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RESUMO

INTRODUGAO: a cera de 0sso é frequentemente utilizada para a hemostasia
do sangramento oriundo da porcao esponjosa do esterno apds esternotomia
mediana. Seu uso ja foi associado a maior incidéncia de infeccao em estudos
experimentais e clinicos. OBJETIVO: avaliar, por meio de cintilografia com
antibidtico marcado, se a cera de osso atua como cofator que facilita a colonizagao
e posterior infeccdo de esternotomias de ratos. METODOLOGIA: foram
submetidas 19 ratas wistar a esternotomia mediana parcial superior. As feridas
esternais foram tratadas ou nao com cera de osso e contaminadas ou ndao com
Staphylococcus aureus. Foram formados quatro grupos: controle (esternotomia),
cera (esternotomia com uso de cera de o0sso), bactéria (esternotomia com
contaminacdo bacteriana) e cerabactéria (esternotomia com uso de cera de osso e
contaminacdo bacteriana). No oitavo dia apds a cirurgia, os animais foram
submetidos a analise cintilografica da regidao esternal apds 210 e 360 minutos da
infusdo da ceftizoxima marcada com o tecnécio-99 metaestavel, seguido de
contagem ex vivo da radioatividade do esterno, e estudo histolégico.
RESULTADOS: a comparacao entre os grupos controle e cera nao mostrou
diferenca significativa, sugerindo que a cera nao alterou a captagdao do
radiofarmaco. Quando comparados os grupos controle e bactéria (p= 0,03, p=
0,02, p=0,04) e cera e cerabactéria (p= 0,01, p= 0,02, p=0,009), diferencas
significativas foram encontradas em todas as leituras realizadas, respectivamente,
aos 210 e 360 min e ex vivo. Isso indica que a cintilografia usando a ceftizoxima
marcada com o tecnécio-99 metaestavel teve boa acurdcia em detectar a presenca
da bactéria nos animais que foram contaminados. Os grupos bactéria e
cerabactéria ndao mostraram diferencas significativas nas leituras realizadas,
mostrando que a cera de osso ndo facilitou a colonizacao da ferida esternal pela
bactéria. CONCLUSAO: a cera de 0sso ndo atuou como cofator na colonizac¢do de
esternotomia de ratos.

Palavras-Chave: Mediastinite. Imagem com radionuclideos. Esternotomia. Ratos.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Bone wax is commonly used for sternum hemostasis after
median sternotomy. Its use has been associated with increased incidence of
infection in experimental and clinical studies. OBJECTIVE: To evaluate if bone wax
acts as a promoting factor to the colonization of rats sternotomies using
radiolabeled antibiotic scintigraphy. METHODOLOGY: Ninety Wistar rats were
subjected to partial upper median sternotomy. The sternal wounds were treated
or not with bone wax and contaminated with Staphylococcus aureus or not. The
rats were divided into four groups, control (sternotomy), wax (sternotomy using
bone wax), bacteria (sternotomy with bacterial contamination) and waxbacteria
(sternotomy using bone wax and bacterial contamination). Eight days after the
surgery, the animals were subjected to scintigraphy of the sternal region 210 and
360 minutes after infusion of ceftizoxime labeled with technetium-99m, followed
by ex vivo radioactivity counting of the sternum. RESULTS: Quantitative analysis of
the scintigraphic data showed no significant differences between the control vs.
wax groups, suggesting that wax did not alter the uptake of the
radiopharmaceutical. When comparing the control vs. bacteria groups (p = 0.03, p
= 0.02, p = 0.04) and wax vs. waxbacteria group (p = 0.01 p = 0.02, p = 0.009),
significant differences were found in all the scannings, respectively, at 210 and 360
minutes and ex vivo counting, indicating that scintigraphy using labeled
ceftizoxime with technetium-99m had good accuracy in determining wich animals
were infected. The waxbacteria and bacteria groups did not show significant
differences in scintigraphy scanning data, meaning that bone wax did not facilitate
colonization of sternal wound by the bacteria. CONCLUSION: Bone wax did not act
as a promoting factor for the colonization of the sternal wounds in rats.

Key words: Mediastinitis, Radionuclide Imaging, Sternotomy, Rats
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1 INTRODUCAO

As bases da cirurgia cardiaca remontam a metade do século passado.
Inicialmente, o acesso ao coracdao e vasos da base era feito por meio de
toracotomia, mas logo a esternotomia mediana (EM) surgiu como opc¢do a essa
técnica, devido ao melhor acesso as estruturas toracicas’. Ainda hoje é
considerada uma via de facil execugao, com ampla exposicao ao mediastino, baixa
morbidade e mortalidade, sendo bem tolerada pelos pacientes no periodo pds-
operatorio.

Apesar do avanco das técnicas minimamente invasivas, essa via é ainda a
mais utilizada para o acesso ao cora¢do”?, mas ndo é isenta de complica¢des. Entre
as complicacdes, a mediastinite (MD) merece destaque. E uma infec¢do profunda
da ferida operatéria que se segue a esternotomia mediana, associada a
osteomielite esternal com ou sem acometimento do espaco retroesternal” (FIG. 1).
A MD é importante causa de morbidade e mortalidade, com incidéncia que varia
entre 0,25% e 8%>>°. Sua mortalidade pode atingir até 47%, a despeito de
tratamento adequado’®, tem também impacto negativo na sobrevida tardia dos

pacientes’, e aumenta até trés vezes os custos hospitalares®.
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FIGURA 1 — Mediastinite

Fonte: Cardona et al. (2008)10.

Com o objetivo de prevenir essa complicagdo e os desfechos a ela
relacionados, tem-se investigado sua fisiopatologia, prevencao e tratamento. O
mecanismo fisiopatoldgico exato da MD é desconhecido. Enquanto alguns estudos
sugerem haver contaminagdo intraoperatodria, outros citam que bactérias
enddgenas estariam envolvidas na génese da infec¢ao. A instabilidade esternal,
que para alguns autores seria o evento primordial, para outros é consequéncia do
processo infeccioso. O mais provavel é que essa seja uma condi¢ao multifatorial
em que fatores relacionados ao paciente e a cirurgia estejam envolvidos™***.
Obesidade, idade avangada, diabetes, tabagismo, doen¢a pulmonar obstrutiva
cronica e tempo cirdrgico prolongado sdo fatores de risco universalmente
relacionados as infec¢gdes no pds-operatdrio e também estao entre os envolvidos

2'7'13'14. Outros fatores como uso

no desenvolvimento da MD em varias casuisticas
excessivo do eletrocautério, técnica utilizada para esternorrafia e aplicagao da cera
de osso (CO) para hemostasia esternal podem ter alguma relevancia na
fisiopatologia da MD, entretanto, n3ao ha consenso sobre sua real

importa ncia® 117,



19

A obten¢ao de hemostasia adequada faz parte da técnica operatdria em
qualquer intervengdao. Mas a particularidade dos ossos planos, como o esterno,
onde o sangramento oriundo da parte esponjosa ndao permite o emprego de
cauterizagdo e ligadura por meio de suturas, fez com que no século XVIII fossem
usadas substancias pastosas para obliteragdo dos canaliculos medulares e
interrupgao do sangramento. Inicialmente, foram empregados mistura de ervas e
cera de vela®.

