada grupo: 10.

O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar os pesos dos animais entre
0s grupos nutridos e desnutridos

O teste U de Mann-Whitney foi utilizado para avaliar pressao de ruptura da
sutura, quantidade colageno e reticulina

O teste t de Student de amostras pareadas foi utilizado para comparar o peso
e a concentragao de hidroxiprolina dos dias da operagao e da reoperagao.

O teste de Qui quadrado foi utilizado para avaliagao do local de ruptura.

Todas as probabilidades menores que 5% (p<0,05) foram consideradas
significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 - OBITOS

Dentre os 40 animais do estudo quatro evoluiram para o 6bito, sendo dois do
grupo Il e dois do grupo IV. Os eventos ocorrem com durante o periodo de
alimentagao pré-operatorio e as idades dos animais variara entre 64 e 68 dias.

4.2 LOCAL DA RUPTURA

Foi observado que no grupo sem utilizagdo da membrana de PRF houve
deiscéncia em 2 animais, 3 rupturas ocorreram fora da linha de sutura e 3 na linha de
sutura. Ja no grupo em que foi utilizada a membrana de PRF, além de n&o haver
deiscéncia, todos os locais de ruptura foram fora da linha de sutura. Pode-se constatar
qgue houve diferenca estatistica para o evento ruptura fora da linha de sutura entre os

grupos nos quais se utilizou ou ndo a membrana de PRF (p=0,038). (Tabela 1).

Tabela 1 - Animais desnutridos — local da ruptura

RUPTURA SEMPRT =OMPFRE— valorp
DEISCENCIA 2 2500 0 0,00
FORA DA SUTURA 3 3750 8 10000 0,038
NALINHADESUTURA 3 3750 0 0,00

*Teste de Qui Quadrado significativo a 5%.

Fonte: Dados da pesquisa.

Foi observada associacéo significativa em todas as avaliagbes, sendo que o
grupo desnutrido apresentou maior proporgéo de ruptura fora da linha. Quando foram
comparados os grupos nutrido e desnutrido houve prevaléncia de ruptura na linha de
sutura no primeiro, ocorrendo 100% das vezes, com p<0,01. Ja no grupo de animais
desnutridos, a maioria dos eventos de ruptura foram fora da linha de sutura (78,57%),

sinalizando maior fragilidade da parede cdlica nos animais com caréncias nutricionais.
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Quando foram comparados os grupos nutridos com o grupo desnutrido que
utilizaram cobertura de PRF, houve diferenga estatistica significativa. No primeiro
caso, 100% das rupturas foram na linha de sutura. No segundo, as rupturas foram fora
da linha, (p=0,01). Quando foram comparados os grupos que receberam aplicagao de
PRF foi observado que para animais nutridos, 100% das rupturas foram na linha de
sutura. Ja no grupo desnutrido ocorreram duas deiscéncias, sendo que esses animais
nao foram comparados neste momento. Houve trés rupturas na linha (50%) e 3 fora
da linha de sutura, também apresentando diferenca estatistica (p=0,036). (Tabela 2).

Tabela 2 - Local da ruptura por status nutricional

Grupo
Ruptura Nutrido Desnutrido Valor p
n % n %
Fora 0 0 11 78,57 <0,001*
Linha 20 100 3 21,43
Com PRF
Ruptura Nutrido Desnutrido Valor p
n % n %
Fora 0 0 8 100 <0,001*
Linha 10 100 0 0
Sem PRF
Ruptura Nutrido Desnutrido Valor p
n % n %
Fora 0 0 3 50 0,036*
Linha 10 100 3 50

* Teste Exato de Fisher significativo a 5%. Fonte: Dados da pesquisa.

Foi analisada a distribuigdo por tratamento geral e por grupo. Quando foram
avaliados animais COM e SEM PRF, nota-se que 55,6% das rupturas ocorreram na
linha de sutura dos animais do primeiro grupo, contra 81,3% dos animais que nao
receberam a membrana. Houve maioria de ocorréncia do evento ruptura fora da linha
(44,4%), em animais que receberam membra de PRF. Nao foi observada nenhuma
diferenca significativa entre os grupos. Observou-se tendéncia apenas para 0os grupos
dos animais desnutridos, onde observou-se que o grupo com PRF apresentou maior

proporcao de ruptura fora da linha. (Tabela 3).
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Tabela 3 - Local de ruptura COM e SEM PRF

Tratamento
Ruptura Com PRF Sem PRF Valor p
n % n %
Fora 8 44 .4 3 18,8 0,154
Linha 10 55,6 13 81,3
Nutrido
Ruptura Com PRF Sem PRF Valor p
n % n %
Fora 0 0 0 0 -
Linha 10 100 10 100
Desnutrido
Ruptura Com PRF Sem PRF Valor p
n % n %
Fora 8 100 3 50 0,07
Linha 0 0 3 50

* Teste Exato de Fisher significativo a 5%. Fonte: Dados da pesquisa.

4.3 - PESO DOS ANIMAIS

O peso inicial dos animais nutridos que ndo receberam PRF variou de 373 g a
440 g (média de 417,4 g) e 0 peso no momento da eutanasia foi de 358g a 420 g
(média de 399,5 g). Ja os animais que receberam PRF variaram o peso de 352 g a
535 g (média de 475 g), no pré-operatorio. Ja no momento final do experimento a
oscilacao foi entre 336 g a 514g (média de 450,8 g). (Tabela.4)

Tabela 4 - Valores dos pesos dos animais nutridos

Grupo Média DP Min Q1 Mediana Q3 Max Valorp

Sem PRF
PesoPré 417,4 24,0 373 396 426,5 439 440

PesoPos 3995 213 358 384 4065 414 426 0001
Com PRF
PesoPré 4750 564 352 443 493 512 535 ., ..

Peso P6s 450,8 59,1 336 398 476 494 514

Fonte: Dados da pesquisa.

Observa-se que para ambos 0s grupos o0 peso no preé-operatorio era maior que
0 peso apos o procedimento. Nota-se que ha diferenga estatisticamente significativa

na variagao do peso em relagdo ao momento cirurgico, (p < 0,001) (Graficos 1 e 2).
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Grafico 1 - Peso dos animais nutridos sem PRF
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Grafico 2 - Peso Animais nutridos com PRF.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Verificou-se que, para todos os grupos, a massa no momento da eutanasia era
maior do que na cirurgia. Houve diferenga entre eles tanto no pré-operatério, quanto
na eutanasia. Pode-se observar que, ao se comparar os grupos com e sem PRF, em
relacdo aos pesos pré e pos-operatorio houve diferenca estatistica, com p < 0.001.
(Tabela 5).

Tabela 5 - Peso Animais Desnutridos

Grupo Média DP Min Q1 Mediana Q3 Max Valorp
Sem PRF
PesoPré 88,8 10,5 76 80 87 97,5 105 <0.001

Peso P6s 121,8 16,6 101 106,5 123 134,5 145
Com PRF

PesoPre 94,3 9,6 80 90 92 100 111

Peso P6és 132,9 145 115 118 133 139 159

Fonte: Dados da pesquisa.

<0.001
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Pode-se notar, que para os dois grupos de animais desnutridos, houve ganho
de peso apos o procedimento. Fato que n&o ocorreu com o0s animais nutridos.
(Graficos 3 e 4).

Grafico 3 - Peso animais desnutridos com PRF
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Fonte: Dados da pesquisa.

Grafico 4 - Peso Animais desnutridos sem PRF
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Os grupos foram analisados mediante a variagdo de peso antes e apos
procedimento. O grupo desnutrido que n&o recebeu PRF apresentou ganho de peso
com mediana inicial de 87 gramas e final de 123 g. O grupo desnutrido que recebeu
a membrana de PRF também apresentou elevacdo na mediana com valor inicial de
94,3 g. e final de133 g. (p=0,413). Por outro lado, o subgrupo de animais nutridos
apresentou perda ponderal, quando comparados 0s pesos iniciais e finais. A mediana
do grupo sem PRF variou entre 426,5 g e 406,5 g. Ja no grupo com PRF a mediana
variou entre 493,0 g e 476,0 g. Estes resultados alcangaram significancia estatistica

com p = 0,008. Os demais valores podem ser observados na tabela 6.

Tabela 6 - Variagao de peso por grupo antes e apos procedimento

Peso (g9)
Grupo Tratamento Inicial Final Valor p
Média DP Mediana Média DP Mediana
Desnutrido  Sem PRF 88,8 10,5 87,0 121,8 16,6 123,0 0,002**
Desnutrido  Com PRF 943 9,6 92,0 1329 14,5 133,0 0,002**
Valor p 0,413 0,245
Nutrido Sem PRF 4174 24,0 426,5 399,5 21,3 4065 0,016**
Nutrido Com PRF 475,0 56,4 493,0 450,8 59,1 476,0 0,008**
Valor p 0,008* 0,043*

* Teste de Mann Whitney significativo a 5%..
** Teste de Wilcoxon significativo a 5%.
Fonte: Dados da pesquisa.