A cera de osso (CO), da maneira como é conhecida hoje, foi desenvolvida
pelo neurocirurgidao inglés Sir Victor Horsley e utilizada pela primeira vez por
Parker, em 1892'%. O composto que foi chamado de cera asséptica era constituido
de cera de abelha, 6leo de améndoa e acido salicilico, tudo esterilizado por fervura
e acondicionado em frascos de vidro. Por ser maledvel e estéril, era mais
adequado para ser usado em neurocirurgias do que a cera de vela comum que
vinha sendo utilizada até ent3o. A cera desenvolvida por Horsley é similar a que se
utiliza hoje em dia, que é composta de cera de abelha (88%), e palmitato
isopropilico (12%), acondicionado em envelopes de 2,5 g esterilizados por 6xido de

etileno®? (FIG. 2).

FIGURA 2 — Cera de o0sso

Fonte: do autor.
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A hemostasia do esterno com CO é realizada pela maioria dos cirurgides
cardiovasculares (FIG. 3). Ndo se encontram na literatura relatos de como essa
pratica foi incorporada, entretanto, tudo leva a crer que se originou junto com a
especialidade, provavelmente herdada dos neurocirurgides e ortopedistas®. O
baixo custo e sua eficacia em interromper o sangramento oriundo do esterno sao
responsaveis pela sua ampla utilizacdo. A prova do tempo, porém, mostrou que o
uso da CO ndo é indcuo.

Geary e Frantz, em 1950, foram os primeiros a relatar a CO como uma
substancia inabsorvivel nos tecidos corpdreos. Sendo assim, poderia atuar como
um corpo estranho e facilitar o desenvolvimento de infecgdes?'. Tal suposicio se
confirmou em dois trabalhos experimentais, nos quais foi mostrado que a CO
impedia os mecanismos imunolégicos de atuarem, favorecendo a ocorréncia de
osteomielite??, e diminuia 10.000 vezes a quantidade de bactérias necessarias para
o estabelecimento de infeccdo Gssea”.

Efeitos adversos diretos na cicatrizacdao 6ssea também foram relatados
por varios autores, seja atuando como uma barreira mecanica impedindo a fusao
dssea ou inibindo a atividade osteoblastica®'®****.

Robicsek et al., baseados em observacdes clinicas, foram os primeiros
cirurgioes cardiovasculares a sugerir a CO como facilitador da MD no pods-
operatdrio. Os mesmos autores também demonstraram, em caes, a embolizacao
pulmonar pela CO utilizada para hemostasia ap6s EM”.

A CO é utilizada com o intuito de impedir a cicatrizacdo apds cirurgias
ortopédicas em que n3o se deseja a fusdo ou crescimento 6sseo’®. Seu uso foi
associado a maior incidéncia de infeccdo apds cirurgias da coluna®®. Em necrépsias
realizadas em pacientes submetidos a cirurgias cardiacas, foi demonstrado que até
10 anos apds o procedimento a CO ainda estava presente na cicatriz esternal, com
reacdo inflamatdria crénica intensa ao seu redor em 17 dos 18 casos analisados?’

(FIG. 4). Por outro lado, o uUnico estudo clinico prospectivo randomizado que
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comparou o uso ou nao da CO nao demonstrou qualquer efeito adverso

relacionado a CO, tampouco beneficio com seu uso™.

FIGURA 3 — Esterno com cera de 0sso (seta)

Fonte: do autor.

FIGURA 4 — Corte transversal, esterno com cera de osso (seta)

Fonte: Sudmann et al. (2006)27.

A contaminagao e a posterior infec¢ao associadas a presenca de corpos

estranhos, como a CO, podem ser decorrentes da formacao de biofilme (BF) pelas
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bactérias. O biofilme bacteriano pode ser definido como um conjunto de bactérias
firmemente aderido a uma superficie inerte ou viva, englobado por uma matriz
extracelular, composta de polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos, produzida
pelas préprias bactérias® (FIG. 5). E uma forma séssil e adaptativa no ciclo
bioldgico das bactérias, com caracteristicas genotipicas e fenotipicas distintas que
diferenciam o BF das formas bacterianas livres e circulantes. Essa forma de vida as
tornam altamente resistentes a alteracdes de potencial hidrogenionico (pH), a
temperatura, 3 atividade dos antimicrobianos e as defesas do hospedeiro®.

Os biofilmes podem desenvolver-se em superficie Umida, seja ela bidtica ou
abidtica, como sanitdrios, tubulacdo de 4dgua, pele e mucosas de animais (incluindo
o homem), e préteses. A formacdo do BF no curso de determinada doenca tem
sérias implicacbes para o hospedeiro, ja que as bactérias ali presentes estarao
protegidas da acdao de mecanismos adaptativos e inatos do sistema imunoldgico,
como a acao de células fagocitdrias, opsonizacdo de anticorpos e atuacdo do
sistema complemento, além de apresentarem sensibilidade diminuida aos
antimicrobianos®®?°.

A remoc¢ao cirurgica do substrato responsavel pela infeccdo é
frequentemente a Unica solucao para infec¢des associadas a formacdao do BF.
Infeccdes de dispositivo intravasculares e proéteses ortopédicas sao exemplos
tipicos dessa situacao. A CO, por suas caracteristicas fisico-quimicas, em teoria, é
um bom substrato para a formagio do BF*.

O Staphylococcus aureus e o Staphylococcus epidermidis sao os agentes

causadores de mediastinite mais frequentemente isolados®**3*!  ambas as

28,29

bactérias sabidamente formadoras de BF*“". A interacdo entre essas bactérias e a

CO, formando BF, explicaria o papel facilitador da infeccao atribuido a CO.
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FIGURA 5 - Biofilme bacteriano em cateter central,

Staphylococcus aureus

Matriz extracelular (seta) e cocos bacterianos.

Fonte: CDC (2012)*.

O diagndstico de infecgdo no pds-operatério, principalmente infecgao
profunda e de proéteses, esbarra em dificuldades técnicas relacionadas ao acesso
ao local suspeito de infec¢ao. Isso dificulta a coleta de material para a cultura,
além dos sintomas que sao pouco especificos e se confundem com outros comuns
a diferentes afec¢des e pela baixa acuracia dos métodos radiologicos
convencionais.

A cintilografia € uma subespecialidade da Medicina Nuclear que usa a
radiagdao gama emitida por determinados radioisétopos e captada por uma gama-
camara para formar imagens bidimensionais. Tem como principal vantagem sobre
a radiologia classica fornecer informagdes importantes sobre a fung¢ao do érgao
que estd sendo estudado®®. Seu uso vem mostrando resultados promissores no

diagndstico de infeccBes profundas e de préteses® >+

#MTc) é um radioisétopo emissor de radiagdo

O tecnécio-99 metaestavel (
gama produto do decaimento do molibdénio-99. Possui excelentes qualidades

para a aquisicao de imagens cintilograficas, que aliadas a sua disponibilidade e ao
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baixo custo de produgdo o tornaram o radioisdtopo empregado em mais de 80%
dos exames em Medicina Nuclear. E muito reativo quimicamente e, sendo um
metal deficiente em elétrons, reage principalmente com grupos funcionais capazes
de doar elétrons. A ceftizoxima (CFT) é uma cefalosporina de 32 geracdo de amplo
espectro que atua na sintese da parede celular bacteriana. Sua molécula possui
varios grupos funcionais doadores de elétrons capazes de se ligarem ao Tc-99m. A

CFT marcada com *™Tc (*°™

Tc-CFT ) se mostrou eficaz em diferenciar focos
infecciosos de focos inflamatdérios em um modelo experimental de osteomielite
em ratos>.

Com o objetivo de avaliar o papel da cera de osso como facilitador da
colonizagcao de esternotomias em modelo experimental, realizou-se o presente

estudo.
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2 OBJETIVO

Avaliar se a cera de osso atua como cofator que facilita a colonizagcao e

posterior infeccao de esternotomias de ratos.



26

3 RELEVANCIA

Fornecer subsidios que permitam analisar criticamente o uso da cera de
0sso em seres humanos, orientando estudos experimentais e clinicos futuros que

justifiguem ou nao a continuidade de seu uso.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Animais utilizados e cuidados dispensados

Estudaram-se 20 ratos Wistar fémeas, com peso médio de 220 g,
provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG. Durante todo o periodo da experimenta¢do os animais foram alojados no
biotério da Faculdade de Medicina da UFMG, acondicionados em gaiolas coletivas
de polipropileno com, no maximo, cinco animais por gaiola, recebendo a vontade
agua potavel e racdo padrao para ratos. Foram mantidos em sala climatizada e
com luminosidade controlada artificialmente para ciclos de claro e escuro de 12

horas.

4.2 Desenho do experimento

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos:
* Controle (n=3): esternotomia.
* Cera (n=3): esternotomia e aplicacdo de CO.
* Bactéria (n=7): esternotomia com contaminac¢ao bacteriana.
* Cerabactéria (n=7): esternotomia, aplicacdo de CO e contaminacdo

bacteriana.

4.3 Método

4.3.1 Preparacao do indculo bacteriano

Para a preparacao do gel bacteriano utilizado nos grupos bactéria e

cerabactéria, utilizou-se cepa de Staphylococcus aureus (ATCC6538—P)

multissensivel. As col6nias da bactéria foram cultivadas em agar antibidtico n®1,
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suspensas em solugcao salina estéril e sua concentragdao ajustada por
espectrofotometria em 11% de transmitancia a 580 nm, correspondendo a 1 x 10°
UFC/mL. Posteriormente, uma aliquota de 1 mL da suspensdo foi homogeneizada
com 9 mL de agar soja tripticaseina e distribuido em placa de Petri de 80 mm de
diametro. No dia da cirurgia, o fundo da placa foi delimitado em quadrados de 5
mm de lado e cada quadrado foi divido em dois retangulos iguais, utilizando
lamina de bisturi n2 11, com area de 12,5 mm?. Conhecendo a &rea da placa de
Petri pela formula A =Tnr?  determinou-se que cada retangulo equivalia a 1/400

da area da placa, contendo 2,5 x 10° UFC (FIG. 6).

FIGURA 6 — Gel bacteriano

Fonte: do autor.

4.3.2 Procedimento cirurgico

4.3.2.1 Ato operatério

Os animais foram operados sob condi¢des de antissepsia em bancada

higienizada com alcool a 70% e coberta com campo cirurgico estéril trocado a cada

procedimento. Todo o instrumental cirdrgico foi esterilizado com solugao de
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glutaraldeido a 2%. As laminas e agulhas utilizadas eram descartaveis e o cirurgiao
usava gorro, mascara, avental cirdrgico e luvas estéreis descartaveis trocadas a
cada procedimento.

A anestesia foi realizada com xilazina a 2% (5 mg/kg) e quetamina a 10% (40
mg/kg) administradas intraperitonealmente. Apds a obtencdo do plano anestésico,
o animal era submetido a tonsura na linha mediana do térax, posicionado em
decubito dorsal em placa de isopor plastificada e higienizada com alcool a 70% e
imobilizado a partir da conteng¢ao das patas e da cauda com fita adesiva. Realizou-
se degermacao com polivinilpirrolidona iodo degermante, sendo utilizadas duas
compressas estéreis fenestradas como campos cirurgicos.

Feita incisao na linha média do térax até o plano dsseo empregando lamina
de bisturi n2 15 em extensdao de 1 cm a partir da fdrcula esternal, procedeu-se a
divulsao romba com pingca hemostatica do plano retroesternal. Seccionou-se o
terco superior do esterno com tesoura reta de ponta fina e aplicada CO, sempre a
mesma quantidade, entre as bandas esternais nos animais dos grupos em que foi
previsto o seu uso. Depois, realizou-se esternorrafia com ponto simples de nylon
3-0.

Nos grupos em que estava prevista contaminacao bacteriana, a mesma foi
realizada utilizando-se os retangulos do gel bacteriano, previamente preparados,
gue eram colocados sobre o esterno. Apds, procedia-se a sutura do paniculo

carnoso e pele com pontos separados a Donatti com nylon 3-0 (FIG. 7 a 11).
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FIGURA 7 — Divulsao retroesternal

Divulsdo com pingca hemostatica curva (seta).

Fonte: do autor.

FIGURA 8 - Esternotomia mediana parcial superior

Fonte: do autor.
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FIGURA 9 — Esterno seccionado (seta)

Fonte: do autor.

FIGURA 10 — CO(seta) aplicada no esterno

Fonte: do autor.
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FIGURA 11 — Inéculo bacteriano(seta) na ferida esternal

Fonte: do autor.