No grafico 5, observou-se que no grupo nutrido o peso reduziu, independente
do tratamento. No grupo desnutrido, o peso aumentou também em ambas as

situagcdes em que foram aplicadas a membrana de PRF.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Quando foram comparados os grupos, excluindo animais com deiscéncia pode-

se perceber que houve significancia estatistica para a perda de peso nos animais

nutridos com p=0,008. Ja para os animais desnutridos, a variacado do peso nao foi

significativa, com p=0,867. As comparagdes foram semelhantes ao se utilizar tanto os

valores da média, quanto as medianas. O peso é praticamente 4 vezes menor nos

animais desnutridos, mas a variagdo sempre foi no sentido do ganho de peso para

esse grupo. (Tabela 7), (Grafico 6).

Tabela 7 - Comparagao de peso — sem deiscéncia

Peso
Grupo Tratamento Inicial Final Valor p
Média DP Mediana Média DP Mediana
Desnutrido  Sem PRF 91,7 10,7 94,0 125,3 17,9 133,0 0,002**
Desnutrido Com PRF 94,3 9,6 92,0 1329 145 133,0 0,002**
Valor p 0,867 0,656
Nutrido Sem PRF 4174 240 4265 399,5 21,3 406,5 0,016**
Nutrido Com PRF 475,0 56,4 493,0 450,8 59,1 476,0 0,008**

Valor p 0,008* 0,043*

* Teste de Mann Whitney significativo a 5%. Comparagao entre tratamentos mesmo grupo.

** Teste de Wilcoxon significativo a 5%. Fonte: Dados da pesquisa.
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Grafico 6 - Comparacgao de peso — sem deiscéncia
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.4 - PRESSAO DE RUPTURA

A pressao de ruptura das suturas colicas nos 20 animais nutridos variou entre

128 mmHg a 287 mmHg, com média de 180,1 mmHg, mediana de 171,9 mmHg e

desvio padrédo de 47, no grupo. Ja no subgrupo de animais que receberam o PRF os

valores oscilaram entre 127,64 mmHg e 289,27 mmHg, com média de 201,3 mmHg,

mediana de 197,1 mmHg de desvio padrao de 52,3.

Foi observado que n&o ha diferenga entre os grupos sem PRF e com PRF em

relagdo a pressao de ruptura, (p=0,248). Além disso, € importante ressaltar, que o

evento “ruptura” ocorreu na linha de sutura em todos os 20 animais dos dois grupos,

nao tendo sido observada a ocorréncia de deiscéncia (Tabela 8).



Tabela 8 - Animais nutridos — Pressao de ruptura (mmHg)
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Pressao Média DP Min Q1 Mediana Q3 Valor p
SEMPRF 180,1 47,0 127,7 153,0 171,9 1949
COMPRF 201,3 52,3 1276 173,8 197,1 233,9 0,248

Total

190,7 496 1276 1599 177,7  227,9

Fonte: Dados da pesquisa.

As figuras 31 e 32 exemplificam a curva que avalia a pressao de ruptura e

mostra o momento e pressao exatos deste evento.

Figura 31- documentagao grafica Grupo I-R2
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Fonte: O autor (2023)

Figura 32- documentagao grafica Grupo 1I1-R12
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Fonte: O autor (2023)
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O grafico 7 evidencia uma discreta tendéncia aumentada nos valores do grupo

nutridos com PRF, mas nao houve diferenca estatica.

Grafico 7 - Animais nutridos — Pressao de ruptura
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Fonte: Dados da pesquisa.

A pressao de ruptura das suturas célicas nos 20 animais desnutridos variou

entre 11,63 mmHg a 298,89 mmHg, com média de 157,5 mmHg, mediana de 173,1

mmHg e desvio padrao de 112,1. Os valores foram diferentes de zero. Ja no subgrupo

de animais que receberam o PRF, os valores oscilaram entre 118,89 mmHg e 242,58

mmHg, com média de 186,4 mmHg, mediana de 193,8 mmHg de desvio padrao de

44 3. (Tabela 9).

Apesar de nao apresentar diferenga estatistica significativa a 5%, foi observado

que a distribuicdo da pressao no grupo com PRF apresenta menor variabilidade que

o grupo Sem PRF, dado comprovado pelos valores do desvio padréo, 44,6 e 1121,

respectivamente. (Grafico 8).

Tabela 9 - Animais desnutridos — Pressao de ruptura

Pressao Média DP Min Q1 Mediana Q3 Max Valorp
Sem PRF 157,5 1121 116 46,5 173,1 2552 299,0

Com PRF 186,4 446 1189 1540 193,8 223,0 2426 0,867
Total 171,0 858 116 1189 1938 2426 2990

Fonte: Dados da pesquisa.
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As figuras 33 e 34 exemplificam a curva que avalia a pressao de ruptura e

mostra o momento e pressao exatos deste evento.

Figura 33- documentacgao grafica Grupo IlI-R23
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Fonte: O autor (2023)
Figura 34 - documentacao grafica Grupo IV-R34
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Fonte: O autor (2023)
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Grafico 8 - Animais desnutridos - Pressao de ruptura
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Fonte: Dados da pesquisa.
No grupo sem PRF ocorreram duas deiscéncias, que mesmo sendo
identificadas durante o procedimento cirurgico de reavaliagdo foram colocadas a

prova no teste da pressao de ruptura e mostraram os dois resultados baixos (11,63 e
48,07 mmHg). (Tabela 10).

Tabela 10 - Pressao de ruptura- desnutridos / local da ruptura

Pressao Média DP Min Q1 Mediana Q3 Max Valor p
DEISCENCIA 299 258 116 11,6 29,9 48,1 481
FORA 202,3 46,5 1189 156,6 211,8 2426 262,7 0,098
LINHA 161,0 1285 449 449 139,0 299,0 299,0

Fonte: Dados da pesquisa.

Apesar de ndo apresentar diferenga estatisticamente significativa, foi
observado que a distribuicdo da pressao para deiscéncia foi menor que os outros dois
grupos (fora da linha de sutura e na linha de sutura). (Grafico 9).
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Grafico 9 - Animais desnutridos —

Pressao de ruptura / local da ruptura.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Em relagéo a presséao, nao foi possivel observar diferencga significativa entre
os tratamentos dentro de cada grupo. Mas pode-se observar uma tendéncia a
pressdo de ruptura ser mais elevada nos grupos que receberam PRF. No grupo
desnutrido que recebeu PRF a média foi de 186,4 mmHg e mediana de 193,8
mmHg. Ja no grupo de animais nutridos a média foi de 201,3 mmHg e mediana de
197,1 mmHg. (Tabela 11).

Tabela 11 - Pressao de ruptura global

Pressao
Grupo Tratamento Média DP Mediana Valor p
Desnutrido Sem PRF 157,5 1121 1731 0 867
Desnutrido Com PRF 186,4 44.6 193,8 ’
Nutrido Sem PRF 180,1 47.0 171,9 0248
Nutrido Com PRF 201,3 52,3 1971 ’

Fonte: Dados da pesquisa.
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A tabela 12 mostra as analises das pressdes de ruptura excluindo-se os
animais que apresentaram deiscéncia. O valor médio do grupo de ratos desnutridos
sem PRF foi de 200,1 mmHg, com mediana de 227,5 mmHg. Ja o grupo nutrido com
PRF apresentou, média de 186,4 e mediana de 193,8. Estes valores nao
apresentaram significancia estatistica, com p=0,534. Ja no grupo de animais nutridos
foi observada pressdo média de 180,1 mmHg e mediana de 171,9 mmHg nos sem
membrana e 201,3 mmHg e 197,1 mmHg naqueles com membrana. Nao houve
também diferenca estatistica, com p=0,248.

Tabela 12 - Presséao de ruptura — sem deiscéncia

Pressao
Grupo Tratamento Média DP Mediana Valor p
Desnutrido Sem PRF 200,1 93,6 227.,5 0534
Desnutrido Com PRF 186,4 44 6 193,8 ’
Nutrido Sem PRF 180,1 52,3 171,9 0248
Nutrido Com PRF 201,3 47,0 197 .1 ’

Fonte: Dados da pesquisa.

Quando se compara os animais do grupo IV, desnutridos que recebeu PRF,
com os animais do grupo |, (controle) nota-se que no primeiro a pressao de ruptura
meédia foi de 186,4, mediana de 193,4 e desvio padréo de 41,3. Ja no grupo controle
a média foi 180,1, mediana de 171,9 e desvio padrdo de 54,94. Nao houve diferenca
estatistica, representada por p=0,31, mas pode-se nota uma tendéncia a maior
pressao de ruptura nos animais que receberam PRF, mesmo que desnutridos. (Tabela
13).

Tabela 13 - Pressao de ruptura — Grupo | comparado ao Grupo IV

Pressao
Grupo Tratamento Média DP Mediana Valor p
Desnutrido Com PRF 186,4 41,3 193,4 0,31
Nutrido Sem PRF 180,1 54,94 171,9

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.5 - ANALISE DO COLAGENO

A avaliagcédo do colageno ocorreu apenas no subgrupo desnutridos. As pegas
cirurgicas foram analisadas junto a linha de sutura e foi estipulada quantificagao da
maior area contendo colageno nesta regido. (Figuras 35 e 36).