4.3.2.2 Cuidados pos-operatorios

Apds recuperagao anestésica, os animais eram retornados para gaiolas
coletivas, onde recebiam acetaminofeno em solucdo oral na dose de 2 mg/mL na
agua do bebedouro, durante 48 horas. Agua e racdo eram oferecidos a vontade.
Os animais tiveram boa evolugdao pds-operatéria, voltando a ingerir agua e ragao
nas primeiras 12 horas apos o procedimento, assim permanecendo até o final do

experimento.

4.3.3 Preparo do radiofarmaco

O procedimento completo da marcagao da CFT foi realizado de acordo com
Diniz et al. 2008, no Laboratério de Radioisétopos da Faculdade de Farmécia da
UFMG. Resumidamente, o reagente liofilizado de ceftizoxima (Cefizox®, Smith-
Kline) foi marcado com 1,2 mL de solugdo de pertecnetato de sédio (Na®™TcO,),

contendo atividade de 444 MBq (12 mCi), Instituto de Pesquisas Energéticas e



33

Nucleares (IPEN), Brasil, o radiofarmaco foi incubado por 10 minutos em banho
fervente (100°C) e, posteriormente resfriado em agua corrente por 5 minutos.
Apods o resfriamento, a solugao foi filtrada em membrana de éster de celulose de

0,22 mm e recolhida em um frasco a vacuo.

4.3.4 Estudo cintilografico

No oitavo dia apds a cirurgia, os animais foram transportados para o
Laboratdrio de Farmacia Nuclear da Faculdade de Farmdacia da UFMG. Apds
sedacdo com xilazina (5 mg/kg) e quetamina (40 mg/kg) administradas
intraperitonealmente, o animal recebeu dose de 0,1 mL de *™Tc-CFT (1,8 MBq)
pela veia da cauda (FIG. 12).

Apds 210 e 360 minutos da injecdo do farmaco, os animais eram
novamente sedados e as imagens cintilograficas realizadas com os mesmos em
decubito dorsal sob gama-camara equipada com um colimador de baixa energia
para a aquisicdo das imagens estaticas planares (10 minutos) usando-se uma
matriz de 256 x 256 pixels (NuclideTM TH 22, Mediso, Hungria, FIG. 13). As
imagens foram analisadas determinando-se a radioatividade na regido de interesse
(ROI) delineada em torno da area esternal (alvo) por um retangulo que abrangia
todo o esterno do animal (FIG. 14). A radioatividade do alvo (A) foi calculada a

partir da contagem total obtida em 10 minutos.
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FIGURA 12 — Animais preparados para leitura

Fonte: do autor.

FIGURA 13 - Gama-camara

Fonte: do autor.
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FIGURA 14 — Alvo (seta)

Fonte: do autor.

4.3.5 Morte dos animais

Os animais, ainda sob sedacdao, eram submetidos a eutandsia por
deslocamento cervical imediatamente apds o término da leitura de 360 minutos.
Feito isso, era realizada a esternectomia (FIG. 15), a peca cirurgica era pesada e a
radioatividade determinada em contagem durante um minuto utilizando-se um
contador do tipo poco (Wizard, Turku/Finlandia). A contagem obtida era dividida
pelo peso do esterno e os resultado anotados em contagem por minuto por grama
de esterno (CPM/g). Feito isso, o osso era armazenado em formol tamponado a
10% e estocado por duas semanas, para decaimento da radioatividade juntamente
com as carcacas dos animais, segundo normas do Laboratério de Farmacia Nuclear

da Faculdade de Farmacia da UFMG.



36

FIGURA 15 — Esternectomia

Fonte: do autor.

4.3.6 Estudo histopatoldgico

Duas semanas depois do procedimento cirurgico, os esternos foram

encaminhados para estudo histolégico. O material foi submetido a desidratagao

com 4lcool, diafanizagdo em xilol e inclusdo em parafina. Os blocos de parafina

foram cortados em micrétomo com espessura de 5 micrometros e as laminas

coradas com hematoxilina e eosina (HE).

As laminas foram avaliadas por médico patologista que desconhecia a que

grupo pertencia a amostra e descritas de acordo com os seguintes critérios:

Grau do infiltrado inflamatdrio (ausente a leve ou moderado a acentuado).
Tipo de infiltrado inflamatério (mononuclear, polimorfonuclear, misto).
Presenca de células gigantes.

Grau da angiogénese (ausente a leve ou moderada a acentuada).

Grau da fibroplasia (ausente a leve ou moderado a acentuado).
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O infiltrado inflamatdrio foi graduado como ausente; discreto, com células
distribuidas de forma esparsa com grandes areas livres; moderado, com células
constituindo agregados densos, mas ainda com areas livres; intenso, com
agregados celulares densos e continuos sem areas livres. No infiltrado inflamatdrio
também foi observado o tipo celular predominante.

A deposicdao do coldgeno foi graduada como ausente; discreta, quando as
fibras estavam distribuidas esparsamente em pequena quantidade ao redor dos
fibroblastos; moderada, quando havia feixes de fibras espessas intercaladas com
tecido conjuntivo frouxo; intensa, quando havia grande quantidade de fibras
colagenas espessas e compactas depositadas sem dareas de tecido conjuntivo
frouxo.

A neoformacdo vascular foi graduada como discreta nos casos em que se
observavam vasos sanguineos de forma esparsa, com areas livres entremeadas
(até 10 vasos por campo); moderada, quando havia 12 a 15 vasos por campo; e

intensa, quando ultrapassava este numero.

4.4 Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio do software de analise estatistica
Statistical Package for Social Sciences (SPSS) 21 International Business Machines
(IBM) e comparados pelo teste Kolmogorov-Smirnof para verificacdo da
normalidade dos dados da amostra. Os dados quantitativos foram comparados
pelo teste de Andlise de Variancia (ANOVA) e teste t de Student, considerando-se
significativas as diferencas para p<0,05. Os dados qualitativos foram comparados

pelo teste exato de Fisher sendo significativas as diferencas para p<0,05.
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4.5 Parecer ético

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com o numero de
protocolo 143/2011 (ANEXO A).
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5 RESULTADOS

5.1 Pos-operatorio

Todos os animais, com excecdao de um que morreu imediatamente apés o
procedimento cirurgico provavelmente em decorréncia de um pneumotodrax,
tiveram boa evolucao pds-operatoéria. A ferida operatdria de todos eles mostrava-

se integra, seca e sem sinais flogisticos no dia final do experimento.

5.2 Imagens cintilograficas

PMTc-CFT apresentou boa

A avaliacao qualitativa das imagens revelou que o
fixacdo na area do esterno (alvo) aos 210 min e 360 min naqueles animais que

haviam sido contaminados, como pode ser observado na FIG. 16.
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FIGURA 16 — Imagens cintilograficas de animais submetidos a: esternotomia
(controle), esternotomia e aplicacdo da CO (cera), esternotomia e
contaminacdo do sitio cirurgico (bactéria) ou esternotomia

aplicacdo da CO e contaminacdo do sitio cirdrgico (cerabactéria)

"4 "4 "4 ©
- - -.
Controle 210 min Controle 360 min Cera 210 min Cera 360 min
"4 © © "4
@ ¥
| 4!' " .
Bactéria 210 min Bactéria 360 min Cerabactéria 210 min Cerabactéria 360 min

99m.

Imagens obtidas apds 210 min ou 360 min da administracdo do ~~ Tc-CFT.

Fonte: do autor.

5.3 Avaliagao cintilografica

A contagem in vivo da radioatividade na regidao operada, medida pela
contagem total na 4drea alvo (esterno) apds 210 minutos da injecdo do
radiofarmaco, mostrou valores de 7902,31874,2 no grupo controle, 8708+1177,4
no grupo cera, 11495,5+2167,7 no grupo bactéria e 12258,2+1729 no grupo
cerabactéria. Nao houve diferenca significativa quando comparados os grupos:

controle vs. cera (p=0,395) e bactéria vs. cerabactéria (p=0,495). Entretanto, houve
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diferenca quando comparados os grupos: controle vs. bactéria (p=0,03) e cera vs.

cerabactéria (p=0,01, GRAF. 1, TAB. 1).

GRAFICO 1 — Média e erro-padrdo da contagem in vivo do alvo aos 210

99m

minutos, apds administracdo do Tc-CFT, em ratos

submetidos a esternotomia

Contagem alvo 210 min (Media + 2 ep)

grupo

® p=0,03 M p=0,01.

Apds 360 minutos da injecao do radiofarmaco, os valores da contagem do
alvo foram: 4920,6+562,9 no grupo controle, 6170,3+1419,3 no grupo cera,
7492,4+1403,5 no grupo bactéria, 8942,311378,3 no grupo cerabactéria. Nao
houve diferenca significativa quando comparados os grupos: controle vs. cera
(p=0,229) e bactéria vs. cerabactéria (p=0,088). E quando comparados os grupos
controle vs. bactéria houve diferenca significativa (p=0,02), o mesmo ocorrendo

quando comparados os grupos cera vs. cerabactéria (p=0,02, GRAF. 2, TAB. 1).
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GRAFICO 2 - Média e erro-padrdo da contagem in vivo do alvo aos 360

minutos, apoés administracdo do PMTCCET, em ratos

submetidos a esternotomia

*

©

‘.
' d

Contagem alvo 360 min (Média + 2 ep)

grupo

€ p=0,02 % p=0,02.

A gueda percentual da contagem radioativa entre as leituras de 210 min e
360 min foi mais acentuada no grupo cerabactéria (34,82%) quando comparado ao

grupo bactéria (27,05%) (GRAF. 3), porém sem diferenca significativa.
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GRAFICO 3 - Queda da contagem radioativa in vivo do alvo entre as leituras de 210

min e 360 min de animais submetidos a: esternotomia e
contaminacdo do sitio cirurgico (bactéria) ou esternotomia aplicacdo

da CO e contaminacdo do sitio cirurgico (cerabactéria)

14.000,0

13.000,0

12.000,0

11.000,0

10.000,0

9.000,0

8.000,0

7.000,0

6.000,0

12.258,2
11.495,5
8.9423
7.4925
210 min 360 min
~®-Cerabactéria Bactéria

TABELA 1 — Média e desvio-padrdao da contagem radioativa in vivo na area do

99m

esterno apds 210 min ou 360 min da infusdo do ™" Tc-CFT em ratos

submetidos a esternotomia

Contagem in vivo alvo 210 Contagem in vivo alvo 360
Grupo
min min
Controle 7902,3 £ 874,2 4920,6 £ 562,9
Cera 8708 £+ 1177,4 6170,3 £ 1419,3
Bactéria 11495,5 + 2167,7 7492,4 + 1403,5

Cerabactéria 12258,2 £+ 1729 8942,3 +1378,3
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As medidas da radioatividade ex vivo, em CPM/g, evidenciou valores de:
379,3£38,7 x 10° no grupo controle, 453,1+54,9 x 10° no grupo cera, 631,0£165,7
x 10° no grupo bactéria e 701,1+116,7 x 10> no grupo cerabactéria. N3o se
registrou diferenca significativa quando comparados os grupos: controle vs. cera
(p=0,13) e bactéria vs. cerabactéria (p=0,391) (TAB. 2, GRAF. 3). A CPM/g foi
significativamente mais alta no grupo bactéria quando comparado ao grupo-
controle (p=0,04); e no grupo cerabactéria quando comparado ao grupo cera

(p=0,009, GRAF. 4).

GRAFICO 4 - Média e erro-padrdo da contagem por minuto por grama
de tecido (ex vivo), apds administracdo do *°™Tc-CFT, em

ratos submetidos a esternotomia

Contagem por minuto por grama (Média + 2 ep)
Dt

grupo

+p=0,04 ©p=0,009.
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TABELA 2 - Média e desvio-padrao da contagem por minuto por grama de tecido

(ex vivo) em ratos submetidos a esternotomia

Contagem por minuto por grama de tecido

Grupo

Controle 379.260,3 +38.731,4
Cera 453.113,0 + 54.895,2
Bactéria 630.977,5 + 165.654,4
Cerabactéria 701.077,1 + 116.625,0

5.4 Avaliagcao anatomo-histologica

A avaliacdo macroscépica, todos os esternos apresentavam, no terco
superior, sinais de intensa reacao inflamatéria. Aqueles que foram inoculados com
bactéria mostravam formacdo de processo nodular encapsulado (FIG. 17), porém
sem secrecado purulenta. A avaliagao histoldgica do terco proximal do esterno nao
ressaltou diferenca entre os grupos, em relacdo aos parametros: angiogénese
(p=0,386) e fibroplasia (p=0,078). Todos os animais dos grupos bactéria e
cerabactéria tinham acentuado infiltrado inflamatério do tipo polimorfonuclear
(FIG. 18 e 19), enquanto todos dos grupos controle e cera exibiram leve infiltrado
do tipo mononuclear. Nao foram observadas células gigantes em qualquer dos

animais do experimento (TAB. 3).
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FIGURA 17 — Macroscopia da regiao do esterno de animais

submetidos a  esternotomia mediana

contaminados com Staphylococcus aureus

Sem uso de CO (A) e com uso de CO (B). Na seta processo nodular encapsulado.
Fonte: do autor.