Figura 35 - Analise de Colageno (Grupo lll)
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Fonte: O autor (223)

Figura 36 - Analise do Colageno (Grupo IV)
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A tabela 14 mostra os maiores resultados por area préxima a linha de sutura

de todos animais do grupo desnutridos. Pode-se observar que a menor area composta

por coloragédo especifica para colageno no grupo sem PRF é igual a 7275,89 ym?

enquanto no grupo com PRF é 10760,92 ym?3. Ja a maior area no grupo com PRF foi

23765 pm? enquanto no grupo com PRF foi 20890,40 um?2.

Tabela 14 - Animais Desnutridos — Colageno

Sem PRF / N=8 area corada Com PRF / N=8 area corada
colageno (um?) colageno (um?)

HS-PRF 1 10 060,12 HC-PRF 1 18 870,88
HS-PRF 2 7 406,89 HC-PRF 2 12 549,88
HS-PRF 3 7 275.89 HC-PRF 3 10 760,92
HS-PRF 4 13 518,55 HC-PRF 4 10 757,14
HS-PRF 5 9 785,49 HC-PRF 5 13 267,87
HS-PRF 6 14 027,08 HC-PRF 6 18 695, 46
HS-PRF 7 20 908,83 HC-PRF 7 20 890,40
HS-PRF 8 23 765,48 HC-PRF 8 16 777,49

Fonte: Dados da pesquisa.

Ao avaliarmos a média da area corada representativa de colageno pode-se

observar que no subgrupo sem PRF, o valor foi igual a 13343, desvio padrao de
3722,47 e mediana de 11789,33. Ja no grupo que recebeu PRF a média foi 14839,25,
desvio padrdo 6116,13 e mediana igual 18833,94. Nao houve diferenga estatistica,

sendo representada pelo valor p=0,2917. (Tabela 15).

Tabela 15 - Animais Desnutridos — Analise estatistica

Grupo

Desnutrido

Tratamento

Colageno

Sem PRF
Com PRF

Média (um?)

13343,00
14839,25

DP Mediana
3722,47 11789,33
6116,13 18833,94

Valor p
0,2917

Fonte: Dados da pesquisa.
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No grafico 10 pode-se notar a tendéncia em maior area com concentragéo de

colageno nos animais que receberam PRF.

Grafico 10 - Comparacgao area de colageno — Desnutridos

25,000
|

20,000
|

Animais grupo controle
15,000
|

10,000
|

5,000
|

Grupo llI Grupo IV

4.6 - ANALISE DA RETICULINA

A avaliagdo da reticulina também ocorreu apenas nos grupos de ratos
desnutridos. Foi optado por definir a maior area corada contendo o reagente
especifico HistoKit para reticulina por animal, tanto para o subgrupo sem PRF quanto
para o com PRF (Figuras 37 e 38).
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Figura 37 - Analise da Reticulina (Grupo lll)

Fonte: O autor (2023)

Figura 38 - Analise Reticulina (Grupo V)

Fonte: O autor (2023)
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Pode-se observar que na lamina de animal desnutridos sem PRF (figura 37), a
area corada com reagente para reticulina é menor, sendo percebida diante da
comparagao com a lamina de animal que recebeu PRF. A concentracdo de corante
em tom castanho é predominante neste caso, o que caracteriza maior concentragcao
de reticulina neste fragmento (figura 38).

A tabela 16 mostra os maiores resultados por area préxima a linha de sutura
de todos os animais desnutridos. Pode-se observar que a menor area composta por
coloragcédo especifica para reticulina no grupo sem PRF é igual a 7695,38 ym?
enquanto no grupo com PRF é 11471,69 um?3. Ja a maior area no grupo com PRF foi

24214,07 pm? enquanto no gropo com PRF foi 26511,40 um?2.

Tabela 16 - Animais Desnutridos — Reticulina

Sem PRF / N=8 area corada Com PRF / N=8 area corada
reticulina (um?) reticulina (um?)
HS-PRF 1 10 808,29 HC-PRF 1 11 471,69
HS-PRF 2 24 214,07 HC-PRF 2 24 504,26
HS-PRF 3 12 936,94 HC-PRF 3 21 643,47
HS-PRF 4 7 798,94 HC-PRF 4 18 722,40
HS-PRF 5 7 695,38 HC-PRF 5 17 565,56
HS-PRF 6 14 132,83 HC-PRF 6 15 600,31
HS-PRF 7 13 132,83 HC-PRF 7 26 511,66
HS-PRF 8 14 607,53 HC-PRF 8 13 708,03

Fonte: Dados da pesquisa.

Ao avaliar-se a média da area corada representativa de reticulina pode-se
observar que no subgrupo sem PRF, o valor foi igual a 13165,94 (DP = 5201,91) e
mediana de 13034,88. Ja no grupo que recebeu PRF a média foi 18715,92 desvio
padrao 5229,54 e mediana igual 18143,97. Houve diferenca estatistica, sendo

representada pelo valor p=0,040. (Tabela 17).
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Tabela 17 - Animais Desnutridos — Analise estatistica

Grupo Tratamento Reticulina
P Média (um?) DP Mediana Amplitude Interquatil Valor p
Desnutrido  Sem PRF 13165,94 5201,91 13 034,88 5937,75 0,040
Com PRF 18 715,92 5229,54 18 143.97 9 607,96

Fonte: Dados da pesquisa.

No grafico 11 representa a prevaléncia de reticulina no grupo que recebeu PRF.

Grafico 11 - Comparacgao area de reticulina — Desnutridos
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5 DISCUSSAO

A ma cicatrizagcdo da anastomose intestinal € uma das complicagdes mais
importantes na cirurgia do trato digestivo, sobretudo em pacientes idosos e com
comorbidades (KONISHI et al., 2006), (HYMAN et al.,, 2007). O tratamento da
deiscéncia da anastomose é dificil, requer intervengdes repetidas e, frequentemente,
a confeccdo de estomas. Entretanto, nem sempre os resultados sao satisfatérios, o
que torna a morbimortalidade desta condicdo bastante elevada (CHAMBERS;
MORTENSEN, 2004).

A prevencgao da deiscéncia anastomotica deve ser, portanto, ponto da maior
relevancia para aqueles que atuam na cirurgia digestiva. Técnicas cirurgicas
refinadas, utilizando suturas de alta qualidade e anastomoses livres de tensédo séo os
principais fatores para uma anastomose bem-sucedida. Novas modalidades de
tratamento sdo necessarias para evitar falhas na anastomose, principalmente em
pacientes de alto risco (CHIARELLO et al., 2022).

Garcia-Vasquez e cols demonstraram, em estudo experimental em porcos
submetidos a isquemia intestinal, que o patch de fibrina aumenta a duragdo do
processo cicatricial no leito cirurgico, gragas a uma maior exposicdo aos agentes da
cascata de cicatrizagdo (GARCIA-VASQUEZ et al., 2018).

Alvarenga Jr e cols. analisaram o efeito protetor de células mesenquimais
derivadas de tecido adiposo em modelo experimental de anastomose cdlica de alto
risco, caracterizada por indugdo de colite quimica em ratos com realizacdo de
colectomia e anastomose. No grupo que recebeu a protegdo houve melhora na
resposta imunomoduladora e melhores resultados cicatriciais, comparado com grupo
controle que nao recebeu a protecao (ALVARENGA et al., 2019).

Ainda no cenario experimental com utilizacdo de biomateriais aplicados aos
reforcos anastométicos em ratos, Soltani e cols. avaliaram a cicatrizagdo de
anastomoses cdlicas usando nanofolhas hibridas contendo estrutura de dissulfeto de
molibdénio (MOS2) de membrana amnidtica placentaria humana e policaprolactona
(PCL). O escore histopatologico e a pressdo de ruptura mostraram melhora
significativa no grupo de estudo. Nenhuma mortalidade ou deiscéncia foram relatados
neste grupo. Além disso, os marcadores inflamatorios diminuiram significativamente,
enquanto as citocinas anti-inflamatérias permaneceram estaveis. O resultado indicou

que o composto hibrido com elementos placentarios € uma escolha adequada para
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reparo de anastomose colorretal, diminuindo complicagdes pds-operatérias e
acelerando a cicatrizagdo (EBRAHIM SOLTANI et al., 2023).

O PRF é uma nova geragao de concentrado de plaquetas capaz de estimular
o mecanismo de defesa, durante a cicatrizagdo de feridas (DOHAN et al., 2006a). A
fibrina também desempenha um papel como guia natural da angiogénese. Pode ser
usado para promover regeneragdo 0ssea, estabilizacdo de enxertos, selamento de
feridas e hemostasia (NAIK et al., 2013).