FIGURA 18 — Infiltrado polimorfonuclear em ferida operatéria
do esterno de ratos apds contaminagdo com

Staphylococcus aureus e uso de CO. HE 400X.

b R N

‘
'%\' ‘
L7 et - D
SaRE 7 ~

Ly
i

No centro material amorfo podendo corresponder a dgar de soja tripcaseinado
com aglomerados de bactérias (seta).
Fonte: do autor.



FIGURA 19 — Presenga de material amorfo, podendo corresponder
a agar de soja tripcaseinado e lacunas (seta) que
poderiam ter sido ocupadas por CO em ferida
operatéria do esterno de ratos apds contaminagao

Staphylococcus aureus e uso de CO. HE 200X.
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Fonte: do autor.
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TABELA 3 - Dados da avaliagao histoldgica da esternotomia de ratos, no oitavo dia
pds-operatério, apds contaminacao ou nao da area operada com

Staphylococcus aureus e uso ou ndao da CO

Grupo
Caracteristica
Controle Cera Bactéria  Cerabactéria
Infiltrado
Ausente/Leve 3 3 0 0
Moderado/Acentuado 0 0 6 7
p <0,001
Tipo de célula
Mononucleares 3 3 0 0
Polimorfonucleares 0 0 6 7
p <0,001
Angiogénese
Ausente/Leve 1 0 1 0
Moderado/Acentuado 2 3 5 7
p=0,386
Fibroplasia
Ausente/Leve 0 0 3 0
Moderado/Acentuado 3 3 3 7
p=0,078
Células Gigantes
Ausente 3 3 6 7
Presente 0 0 0 0

A probabilidade de significancia refere-se ao teste exato de Fisher.
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6 DISCUSSAO

As complicacdes relacionadas a cicatrizacdo esternal, pela sua gravidade e
manejo terapéutico dificil, sempre foram um desafio para os cirurgides
cardiovasculares. Entre essas complicacdes, destaca-se a mediastinite (MD). A MD
esta associada a alta morbidade e mortalidade. Mesmo quando tratada de
maneira adequada, tem resultados nem sempre bem-sucedidos. Além dos altos
custos financeiros para o sistema médico-hospitalar, ha o sofrimento tanto para o
paciente quanto seus familiares, que sao envolvidos em um doloroso e lento
processo de recuperagao. Isso faz com que sua preveng¢do seja fundamental.
Identificar fatores modificaveis relacionados ao ato operatdrio que possam
favorecer a ocorréncia de MD, como o uso da CO, pode contribuir para diminuir a
morbimortalidade associada a essa complicacdo®*®*3,

A CO promove hemostasia a partir da oclusdao de canaliculos vasculares da
por¢ao esponjosa dos o0ssos planos, interrompendo instantaneamente o
sangramento. E facil de manusear e seu custo é baixo quando comparado ao de
outros agentes hemostaticos. No entanto, impede a osteogénese e, por
conseguinte, prejudica a cicatrizacao dssea® 1% %,

Granulomas 6sseos secundarios a reacao do tipo corpo estranho tém sido
amplamente descritos na literatura como complicacao do uso de CO em cirurgias

24,26,27 .
. Al

ortopédicas, neurocirurgia, cirurgia dentdria e apds esternotomias ém

disso, a CO pode embolizar para a circulagio pulmonar® e parece impedir a

depuracdo bacteriana, agindo como um nicho para infecgio?*?*

. Sua presencga,
guando associada a colonizacdo bacteriana, pode propiciar a formagao de BF, o
gue pode impedir a atuacdo de mecanismos imunoldgicos do hospedeiro,
propiciando o aumento da populacdo bacteriana e facilitando a infecgdo®®. Isso
explica os resultados de trabalhos anteriores que demonstraram ser a CO um

22,23

facilitador de infeccao em modelos experimentais de osteomielite””“". Enfatiza-se

gue o unico estudo clinico prospectivo randomizado que comparou o uso ou nao
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da CO em pacientes submetidos a cirurgia de revascularizacdo do miocardio
mostrou que aqueles que haviam usado a CO tiveram duas vezes mais infeccao,
entretanto, a diferenca nao foi significativa. Ressalta-se que a taxa global de MD
neste estudo foi baixa (0,75%). No que se refere a sangramento pds-operatério,
necessidade de reexploracao cirurgica para revisdao da hemostasia e uso de
hemoderivados, nenhuma diferenca foi realcada entre os grupos'®. Apesar dos
possiveis inconvenientes e da auséncia de beneficios, a CO é usada de forma
liberal por cirurgides cardiovasculares****?’.

Estudos experimentais prévios que avaliaram a cicatrizacdao esternal em
ratos realizaram esternotomia mediana total, que reproduz o que acontece em
seres humanos. Porém, visto que o limite entre o mediastino e o espago pleural
nos ratos é ténue e dificilmente n3do é invadido apds esternotomia mediana total,
sdo necessarios a intubacao orotraqueal e o suporte ventilatério durante o ato
operatériob o que aumenta consideravelmente a complexidade do

31,37

experimento™"’. A esternotomia mediana parcial superior, como realizado por

Ozcan et al.®

, permitiu que o experimento fosse realizado sem invadir a cavidade
pleural, dispensando o suporte ventilatdrio.

O uso de um corpo estranho associado a inoculacao bacteriana e ao trauma
dsseo constitui o modelo basico para osteomielite em animais®®. A CO, nesse
estudo, fez o papel do corpo estranho. Nossos resultados revelaram, entretanto,
gue a CO nao foi indispensavel para o desenvolvimento do processo infeccioso. A
carga bacteriana utilizada, de 2,5 x 10° UFC, foi estabelecida com base nos dados
de Barnea et al.*!, que encontraram que entre 10° a 10’ UFC de Staphylococcus
aureus era o indculo necessario para causar MD com baixa mortalidade dos
animais. Apesar do exame macroscopico da ferida operatéria dos animais
infectados, ao final do experimento, nao exibir sinais clinicos de MD, os dados
histologicos mostraram infiltrado inflamatério do tipo polimorfonuclear intenso,

sugerindo resposta aguda a um processo infeccioso. Isso comprova a eficacia do

modelo em provocar infec¢do, mas como o experimento terminou no oitavo dia
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pds-cirurgia, nao foi possivel avaliar se o quadro infeccioso instalado iria progredir
para MD, evoluir de maneira indolente ou mesmo ter resolucao espontanea. O
modelo aqui proposto se mostrou adequado para estudar a infeccao da ferida
esternal, foi bem tolerado pelos animais e é facilmente reprodutivel.