A liberagdo de fatores de crescimento do PRF foi demonstrada por meio de
estudos in vitro e bons resultados de estudos in vivo, levando a otimizagdo da
aplicagcdo clinica deste concentrado (SALUJA; DEHANE; MAHINDRA, 2011)
(SUNITHA RAJA; MUNIRATHNAM NAIDU, 2008). A andlise bioquimica da
composi¢cdao do PRF indica que este biomaterial € composto por citocinas
inflamatoérias, como a interleucina-13 (IL-1B), e a interleucina-6 (IL-6), citocinas
cicatrizantes, como a interleucina-4 (IL- 4), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), citocinas plaquetérias, como fator de crescimento transformador 3, fatores de
crescimento derivados de plaquetas e fatores de crescimento semelhantes a insulina
(APPEL et al., 2002), (WEIBRICH et al., 2002), (HEINRICH et al., 2003), (BOOTHBY
et al., 2001). Esses componentes bioquimicos tém efeitos sinérgicos nos processos
de cicatrizagdo (DOHAN et al., 2006b)

As membranas PRF tém sido predominantemente utilizadas no campo da
odontologia para o tratamento de les6es periodontais e endoddnticas, bem como para
preenchimento de cavidades cisticas e preservagao de alvéolos (DOUGLAS et al.,
2012), (RUDAGI; RUDAGI, 2012), (LEE et al., 2012). Nao foram encontrados na
literatura, relatos do uso intra-abdominal de PRF em seres humanos. Neste estudo, o
objetivo foi avaliar o efeito do PRF no processo de cicatrizagao de suturas colicas em
modelo animal. O desenho deste trabalho permitiu investigar os efeitos do PRF em
ratos com estado nutricional preservado e naqueles com desnutricéo.

A utilizagdo de ratos como animais de experimentacédo foi devido ao baixo
custo, alta resisténcia a eventos adversos e facil manuseio. A opgéo por se realizar
colotomia e colorrafia em detrimento a uma anastomose completa foi devida a melhor
obtengdo de espécime para testes como ocorre com ceco. Este segmento foi
facilmente adaptado ao dispositivo de analise de pressao de ruptura e nao
apresentava defeito em sua extremidade oposta.
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A opcao por utilizagdo de PRF humano, heterdlogo, foi devido a dificuldade em
se obter quantidade de sangue satisfatoria de ratos, principalmente os desnutridos. O
volume de 10 ml necessario para confeccdo de membrana poderia fatal, além de
complexa coleta. A utilizagdo de xenoenxerto ndo compromete significativamente a
analise dos resultados. Um estudo utilizou enxerto de tunica albuginea bovina com
sucesso no reparo da bexiga de ratos. Ndo houve rejeigdo, sendo uma boa opgéao de
biomaterial em cirurgias reconstrutivas de vesiculas urinarias (RODRIGUES et al.,
2021).

Para chegar a um protétipo de animal doente, a opgdo de desnutricdo se
mostrou valida. Mas outras maneiras de se avaliar o colon de ratos em sofrimento ja
foi proposto. Ozgay e cols estimularam a isquemia intestinal e aplicaram o PRF e n&o
observaram 6bitos no pré, trans ou pos operatorio (OZCAY, 2018).

No presente estudo, na fase de alimentacdo houve perda de 4 animais, dois
em cada grupo de animais desnutridos, totalizando 10 % do total da amostra. Em
trabalhos semelhantes, as taxas de mortalidades oscilam entre 0 e 20% (SILVA;
SILVA; PAULO, 2011).

A literatura sobre o emprego de PRF e outros biomateriais em suturas
intestinais € bem reduzida. A maior parte dos trabalhos avalia as linhas de suturas
quanto a pressao de ruptura e quanto ao processo inflamatorio, dando énfase nos
elementos da matriz extra-celular.

Por outro lado, no campo da odontologia/periodontia 0 em emprego de PRF é
amplamente estudado. Estudo que avaliou possivel resposta inflamatoria exacerbada
causada pela membrana constatou que fibrina rica em plaquetas pode reduzir a
liberacao de IL-1[3 e, pelo menos parcialmente, inibir fatores relacionados a piroptose
em macrofagos induzidos por lipopolissacarideo in vitro. Isto reforga o papel anti-
inflamatorio do composto que possivelmente ndo induz agao antigénica desfavoravel
(SORDI et al., 2022).

Este estudo constatou que para ratos desnutridos que receberam o PRF, a
ruptura ndo ocorreu na linha de sutura e sim fora dela, em todos os animais. Houve
diferenga estatistica (p=0,038), quando comparado com os animais desnutridos que
nao receberam a membrana, pois neste grupo, houve ruptura na linha em trés casos,
além de duas deiscéncias, que configuram o insucesso na anastomose. Desta forma,
pode-se inferir que para situagcdes de caréncia nutricional, o reforco de uma sutura

intestinal com este biomaterial é benéfico.
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A influéncia da desnutricdo na cicatrizagdo das anastomoses colicas tem sido
muito discutida. Foi demonstrado aqui os efeitos negativos da desnutrigdo nas
anastomoses célicas de ratos, resultando em ruptura para animais desnutridos com
aplicacao de PRF, fora da linha de sutura, bem como maior area percentual de
deposicao de reticulina naqueles animais que receberam o PRF.

Estudos experimentais confirmam os efeitos benéficos da nutricdo pré-
operatoria. Costa e cols demonstraram, por métodos histologicos e de forga de
tens&do, melhora da cicatrizagdo da anastomose coélica com o uso de glutamina oral
pré-operatoria por 7 dias em ratos bem nutridos (DA COSTA et al., 2003).

No presente estudo focou-se na cicatrizagdo do colon em ratos desnutridos. O
baixo ganho de peso a partir de dieta pobre em proteinas e composta basicamente
por carboidratos permitiu desenvolver prototipo de animal com caréncia nutricional
grave. Houve diferenga estatistica quando os pesos foram comparados aos animais
que receberam dieta padréo. Isso permite admitir que um grupo foi nutricionalmente
diferente do outro, visto que para animais, a variavel peso é fortemente considerada.

Zaizen e cols. (ZAIZEN et al., 1990) avaliaram altera¢des na forga de ruptura
de celiotomias em ratos desnutridos. Nesse estudo, os grupos consistiam em ratos
nutridos, ratos eutroficos, ratos com desnutrigao proteica, ratos ratos com desnutricao
proteica tratados com horménio de crescimento (GH) e ratos com desnutricao proteica
alimentados com racédo normal por trés dias no pré-operatério. A desnutrigao protéica
foi alcangada com a alimentacdo de 5,5% de racao protéica em dias alternados
durante 8 semanas, enquanto ratos normalmente nutridos foram alimentados com
23,4% de racao protéica. Ratos que foram realimentados por trés dias no pré-
operatério, bem como ratos que receberam GH por 5 dias no poés-operatorio,
melhoraram significativamente a resisténcia da ferida em comparagdo com animais
desnutridos.

Por outro lado, Irvin e cols (IRVIN, 1978) nao observaram melhora na
resisténcia a tragdo e no conteudo de colageno nas anastomoses colicas de ratos
desnutridos com a administragcdo de aminoacidos orais, sete dias antes e apds a
operagao. Em seu estudo, os ratos receberam uma dieta isenta de proteinas durante
sete semanas. A terapia com aminoacidos foi associada a uma melhora significativa
na resisténcia a tracdo e no conteudo de colageno de feridas abdominais, mas
nenhum efeito mensuravel na cicatrizacdo das anastomoses. Neste estudo a

desnutricdo foi estimada pela baixa oferta de proteinas que culminou em menor ganho
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de peso dos animais do grupo estudo com PRF. Desta forma, foi possivel inferir que
a diferencga significativa no peso dos animais desnutridos foi um fator de risco para o
insucesso das suturas intestinais.

Os efeitos imprevisiveis da nutricdo pré-operatéria na cicatrizagdo do colon
podem ser explicados pelos diferentes modelos experimentais de desnutricao
utilizados. A maioria dos autores utilizou dietas hipoproteicas, mas o periodo de
desnutricdo foi variavel, assim como o nivel de déficit proteico nas dietas.
Consequentemente, o grau de perda de peso e desnutricdo alcangado foi variavel,
afetando a eficacia da nutrigdo pré-operatodria (IRVIN; HUNT, 1974), (WARD et al.,
1982). Sampaio e cols concluiram, em um estudo de cicatrizagcéo de feridas em ratos,
que a desnutrigdo induzida inibe a proliferagédo de fibroblastos e a sintese de colageno
(SAMPAIO et al., 2018).

O presente estudo utilizou um processo diferente de desnutricdo experimental,
a restricdo de proteinas desde o desmame, que promove um retardo de
desenvolvimento de massa magra e gorduras. A oferta de dieta a base de fuba implica
no fornecimento apenas de amido, com quantidade minima de proteinas. Ao serem
alimentados exclusivamente desta forma, os animais puderam se adaptar até se
tornarem comparaveis pela idade, ao grupo controle, aquele que recebeu ragéo
convencional. Foram observados quatro obitos entre os 20 animais expostos a essa
racao, possivelmente pela desnutricdo. Foi optado pela n&do substituicdo desses
animais, para nao se correr o risco de novas perdas, o que iria de encontro aos
conceitos bioéticos. Os Obitos ocorreram na mesma semana e levantou a
preocupacgao sobre a causa estar relacionada a hiponutri¢ao.

Neste estudo, foram analisados dois grupos principais, animais nutridos e
desnutridos com a utilizagdo de PRF em ambos. Foi considerado um grupo controle
composto por animais nutridos submetidos apenas a colostomia e colorrafia. Em
primeira analise eles foram comparados com animais nutridos, submetidos a
colotomia e colorrafia e emprego da membrana de PRF. Estes dois grupos foram
estudados quanto a presséo e local de ruptura, além da avaliagao de variagdo de
massa corporal. Foi constatado que a pressao de ruptura ndo apresentou diferenca
estatistica entre eles. Além disso, todas as rupturas ocorreram na linha de sutura.
Esses dados sugerem que a utilizagdo de membrana de PRF para individuos
saudaveis, incluindo-se aqueles bem-preparados para um procedimento cirurgico,

possa ser desnecessaria. Por outro lado, foi observada perda de peso no pos-
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operatorio para os dois grupos, o que permite a inferéncia de que eles sofreram a
mesma resposta endocrino-metabdlica, que poderia influenciar na cicatrizagcdo da
sutura colica.

Durées e colaboradores (DURAES et al., 2013) investigaram a correlagéo entre
pressao de ruptura e for¢ca de ruptura no 7° dia de pds-operatorio de anastomose
célica esquerda em ratos. Setenta ratos foram divididos aleatoriamente em sete
grupos de dez animais cada. Todos os animais foram submetidos a ressecg¢ao
segmentar do célon esquerdo e anastomose término-terminal. Os animais dos grupos
| a VI foram submetidos a laparoscopias cirurgicas com pneumoperiténio utilizando
didxido de carbono ou hélio nas pressdes de 5, 12 ou 20 mmHg. No Grupo VII foi
realizada laparotomia aberta. Os animais foram reoperados no 7° dia de pos-
operatério para mensuragdo da pressao de ruptura e da forgca de ruptura da
anastomose. A presséao de ruptura da anastomose em 70 animais foi de 193,10+55,56
mmHg. Nao houve diferenga significativa entre os grupos (p=0,786). A resisténcia a
ruptura da anastomose foi de 0,26+0,12 N. N&do houve diferenga significativa entre os
grupos (p=0,356). O teste de correlagdo de Pearson mostrou correlagdo baixa
(r=0,231) sem significancia estatistica (p=0,054). O presente estudo também néao
mostrou diferenga estatistica entre as pressdes de ruptura para todos os grupos.

Testini e cols testaram o reforgo de suturas intestinais em porcos, utilizando
pericardio bovino, como ja havia sido preconizado para tratamento de hérnias. Os
resultados para analise da pressao de ruptura foram semelhantes entre os grupos
estudo e controle. (TESTINI et al., 2014). Neste trabalho também obtivemos dados de
presséo de ruptura semelhantes entre os grupos estudo e controle.

Neste estudo, para os animais desnutridos, a cicatrizagao do colon foi avaliada
por quatro métodos: integridade da anastomose, local de ruptura, pressao de ruptura
e quantificagdo de colageno e de reticulina. Nos animais desnutridos que receberam
a membrana de PRF todas as rupturas ocorreram fora da linha de sutura. Ja nos
animais que n&o receberam PRF, a ruptura ocorreu na linha de sutura em trés animais,
outras trés fora da linha de sutura e 2 animais apresentaram deiscéncia.

Ikeuchi e cols. (IKEUCHI et al., 1999) demonstraram que quase 100% das
rupturas ocorrem na linha anastomotica, se a analise for realizada até o 4° dia de pos-
operatério. Desta forma, neste estudo, o 7° dia de pds-operatério foi escolhido para
analise da resisténcia a tragcao para evitar rupturas fora do sitio anastomético. Alguns

autores descrevem que rupturas ocorreram possivelmente devido a disseccao
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desnecessaria durante a retirada dos espécimes, enfraquecendo a parede do cdlon
além das anastomoses em ratos que desenvolveram maior adeséo (ZAIZEN et al.,
1990). Por este motivo neste estudo foi optado por ndo se realizar a dissecgao do
espécime junto a linha de sutura com intuito de se evitar esta ocorréncia.

A maior area de colageno foi medida apenas nos grupos desnutridos, uma vez
que ndo houve diferenga nas avaliagbes dos grupos nutridos para pressao e local de
ruptura. Apesar de nao haver diferenga estatistica, nota-se uma tendéncia a uma
maior concentracado dessa proteina nos animais que receberam PRF com valores da
medianas de 18833,94 uym? e 11789,33 pm?, respectivamente comparando-se os
grupos ll e IV.

Gongalves e cols. demonstraram uma grande area ocupada por colageno tipo
| (maduro) em animais que recebem nutricdo pré-operatéria. Ja grupos de animais
desnutridos continham uma area menor de colageno tipo | em relagdo aos controles.
Devido a estes fatores, o estudo indica que os animais do grupo com maior atengao
nutricional apresentaram melhores resultados, quanto ao processo de cicatrizagao
das anastomoses (GONCALVES et al., 2009).

Os resultados aqui obtidos permitem inferir que a desnutricio compromete
localmente a cicatrizacdo das anastomoses, o que foi documentado por avaliagao
macroscopica e baixas pressdes de ruptura da anastomose. O tratamento com PRF
pode conferir marcada influéncia nesses parametros e evitado complicagdes locais da
anastomose. Os animais do grupo de ratos desnutridos tratados com PRF (Grupo V)
apresentaram significativamente menores complica¢des, quando comparados com o
grupo de animais desnutridos, no qual néo se utilizou o PRF (Grupo lll). As pressdes
de ruptura da anastomose foram maiores nos animais tratados com PRF no grupo IV.
Esses dados indicam que o PRF previne complicagdes locais e promove e estimula o
processo de cicatrizagdo da anastomose, principalmente quando esse processo
estiver potencialmente comprometido.

A cicatrizagdo das anastomoses intestinais segue a mesma sequéncia
histolégica da cicatrizagc&o das feridas cutédneas, embora existam algumas diferengas.
A integridade precoce da anastomose depende principalmente da formagao de selo
de fibrina na parte externa do intestino. Posteriormente, neutréfilos e macréfagos
acumulam-se junto a anastomose e liberam a enzima colagenase que causa lise
acentuada durante os primeiros 3 a 5 dias. Essa colagendlise resulta em diminuigao
significativa da forga marginal da anastomose. A sintese de colageno, estimulada por
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fibroblastos e células musculares lisas, leva alguns dias para se iniciar apos a
confecgao da anastomose intestinal (MARX et al., 1998). Os animais do Grupo IV
apresentaram melhores escores histolégicos quando comparados ao grupo lll.

Embora as diferengas entre os grupos desnutridos ndo tenham alcangado
significancia estatistica para avaliagao de colageno, ela foi alcangada para a dosagem
da reticulina (p=0,040). Esses dados indicam que o efeito benéfico do PRF & mais
proeminente quando a cicatrizacdo da anastomose intestinal esta potencialmente
comprometida. Avaliagdes histopatologicas dos locais de anastomose dos animais
também mostraram dissolucdo completa da membrana de PRF das superficies
intestinais. Além disso, o uso de PRF reduziu significativamente os vazamentos na
linha de sutura em animais desnutridos, podendo-se inferir que a parede cdlica ficou
menos resistente que a propria linha de sutura, o que foi documentado na avaliagao
macroscopica. A aplicacdo de PRF na parede intestinal previne, portanto,
complicacdes locais e promove o0 processo de cicatrizagdo em animais desnutridos.

A preparagao do PRF é muito simples e ndo necessita de anticoagulante ou
trombina bovina. Esse preparo poderia ser feito na sala de cirurgia durante as
operagdes e a membrana PRF poderia ser aplicada imediatamente apds o preparo
nos locais das anastomoses intestinais. (DOHAN et al., 2006b)

Este estudo avaliou os efeitos da aplicagdo de membrana de PRF em suturas
intestinais de ratos desnutridos. A observagao do ponto de maior fragilidade da parede
intestinal fora da area de sutura no grupo desnutrido que recebeu a membrana,
demonstra que a linha de sutura se torna mais resistente que a propria parede
intestinal. Apesar das pressdes de ruptura serem semelhantes, foi possivel
demonstrar que houve reforgo estrutural na regido suturada. Estudos prévios nao
avaliaram este evento.

Histologicamente houve uma tendéncia do grupo que recebeu PRF em
desenvolver maior area com concentragdo de colageno. Além disso, houve maior
concentracao de reticulina, o que favorece a teoria de que a cicatrizagao é otimizada
nas situagdes desfavoraveis, como a desnutrigdo.

De forma paralela, foi possivel criar e validar dispositivo capaz de aferir com
precisdo a pressao de ruptura, pois registra valores em mmHg em até 3 casas
decimais. Além disso, gera grafico que mostra com exatiddo o momento da ruptura.

Como limitagdes do presente estudo, pode-se dizer que a avaliagéo histologica

dos grupos nutridos poderia ser um dado comparativo valido. Da mesma forma, o
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estudo histologico poderia ser mais especifico, quanto a celularidade e tipos de
colageno avaliados. Os parametros de desnutricdo poderiam ter sido avaliados
bioquimicamente.

Avaliacdo em momentos pos-operatorios mais tardios poderiam trazer dados
relevantes.

Este trabalho abre campo para estudos futuros que possam testar o PRF como
substrato auxiliar na cicatrizagao de fistulas perianais, reto-uretrais ou reto-vaginais.
O emprego em seres humanos é seguro e pode ser alvo de pesquisas no contexto do
trato gastrointestinal.
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6 CONCLUSAO

6.1- A utilizacdo de membrana de fibrina rica em plaquetas como refor¢o de
suturas intestinais em ratos desnutridos € capaz de melhorar a resisténcia na area de
sintese.