Pelos dados da histologia, a CO nao foi capaz de alterar de maneira
significativa o processo de cicatrizacao, mesmo células gigantes, frequentemente

2739 130 foram encontradas. Esses dados vdo de encontro a

associadas a CO
literatura, que informa alteracdes histoldgicas significativas da cicatrizacao dssea
na presenca da CO. A duracdao do experimento, oito dias, ajuda a explicar esses
achados. Os trabalhos anteriores avaliaram as alteracdes decorrentes da CO em
fase mais avancada da cicatrizacdo. Células gigantes s6 foram detectadas de
maneira clara e uniforme a partir do 60° dia pds-implante tanto em tibia de ratos,

32639 Talvez um prazo mais longo

mandibula de coelhos quanto esterno de porcos
de observagao dos animais apds a cirurgia possibilitasse a identificacao de células
gigantes.

A infeccdo da ferida esternal pode ser classificada em dois tipos basicos:
infeccOes superficiais e profundas (MD). O diagndstico clinico das infec¢des
superficiais € normalmente facil de ser realizado, ja 0 acometimento do osso e do
espaco retroesternal frequentemente é dificil. Diferenciar processo infeccioso
superficial do profundo, diagnosticar infeccao profunda em paciente sem sinais de
infeccao superficial e afastar infeccao naquele com deiscéncia esternal estéril é de
extrema importancia, visto que o tratamento e progndstico sao bem distintos.
Além disso, quanto mais precoce for instituido o tratamento da MD, tanto melhor
sera o prognostico do paciente. A tomografia computadorizada do térax, apesar de
frequentemente utilizada em pacientes com suspeita de MD, é pouco sensivel e
pouco especifica no seu diagndstico®.

Os métodos de imagem utilizados em Medicina baseiam-se na interacao da

energia com os tecidos biolégicos. A natureza da informacao disponivel em cada

modalidade é determinada por essas interacdes. Na Medicina Nuclear, a imagem



52

do drgao estudado é obtida de dentro para fora. Os radioisétopos, geralmente na
forma de radiofarmacos, sao administrados internamente. A inferéncia diagndstica
é obtida registrando-se a distribuicdo do material radioativo no tempo e no
espaco. A farmacocinética dos farmacos e a captacao seletiva pelos tecidos
formam as bases de interpretacdo das imagens obtidas®. A cintilografia é um bom
método nado invasivo para o diagndstico da osteomielite e os principais
radiofdrmacos utilizados sdo o metilenodifosfonato-tecnécio-99m (99mTc-MDP),
citrato de gdlio-67 (67Ga-Citrato) e os leucdcitos marcados com tecnécio-99m-
Hexametilpropileno amino-oxima (HMPAO)*?*. Entretanto, todos esses
radiotracadores ndao sao capazes de diferenciar processo inflamatério de
infeccioso. Assim como, apds a esternotomia mediana e outras cirurgias de grande
porte, a reacao inflamatéria secunddria ao trauma cirdrgico é exuberante, é
essencial que o radiofarmaco utilizado para diagnosticar a infeccdo no pods-
operatodrio tenha especificidade para focos infecciosos.

A cintilografia com leucécitos autdélogos marcados com tecnécio-99m
utilizando o HMPAO (**"Tc-HMPAO) mostrou-se sensivel e especifica no
diagndstico da MD apds cirurgias cardiacas®. Contudo, a preparacdo de leucécitos
radiomarcados requer equipamentos especializados, pessoal treinado e varias
etapas no procedimento de marcacdo com tempo relativamente longo (trés
horas). Esse método apresenta riscos para o manipulador, devido ao manuseio de
sangue, potencialmente contaminado, podendo levar a transmissao de doencas
tais como hepatites e sindrome da imunodeficiéncia adquirida. Desta forma, varias
pesquisas estao sendo realizadas no sentido de desenvolver métodos alternativos
que n3o oferecam riscos™".

Uma nova proposta para o diagnostico diferencial entre inflamacdo e
infeccao baseia-se no uso de antibidticos radiomarcados, que surgem como op¢ao
no diagndstico da infecgdo Gssea no periodo pés-cirdrgico. Entre eles, a *°™Tc-CFT
foi eficaz em diferenciar foco infeccioso de foco inflamatdrio em ratos®. Esses

antibidticos sdao captados pelos focos infecciosos e sdao, frequentemente,
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metabolizados pelos microrganismos. Portanto, a quantidade da radioatividade
medida no foco sera proporcional ao nimero de microrganismos presentes.

No presente estudo, a comparag¢ao dos grupos controle vs. bactéria e cera
vs. cerabactéria mostrou diferencas significativas em todas as leituras realizadas, o
gue comprova a eficacia do método em detectar a bactéria mesmo na auséncia de
evidente quadro clinico de infec¢ao.

Os animais dos grupos controle e cera ndo apresentaram diferencas
significativas nas leituras in vivo do alvo obtida aos 210 min e 360 min e na
contagem ex vivo, o que significa que a CO, por si, ndo alterou a captacao do
radiofarmaco. Tal achado foi confirmado pelo estudo histolégico que nao revelou
diferencas na intensidade e tipo de infiltrado inflamatério nesses dois grupos.
Tendo em vista a especificidade para focos infecciosos do *°"Tc-CFT, ja
demonstrado em trabalho prévio®>, tal comportamento era esperado. Mesmo que
a CO determinasse expressiva reacao inflamatéria local, ndo se teria captacao
significativa do antibiético marcado no local da cirurgia. Vale ressaltar que essa
caracteristica é altamente desejavel para o diagndstico da infeccao dssea no pos-
operatodrio, visto que a reacao inflamatéria intensa secundaria ao trauma cirdrgico
interfere na captacdo dos radiofarmacos comumente utilizados para diagndstico
de doencas dsseas, falseando os resultados obtidos e promovendo a perda da
especificidade do exame.

A " Tc-CFT apresentou, neste trabalho, excelente acuracia em diagnosticar
0os animais que haviam sido contaminados mesmo na auséncia de um quadro
clinico de MD e na presenca da reacao inflamatdria secundaria ao trauma
cirdrgico. Assim, merece ter seu uso avaliado no diagnéstico da MD, visto ser um
radiofarmaco mais seguro e barato do que outros ja utilizados para tal fim, além
de ser mais eficaz em diferenciar focos inflamatdrios de focos infecciosos do que
esses, caracteristica altamente desejavel para o diagndstico da MD  pods-

esternotomia mediana.
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Quando comparados os grupos bactéria e cerabactéria, tanto na leitura in
vivo quanto no estudo ex vivo, ndao houve diferenca significativa entre os dois
grupos, sugerindo que a CO nao facilitou o crescimento bacteriano na
esternotomia. Os achados histoldgicos que informaram infiltrado inflamatério
intenso do tipo polimorfonuclear em ambos os grupos confirmaram os dados
obtidos pela cintilografia.

Esse resultado nao confirma o que havia sido demonstrado em outros
trabalhos, nos quais ficou claro o papel da CO como facilitador da infecgio®?.
Johnson e Fromm, apds inocularem em um orificio na crista iliaca de coelhos 10°
UFC de Staphylococcus aureus associado ou nao a um cilindro de CO, perceberam
gue a cera impediu que houvesse depuracao da bactéria 10 dias apds a inoculacgao.
Tal efeito foi semelhante ao de um cilindro de aco de mesma dimensao, sugerindo
gue a CO exercia o papel semelhante ao de um corpo estranho.

Nelson et al. mostraram que o indculo de Staphylococcus aureus necessario
para induzir osteomielite na tibia de ratos era reduzido na presenca de CO, de log
6,9 para log 2,6 quando se desejava taxa de infec¢ao de 50% dos animais e de log
8,2 para log 4,4 quando se desejava 100% dos animais infectados®.

A interacdo entre o Staphylococcus aureus e a CO formando o biofilme é o

2223 o seria fundamental

mecanismo que explica os achados desses dois trabalhos
para que o modelo aqui proposto pudesse demonstrar algum efeito facilitador da
infeccao associado a CO. Mas como ja foi bem comprovado, ndo sao todas as
linhagens do Staphylococcus aureus que sao capazes de produzir biofilme, e
mesmo aquelas sabidamente produtoras ndo o fazem de maneira regular.
Mecanismos genéticos associados a estimulos externos, ambos ainda pouco
compreendidos, s30 necessarios para que isso ocorra*’.

A nado formacao do BF poderia explicar o fato de nao se ter encontrado
diferenca entre os grupos bactéria vs. cerabactéria. Os dados histoldgicos

mostraram que todos aqueles que haviam sido contaminados com a bactéria

mostravam sinais sugestivos de processo infeccioso, cuja intensidade era
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semelhante entre os grupos. A carga bacteriana utilizada foi suficiente para
provocar alteragdes histolégicas compativeis com infeccdo em todos os animais
qgue foram contaminados pelo Staphylococcus aureus, independentemente da
presenca da CO. Talvez com o uso de um indculo bacteriano menor fosse possivel
demonstrar o efeito facilitador do processo infeccioso associado a CO.

Apesar das trés leituras e do estudo histolégico nao indicarem diferengas
entre os grupos bactéria vs. cerabactéria, nota-se que a queda percentual entre as
duas medidas in vivo do grupo bactéria foi mais acentuada quando comparada ao
grupo cerabactéria, o que indica mais interacdao do radiofarmaco com seu
substrato no grupo cerabactéria, sugerindo maior populacdo bacteriana nesses
animais. Talvez uma terceira leitura em intervalo superior as que foram feitas

mostrasse alguma diferenca significativa entre esses grupos.
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7 CONCLUSAO

A cera de 0sso nao atuou como cofator na colonizagao de esternotomia em

ratos.
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EM RATOS”, apresentada pelo mestrando PAULO HENRIQUE NOGUEIRA COSTA,
para obtengéo do titulo de Mestre em Ciéncias Aplicadas & Cirurgia e a Oftalmologia,
pelo Programa de Pos-Graduagéo em Ciéncias Aplicadas a Cirurgia e & Oftalmologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, realizada em 29 de
abril de 2013.
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APENDICE A - Tabelas

TABELA 4 — Dados globais dos animais
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Numero Grupo Contagem alvo Contagem alvo CPM/g

Animal 210min 360min

1,00 Controle 8.450,83 5.171,25 419.914,00
2,00 Controle 8.361,92 5.314,71 342.791,00
3,00 Controle 6.894,22 4.275,89 375.076,00
4,00 Cera 8.897,16 5.532,19 424.833,00
5,00 Cera 9.779,42 7.796,59 516.382,00
6,00 Cera 7.447,52 5.182,10 418.124,00
7,00 Bactéria 11.604,96 8.268,09 747.578,00
8,00 Bactéria 9.294,80 5.656,73 414.074,00
9,00 Bactéria 10.971,16 7.070,08 485.572,00
10,00 Bactéria 9.693,10 6.601,92 601.767,00
11,00 Bactéria 12.067,51 7.656,47 676.846,00
20,00 Bactéria 15.341,23 9.701,39 860.028,00
13,00 Cerabactéria 14.219,44 10.377,25 855.385,00
14,00 Cerabactéria 11.433,51 8.293,94 593.979,00
15,00 Cerabactéria 14.276,98 10.062,82 684.607,00
16,00 Cerabactéria 12.222,48 8.226,04 585.407,00
17,00 Cerabactéria 9.541,51 7.498,01 628.201,00
18,00 Cerabactéria 11.089,36 7.482,76 693.626,00
19,00 Cerabactéria 13.023,90 10.655,24 866.335,00
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TABELA 5 - Medidas descritivas da leitura in vivo alvo, contagem total

Medidas descritivas

Tempo Grupo
Minimo Maximo Mediana Média d.p.

Controle 6.894,2 8.450,8 8.361,9 7.902,3 874,2
210 Cera 7.4475 9.779,4 8.897,2 8.7080 1.177,4
minutos Bactéria 9.294,8 15.341,2 11.288,1 11.495,5 2.167,7
Cerabactéria 9.541,5 14.277,0 12.222,5 12.258,2 1.729,0
Controle 4.275,9 5.314,7 5.171,3 4.920,6 562,9
360 Cera 5.182,1 7.796,6 5.532,2 6.170,3 1.419,3
minutos Bactéria 5.656,7 9.701,4 7.363,3 7,492,5 1.403,5
Cerabactéria 7.482,8 10.655,2 8.293,9 8.942,3 13783

TABELA 6 - Medidas descritivas da leitura ex vivo, contagem por minuto por grama

de esterno

Medidas descritivas

Grupo
Minimo  Maximo Mediana Média d.p.
Controle 342791,0 419914,0 375.076,0 379260,3 387314
Cera 418124,0 516382,0 424.833,0 453113,0 54895,2
Bactéria 414074,0 860028,0 639.306,5 630977,5 165654,4
Cerabactéria 585407,0 866335,0 684.607,0 701077,1 116625,0
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TABELA 7 - Comparacao entre os grupos, pelo teste t de Student

Alvo Alvo Contagem por
Comparagao

210 min 360 min minuto / grama
Controle x Cera 0,395 0,229 0,13
Controle x Bactéria 0,031 0,021 0,04
Controle x Cerabactéria p 0,004 0,001 0,002
Cera x Bactéria 0,081 0,226 0,122
Cera x Cerabactéria 0,013 0,020 0,009

Bactéria x Cerabactéria 0,495 0,088 0,39