6.2- N&o houve diferenca na presséo de ruptura intestinal entre os grupos de
ratos nutridos e desnutridos, independentemente da aplicacdo do PRF.

6.3- A concentragcdo de reticulina foi significativamente maior nos animais
desnutridos que receberam o PRF, enquanto a concentragdo de colageno apresentou
uma tendéncia a ser maior em ratos que receberam a membrana de fibrina rica em
plaquetas, o que sugere potencializagdo no processo cicatricial de animais com

caréncias nutricionais.
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8 ANEXOS
ANEXO A — APROVAGCAO NO COMITE DE ETICA EM USO ANIMAL

Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSJ — CEUA/UFS]J

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto “Avaliacdo de fibrina rica em plaquetas na cicatrizagdo de
anastomoses colOnicas em ratos.”, Protocolo n® 015/2020 sob a responsabilidade de
Féabio Henrique de Oliveira - CCO que envolve a manutengao e utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da
Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei, na 100* Reunido, de 14/08/2020.

Finalidade () Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do Projeto Inicio: 14/08/2020 Término: 24/12/2022

Espécie/Linhagem/raca | Rato heterogénico Rattus norvegicus / Wistar

N° de animais 44

Peso / Idade 300 g/ 120 dias

Sexo Machos

Origem Nucleo de criagdo de animais de laboratorio - NUCAL

UFSJ/CTAN - Avenida Visconde do Rio Preto, S/N - Colonia
do Bengo - Sao Joao del Rei-MG - CEP 36301-360

Destino Biotério CT Infra II - CCO - Salas 101 e 102, Bloco E,
UFSJ/CCO, R. Sebastido Gongalves Coelho, 400, Bairro
Chanandour, Divindpolis-MG.74; Dom Bosco; Sdo Joao del
Rei - MG; CEP: 36301-160

Liliam Midori Ide
Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFSJ - CEUA/UFSJ

ANEXO B — APROVAGCAO NO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS
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CEPCO UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO JOAO DEL REI - CAMPUS %plobo#ocrqo
CENTRO OESTE DONA LINDU ¥ asil
/-UFSJ - CCO

()

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo de fibrina Rica em Paquetas (PRF) na Cicatrizacdo de anastomoses
coldénicas em ratos

Pesquisador: Fabio Henrique de Oliveira

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 39125920.8.0000.5545

Instituicdo Proponente: Fundacdo Universidade Federal de S&o Jo&o Del Rei - C. C. Oeste Dona
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.552.997

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo experimental em modelo animal que busca analisar os efeitos da utilizacdo de Fibrina
Rica em Plaquetas (PRF) derivada de sangue de pacientes humanos sobre a cicatrizacdo de anastomoses
colbnicas (um procedimento cirirgico que estabelece comunicagdo entre duas por¢des do intestino).

Justificativa do estudo

Diante das complicagcbes relacionadas as anastomoses do trato gastrointestinal e da potencialidade da
Fibrina Rica em Plaquetas (PRF), se faz importante a avaliagdo da aplicacdo desse produto em
anastomoses coldnicas na intengéo de diminuir o risco de deiscéncias e suas complicagdes. Além disso,
poucos estudos avaliam o processo de cicatrizagdo das anastomoses gastrointestinais com o uso de PRF.
Uma vez comprovados os beneficios do uso do PRF para o otimizar o processo de cicatrizacdo em
anastomoses coldnicas, a utilizagdo desse material podera ser adotada como rotina em cirurgias intestinais,
de forma a reduzir o indice de complica¢des pos-operatérias. Tal cenario significaria menores indices de
mortalidade e morbidade, menos tempo de permanéncia no hospital e menores custos do tratamento. Neste
estudo optou-se por utilizar sangue humano para a confecgédo do PRF com o objetivo de compreender as
propriedades cicatriciais e particularidades que o sangue humano possa vir a apresentar, de forma a
acrescentar novos dados
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a literatura, uma vez que os demais estudos realizados sobre este tema fizeram uso de sangue animal.

Hipotese do estudo
Baseia-se na premissa de maior valor na pressdo de ruptura e maiores niveis de hidroxiprolina e de

colageno nas laminas histopatologicas no grupo experimental de estudo.

Populagéo de estudo e nUmero de participantes
Doadores de sangue voluntarios do sexo masculino que concordarem em assinar o TCLE. Serédo 10
participantes, sendo estes alunos do curso de Medicina da Turma XV, Campus CCO, UFSJ.

Critérios de inclusao

- Ser do sexo masculino e estudante de Medicina da Turma XV;
- ldade maior que 18 anos;

- Sem comorbidades;

- Disponibilidade para coleta de sangue.

Critérios de excluséo

- Utilizag@o de medicamentos de uso continuo;

- Presenca de discrasias sanguineas;

- Ter realizado transfus@o de sangue nos ultimos 6 meses.

Processo de recrutamento dos participantes

Para a participagdo como voluntario na doagao de sangue serdo convidados os alunos da turma XV do
curso de Medicina desta universidade, que contemplem os critérios de inclusdo e excluséao e ter assinado o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Tal grupo populacional foi escolhido pela facilidade de coleta,
pois os alunos da turma XV do curso de Medicina séo colaboradores da pesquisa através da unidade
curricular projeto de iniciagao cientifica (PIC). Para a participagdo como voluntario na doagdo de sangue
serdo convidados a participar do estudo os respectivos alunos através do e-mail da turma, com o envio do
TCLE e resumo do projeto.

Local de realizagéo do estudo
A coleta de sangue dos participantes ocorrera nas dependéncias do Laboratério de Técnica
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Cirargica do Campus Centro-Oeste Dona Lindu, da Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei, sob a
coordenacgdo do pesquisador responsavel.

Metodologia do estudo

O método para obtencdo do PRF consistira na utilizagédo de sangue humano por meio de pungédo venosa
periférica de membro superior esquerdo sob rigorosas técnicas de assepsia e profissional treinado. O
sangue colhido sera imediatamente colocado em dois tubos de vidro de 10 ml, sem anticoagulante, e
centrifugado a 1800 revolugdes por minuto durante 14 minutos. O processo de coleta e transferéncia para a
centrifugacao deve ser rapido, para evitar que a fibrina se polimerize difusamente e se inicie o processo de
coagulacéo, que resultarda em uma falha na obtengéo do PRF. Serédo necessarios 10 ml de sangue para a
confecgcdo de cada membrana.

Anédlise dos Dados

A avaliagao da efetividade do PRF sobre a cicatrizagdo anastomotica utilizara 3 parametros: fisico,
medindose a pressao de ruptura na linha de anastomose; bioquimico, através da dosagem hidroxiprolina no
tecido colbnico, que é um bom marcador para se quantificar a deposicdo de colageno na matriz extra-
celular; histopatologico, visando-se comparar a migragao e constituicdo celulares da area perianastomética.

Desfecho primério
Espera-se que ao final da pesquisa sejam obtidos resultados favoraveis ao uso do PRF, que demonstrem
melhora na cicatrizacdo das suturas intestinais.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo primério

Analisar o efeito do uso de Fibrina Rica em Plaquetas (PRF) na maturacéo do tecido e na cicatrizagao de
feridas em anastomose colénica em modelo experimental com ratos.

Objetivos secundarios

Comparar:

a) a pressao de ruptura anastomética entre animais nutridos e hiponutridos;
b) os niveis de hidroxiprolina no tecido peri-anastomotico;
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c) as caracteristicas histopatol6gicas peri-anastométicas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos

Os risco da pesquisa envolvem complicagdes inerentes da coleta e manipulagdo do material humano. O
processo de puncéo venosa periférica expdem o voluntario a risco de complicagbes como hematoma no
local de puncéo, lesdo arterial, lesdo nervosa, infeccao no local da pungao e dor. Diante desses riscos,
serdo tomadas medidas de assepsia como higienizacdo das méaos do profissional antes da coleta, uso de
luva e mascaras descartaveis e assepsia do local de puncéo com alcool 70%, além dos materiais de coleta
descartaveis. Ademais, as condutas diante de cada complicagéo seré individualizada, como necessidade de
parada da pung¢ao e compressao local até encaminhamento do paciente para Cardioclinica, onde sera
atendido por médico generalista. Por fim, ha o risco de contaminagéo do profissional e dos colaboradores
com material biol6gico do voluntéario, os quais serdo minimizados pelo uso de equipamentos de protecédo
individual e condutas pautadas nas recomendagdes da sociedade brasileira de patologia clinica. Por fim, é
importante atentar para o cuidado com os dados dos voluntarios, quanto ao sigilo. Dessa forma, as
informagdes do participante da pesquisa sdo confidenciais e serdo encaminhados ao banco de dados apés
codificagdo em forma de letras, ou seja, cada participante tera seu nome substituido por uma letra. Apenas
0s pesquisadores terdo acesso aos dados pessoais dos participantes assegurando o compromisso
profissional com o sigilo absoluto das informacées.

Beneficios

Os beneficios desse estudo estéo relacionados com a premissa de que os resultados do grupo em uso de
PRF serdo melhores do que os do grupo controle, de forma a fortalecer os estudos ja produzidos, com o
intuito de que em um futuro proximo o PRF possa ser usado como protocolo em anastomoses intestinais.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa apresenta relevancia cientifica bem como na area médica cirurgica que podera levar a
beneficios para pacientes submetidos a cirurgias do trato intestinal visando uma diminuicdo das
complicagbes e uma melhor recuperagcdo no periodo pos-operatério. Nesta versao o pesquisador
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principal reapresenta o projeto com as modificagdes sugeridas na versao anterior. Com relagéo as analises
das pendéncias listadas na versao anterior vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de
Inadequacgdes".

Consideracoes sobre os Termos de apresenta¢ao obrigatéria:

1- Folha de rosto preenchida corretamente com assinatura do pesquisador responsavel e responséavel pela
instituicdo proponente, assinada em 08/09/2020.

2- Check-list do CEP adequado contendo a assinatura do pesquisador responsavel.

3- Projeto detalhado adequando apresentando cronograma com data de inicio da coleta de dados para o
primeiro semestre/2021 e orgamento financeiro proprio.

4- Projeto com informacgdes basicas submetido a Plataforma Brasil.

5- Declaragao do setor informando conhecimento e concordancia para a realizagao do projeto no Campus
Centro Oeste Dona Lindu, UFSJ, assinado pelo diretor de Campus e pesquisador responsavel, assinada em
28/09/2020.

6- Declaragao de prestagdo de assisténcia médica necessaria aos participantes da pesquisa assinada pela
diretora administrativa da clinica Protocordis, situada a Rua Divino Espirito Santo, n. 870, Divin6polis/MG.
7- Declaracédo de ciéncia de necessidade de nova submissdo no CEPES para a utilizagédo de amostras
armazenadas no biorrepositorio produzido, assinada pelo pesquisador responsével e conforme Resolucéo
441/2011, assinada em 29/09/2020.

8- Declaragéo de infra-estrutura necesséria assinada pelo coordenador do Laboratorio de Técnica
Cirurgica,CCO, UFSJ em 29/09/20.

9- TCLE.

10- Carta resposta apresentando as resolugfes para as pendéncias listadas na versao anterior.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:
Com relagédo as pendéncias apontadas na vers&o anterior deste projeto, tem-se as seguintes andlises e
conclusdes.

Pendéncia 1:

Todas as informacdes pertencentes ao projeto de pesquisa devem constar de forma padronizada em ambos
os projetos detalhado e com informacgdes basicas. Desta forma, para equalizar os projetos, apresentar os
seguintes tépicos no projeto detalhado:
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c) descricdo sobre a populagao de estudo e niUmero de participantes;
Analise: atendida.

e) incluir se¢ao de riscos e suas formas de minimizagao e beneficios;

Analise: atendida.

Pendéncia 2:

Informar sobre o plano de recrutamento dos participantes tanto no projeto detalhado quanto no projeto com
informacgdes basicas, conforme item 3.4.1, subitem 8, da Norma Operacional n. 001/2013.

Andlise: atendida.

Pendéncia 4:

Na secao de riscos descrever também formas para garantir o sigilo, o anonimato e a privacidade dos
participantes da pesquisa, conforme letra e, item IV.3 da Resolucao n. 466/2012. Por exemplo, codificacéo
dos dados dos participantes.

Andlise: atendida.

Pendéncia 5:

Adequar TCLE nos seguintes pontos, conforme item IV.3 da Resolugdo n. 466/2012:

a) Inserir os procedimentos de ressarcimento e indenizacéo aos participantes, conforme letras g e h,
respectivamente;

Analise: atendida.

Apébs o atendimento de todas as pendéncias listadas na verséo anterior este Comité aprova o respectivo
projeto.

Considerag¢oes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagcéao

Informacgdes Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 12/01/2021 Aceito

do Projeto ROJETO_1620303.pdf 01:47:35

QOutros Carta_resposta.pdf 12/01/2021 |Fabio Henrique de Aceito
01:46:07__|Oliveira

Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado_3.pdf 12/01/2021 |Fabio Henrique de Aceito

Brochura 01:27:22 |Oliveira

Investigador

TCLE/Termos de |TCLE_3.pdf 12/01/2021 |Féabio Henrique de Aceito

Assentimento / 01:25:32 |OQliveira

Justificativa de

Auséncia

Cronograma CRONOGRAMA .pdf 12/01/2021 |Fabio Henrique de Aceito
01:23:46 | Oliveira

Orcamento documento.pdf 04/11/2020 |Fabio Henrique de Aceito
11:36:18 | Oliveira

Folha de Rosto ScannedDocuments.pdf 02/10/2020 |Fabio Henrique de Aceito
23:54:42 | Oliveira

Outros Declaracao_cardioclinica.pdf 02/10/2020 |Fabio Henrique de Aceito
15:09:36__|Oliveira

Outros Declaracoes.pdf 02/10/2020 |Fabio Henrique de Aceito
15:07:51 | Oliveira

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: CHANADOUR
UF: MG

Telefone: (37)3690-4491

DIVINOPOLIS, 23 de Fevereiro de 2021

Assinado por:
Elaine Cristina Dias Franco

(Coordenador(a))

SEBASTIAO GONCALVES COELHO

CEP: 35.501-296

Municipio: DIVINOPOLIS
Fax:

(87)3690-4491

E-mail:

cepco@ufsj.edu.br
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nos, FABIO HENRIQUE DE OLIVEIRA, professor da Universidade Federal de Sao Joao del-
Rei (UFSJ), Campus Centro-Oeste, Jodo Pedro Vieira, Maria Luisa Miranda Resende, Miller
Augusto de Souza Campos, Tainara Guazeli Maia e Vanessa Cavazana Takata, académicos do
curso de Medicina da Universidade Federal de Sao Jodo del-Rei (UFSJ), convidamos vocé a
colaborar com a pesquisa AVALIACAO DE FIBRINA RICA EM PLAQUETAS (PRF) NA
CICATRIZACAO DE SUTURA DE CECO EM RATOS.

Por favor, leia este documento com bastante atencao antes de assina-lo. Caso haja alguma palavra
ou frase que o (a) senhor (a) ndo consiga entender, o pesquisador responsavel pelo estudo e a
equipe desta pesquisa estardo disponiveis para esclarecé-los.

A proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) ¢é explicar tudo sobre o
estudo e solicitar a sua permissao para colaborar com o mesmo.

OBSERVACAO: Caso o colaborador nio tenha condigdes de ler e/ou compreender este TCLE,
0 mesmo podera ser assinado e datado por um membro da familia ou responsavel legal.

Por meio dessa pesquisa, pretendemos verificar o efeito do uso de fibrina rica em plaquetas
(PRF) na maturacao do tecido e na cicatrizag@o de sutura de ceco em ratos.

A anastomose intestinal ¢ um procedimento cirurgico que estabelece comunicagido entre duas
porg¢des do intestino. Esse procedimento permite restaurar a continuidade do transito apds a
ressec¢do de uma condigao patoldgica que acometa o intestino. Tal procedimento, apresenta como
uma das principais complicacdes a deiscéncia de anastomose, que esta relacionada com o aumento
da mortalidade e morbidade, na permanéncia no hospital, nos custos do tratamento e na recidiva
local. As deiscéncias de anastomoses podem resultar em fistula colon cutdnea, vaginal e trato
geniturinario.

Diante das complicagdes relacionadas as anastomoses do trato gastrointestinal anteriormente
apresentadas e da potencialidade da Fibrina Rica em Plaquetas (PRF), se faz importante a
avaliacdo da aplicagdo desse produto em anastomoses colonicas na intengdo de diminuir o risco
de deiscéncias e suas complicagdes.

A fibrina rica em plaquetas (PRF) é um concentrado imunolégico e de plaquetas em uma Unica
membrana de fibrina, contendo todos os constituintes de uma amostra de sangue que so
favoraveis a cura e a imunidade. O PRF consiste em uma matriz polimerizada de fibrina, com a
incorporacdo de plaquetas, leucdcitos, citocinas e células-troncos circulantes. Assim, favorece o
desenvolvimento de microvascularizagdo e a migragao de células epiteliais a superficie.

Para a preparacdo do PRF requer a centrifugacdo do sangue. Uma amostra de sangue ¢
acrescentada a um tubo de vidro ou plastico, posteriormente, centrifugada. O produto é composto

Rubrica do Participante de pesquisa ou responsavel:

Rubrica do pesquisador:
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por trés camadas, a mais superior constituida por um coagulo plasmatico celular, PRF presente
na intermediaria, e na inferior, glébulos vermelhos.

a) O objetivo desta pesquisa ¢ verificar a pressdo de ruptura anastomotica e a avaliagdo
histopatolégica da sutura para que dessa forma seja possivel avaliar o efeito do uso de fibrina rica
em plaquetas (PRF) na maturacdo do tecido e na cicatrizagdo de sutura de ceco em ratos

b) Caso vocé concorde em colaborar com essa pesquisa, sera realizada uma coleta de sangue na
regido do braco, com a ajuda de seringa e agulha descartaveis.

O procedimento seguird as seguintes etapas:

Sera ajustado o garrote no brago e escolhido a veia; posteriormente, ocorrera a antissepsia do local
da coleta com algodao umedecido em alcool a 70% ou alcool iodado a 1%; realizara a pung@o; o
garrote sera solto assim que o sangue comegar a fluir na seringa; o sangue sera coletado, em cerca
de 10 ml; o colaborador pressionara com algodao a parte puncionada, mantendo o brago estendido,
sem dobra-lo.

¢) Por meio da coleta do sangue, vocé estara nos ajudando na producdo do Plasma Rico em Fibrina,
o qual sera utilizado nos procedimentos cirtrgicos do grupo de estudo.

d) Para a coleta da amostra de sangue & necessario fazer um furo no brago. E possivel que vocé
sinta dor no local onde sera feito o furo, o que pode ocorrer por alguns minutos ou até algumas
horas. Caso vocé se sinta mal durante o procedimento, sera encaminhado para atendimento
médico, ao servi¢o de satde publica mais proximo.

e) Todo o procedimento levara de 10 a 20 minutos. E obrigatério que vocé faga a coleta no mesmo
momento e local onde assinar esse termo.

f) A sua participacdo neste estudo é voluntaria. Se vocé assinar esse Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, mas ndo quiser mais colaborar com a pesquisa, podera desistir a qualquer.

g) Terdo acesso ao material as pessoas autorizadas: o pesquisador responsavel e a equipe de
pesquisa

h) O material recolhido a partir da pesquisa — amostra bioldgicas — sera utilizado unicamente para
esse estudo, e sera descartado logo apds o procedimento cirirgico

i) As despesas com a realizacdo da pesquisa, incluindo custo direto dos materiais utilizados para
a coleta NAO sdo de sua responsabilidade. Vocé também NAO recebera qualquer valor em
dinheiro pela sua participagao.

j) Vocé tera a garantia de que problemas decorrentes do estudo (como dor na regido de coleta)
serdo tratados em servigo de satide ptiblica mais proximo.

k) Eu, pesquisador responséavel por este estudo, Fabio Henrique de Oliveira, posso ser localizado
em Rua Sebastidao Gongalves Coelho 400, Divinépolis, MG, 35501-296, bloco B, primeiro
andar,laboratoério de técnicas cirtirgicas-LATEC- sala 105, pelo e-mail fabiorvlcg2@gmail.com

Rubrica do Participante de pesquisa ou responsavel:

Rubrica do pesquisador:
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ou pelo telefone 37 999643793, de segunda a sexta-feira, das 9h00 as 18h00. Estou a disposi¢ao
para esclarecer eventuais dividas que vocé possa ter e fornecer-lhe as informagdes que solicitar,
antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Os demais participantes da equipe de pesquisa podem ser contactados por meio dos seguintes
contatos:

Jodo Pedro Vieira: joaopedroaluno@yahoo.com.br ou 32-988842940

Maria Luisa Miranda Resende: marialuisa_mr@yahoo.com.br ou 31-997436907

Miller Augusto de Souza Campos: milleraugusto@hotmail.com ou 37-998256007

Tainara Guazeli Maia: tainara.guazeli@gmail.com ou 37-984041537

Vanessa Cavazana Takata: vanessa_takata@hotmail.com ou 18-988202249

I)Caso tenha davidas sobre seus direitos como participante da pesquisa, vocé pode contatar
também o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CEPSJ) na sala 2.56, no
Campus Dom Bosco, Praga Dom Helvécio, 74 - Dom Bosco, Sdo Jodo Del Rei - MG, 36301-160,
pelo telefone(32) 3379 5598 ou e-mail cepsj@ufsj.edu.br. O Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos - Unidades Educacionais de S&o Jodo del-Rei (CEPSJ) visa
contribuir para que os cuidados necessarios sejam tomados na realizacdo de investigagdes
cientificas que envolvam seres humanos, resguardando os interesses dos participantes das
pesquisas em sua integridade, dignidade, além de contribuir para o desenvolvimento da pesquisa
dentro de padroes éticos. (Resolugdo n® 466/12 Conselho Nacional de Saude. Além disso, o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos - CEPSJ esta amparado pela Resolugio
n® 023, de 28 de outubro de 2015).

m) Declaro que autorizo
(), ndo autorizo
(), o uso do material coleta para uso restrito aos objetivos desta pesquisa.

Declaro ainda que eu,

li esse Termo
de Consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo, do qual concordei em
participar. A explicagdo que recebi menciona os riscos e beneficios envolvidos. Eu entendi que
sou livre para interromper minha participagdo a qualquer momento sem que tenha de justificar
minha decisdo. Também estou ciente de que a minha desisténcia ndo acarretara qualquer
prejuizo. Fui informado da auséncia de custos para mim (d).

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Rubrica do Participante de pesquisa ou responsavel:

Rubrica do pesquisador:
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Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsavel Legal

Assinatura do Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE

Rubrica do Participante de pesquisa ou responsavel:

Rubrica do pesquisador:
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9 APENDICES
Animais nutridos sem PRF
nome grupo peso inicial peso pos- pressdo de
atual operatorio ruptura
R2CX4 CONTROLE 373g 358g 287
RICXI D CONTROLE  389g 383g (05/07/2019) 223
(28/06/2019)

RI1CX4 3 CONTROLE 396g 384g 194,92
R5CX12 4 CONTROLE 411G 384g (31/05/2019) 176
(24/05/2019)

RICX2 § CONTROLE  439g 413g (05/07/2019) 174,17
(28/06/2019)

RICX12 CONTROLE  425g 404g(31/05/2019) 169,61
(24/05/2019)

R3CX12 7 CONTROLE  440g(24/05/2019) 420g (31/05/2019) 167
R2CX1 8 CONTROLE  428g 409g (05/07/2019) 153
(28/06/2019)

R2CX11  Q CONTROLE  433g 414g (09/08/2019) 129
(02/08/2019)

R3CX2 10 CONTROLE  440g 426g (05/07/2019) 128
(28/06/2019)

Animais nutridos com PRF
nome peso pos-
antigo nome atual grupo peso inicial operatdrio pressdo de ruptura

488g 472g

R1CX6 11 ESTUDO (03/10/2019)  (10/10/2019) 289,27
352¢g 336g

R1CX10 12 ESTUDO  (18/10/2019)  (25/10/2019) 251,76
512g 494¢g

R1CX8 13 ESTUDO (03/10/2019)  (10/10/2019) 233,89
443g 384g

R3CX10 14 ESTUDO  (11/10/2019)  (18/10/2019) 233,01
526g 500g

R1CX3 15 ESTUDO  (18/10/2019)  (25/10/2019) 213
498g 480g

R3CX6 16 ESTUDO  (18/10/2019)0 (25/10/2019) 181,23
508g 488g

R2CX6 17 ESTUDO (03/10/2019)  (10/10/2019) 179,26
468g 442g

R1CX11 18 ESTUDO  (02/08/2019)  (09/08/2019) 173,76
420g 398g

R2CX10 19 ESTUDO (11/10/2019)  (18/10/2019) 129,89
535¢g 514g

R3CX3 20 ESTUDO  (11/10/2019)  (18/10/2019) 127,64




Animais desnutridos

MASSA MASSA ~
CORPORAL NO CORPORAL NO PRESSAO DE
DATA DA DIA DA  DATADE DIA DO RUPTURADA  RUPTURA
DESNUTRIDOS CIRURGIA CIRURGIA SACRIFiCIO SACRIFiCIO AMOSTRA (mm/Hg)
SEM PRF 21 04/11/2022 80g 11/11/2022 108g deiscéncia 11,637
SEM PRF 22 04/11/2022 80g 11/11/2022 114g deiscéncia 48,075
na linha de
SEM PRF 23 04/11/2022 76g 11/11/2022 101g sutura 298,989
Fora da linha
SEM PRF 24 11/11/2022 97g 18/11/2022 132g de sutura 247,644
Ruptura em
SEM PRF 25 12/11/2022 91g 19/11/2022 135g linha de sutura 138,984
Fora da linha
SEM PRF2 6 12/11/2022 83g 19/11/2022 105g de sutura 262,676
Fora da linha
SEM PRF 27 12/11/2022 105g 19/11/2022 145g de sutura 207,299
Ruptura
imediata linha
SEM PRF 28 12/11/2022 98g 19/11/2022 134g de sutura 44,919
MASSA MASSA ~
CORPORAL NO CORPORAL NO PRESSAQ DE
DATA DA DIA DA DATA DE DIA DO RUPTURA DA RUPTURA
DESNUTRIDOS CIRURGIA CIRURGIA SACRIFICIO SACRIFiCIO AMOSTRA (mm/Hg)
Fora da linha
COM PRF 31 11/11/2022 91g 18/11/2022 131g de sutura 118,89
Fora da linha
COM PRF 32 11/11/2022 90g 18/11/2022 133g de sutura 242,581
Fora da linha
COM PRF33 11/11/2022 111g 18/11/2022 159g de sutura 153,985
Fora da linha
COM PRF 34 11/11/2022 100g 18/11/2022 135g de sutura 156,61
Fora da linha
COM PRF 35 11/11/2022 92g 18/11/2022 115g de sutura 216,206
Fora da linha
COM PRF 36 11/11/2022 80g 18/11/2022 118g de sutura 223,049
Fora da linha
COM PRF3 7 11/11/2022 96g 18/11/2022 139g de sutura 193,799
Fora da linha
COMPRF38 11/11/2022 9% g 18/11/2022 139 g de sutura 193,799
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