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RESUMO

A resseccao traqueal seguida da reconstrucao término-terminal é a escolha
principal no tratamento de diversas doencas benignas e malignas da traqueia. As
principais complicagdes dessa terapia incluem granuloma na linha de anastomose,
deiscéncia da sutura e estenose que, apesar de incomuns, levam a grande
morbidade. Para reduzir alguns desses obstaculos preconiza-se a utilizacdo de
diversos farmacos e envoltorios. A Mitomicina C, uma droga anti-neoplésica, € capaz
de modular a cicatrizacdo, inibindo a proliferacdo de fibroblastos, portanto,
modulando a resposta inflamatéria. O objetivo deste estudo foi avaliar a interferéncia
de esponja gelatinosa hemostéatica embebida em Mitomicina C na cicatrizacdo da
traqueia de ratos. Foram utilizados 18 ratos Wistar machos de peso e idade
semelhantes distribuidos em trés grupos de seis animais. No grupo controle (C), foi
feita a desvascularizagao da traqueia, com intuito de dificultar a cicatrizacao, seguida
de traqueotomia e reconstrucdo da via aérea. O grupo esponja (E) foi submetido a
desvascularizacdo seguida de traqueotomia e reconstru¢cdo da traqueia, com
envolvimento da anastomose com tira de esponja hemostatica. O grupo Mitomicina
C (M) foi submetido a desvascularizacdo seguida de traqueotomia e reconstrucéo da
traqueia com envolvimento da anastomose por tira de esponja hemostatica
embebida em Mitomicina C, na concentracdo 0,4mg/ml. Os animais foram mortos
apos quatorze dias de acompanhamento. Observou-se tendéncia a diminuicdo da
estenose da traqueia no grupo M (aumento do percentual da area traqueal), apesar
de maior grau inflamacé&o e de hiperplasia epitelial, além de presenca de deiscéncia
da anastomose em dois animais. Concluiu-se que a Mitomicina C pode ter um papel
importante na modulagéo da cicatrizacdo da traqueia, com diminuigdo das chances
de estenose pos-operatOrias, porem suas complicacbes agudas impedem sua
utilizacao indiscriminada. Novos estudos com concentracdes e tempo de exposicao
diferentes devem ser considerados.

Palavras-chave: Traquéia/cirurgia; Mitomicina C; Cicatriz
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ABSTRACT

The tracheal resection followed by end to end reconstruction is first choice in treating
various benign and malignant diseases of the trachea. The main complications of this
therapy include granuloma at the anastomotic site, suture dehiscence and stenosis,
which, although uncommon, lead to high morbidity. To reduce some of these
obstacles calls for the use of several drugs and wraps. The mitomycin C, an anti-
cancer drug, is able to modulate wound healing by inhibiting fibroblast proliferation,
thus modulating the inflammatory response. The aim of this study was to evaluate
the role of hemostatic gelatin sponge soaked in mitomycin C on the healing of the
trachea of rats. We used 18 male Wistar rats of similar weight and age distributed in
three groups of six animals. In the control group (C), was made the devascularization
of the trachea, with the aim of preventing wound healing, followed by tracheotomy,
and airway reconstruction. The sponge group (E) underwent devascularization
followed by tracheotomy and tracheal reconstruction, involving the anastomosis with
a strip of hemostatic sponge. The group Mitomycin C (M) underwent
devascularization followed by tracheotomy and tracheal reconstruction with
involvement of the anastomosis by strip hemostatic sponge soaked in mitomycin C at
the concentration 0.4 mg / ml. The animals were killed after fourteen days of
monitoring. There was a tendency to decrease in tracheal stenosis in group M (an
increase in the percentage of tracheal area), despite the higher degree of
inflammation and epithelial hyperplasia, and presence of anastomotic dehiscence in
two animals. It was concluded that mitomycin C may have an important role in
modulating the healing of the trachea, with reduced chances of postoperative
stenosis, but its acute complications prevent their indiscriminate use. Further studies
with concentrations and different exposure time should be consideredKeywords:
Trachea/surgery; Mitomycin C; Cicatrix
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1 INTRODUCAO

Os procedimentos cirurgicos que abrangem a traqueia e os brénquios fazem
parte de um ramo da cirurgia toracica de alta complexidade que com frequéncia
acarretam desafios ao cirurgigo do torax que se dedica a essas operacoes. *

Operacdes sobre a traqueia datam de cerca de 3000 anos, com a realizacao
de tragueotomias, porém foi creditado a Antonio Musa Brasavola, médico italiano,
em 1546, a descricdo da primeira traqueotomia bem sucedida. Sanctorio Sanctorius,
em 1626, descreveu a técnica de realizacdo de tragueotomia percutanea. Em
meados de 1700 a traqueotomia foi encorajada como método de reanimacdo de
vitimas afogadas. Apesar da descricdo de procedimentos bem sucedidos, muitos
cirurgibes da época acreditavam na inviolabilidade da traqueia, ou seja, todo e
qualquer procedimento sob a traqueia deveria ser abandonado. 2

A crenca de que a cicatrizacdo da traqueia e dos brénquios ocorria de forma
ineficiente embasava-se na observacdo da escassa vascularizacdo cartilaginosa e
da tensdo na linha de anastomose, o0 que justificou a falta de ousadia na elaboracéo
de procedimentos complexos sob a traqueia e os brénquios antes do século XX. >4
Junto com o desenvolvimento da medicina intensiva e da ventilagdo mecéanica sob
pressao positiva, em 1960, advieram complicacdes sobre a traqueia, com crescente
aumento da frequéncia de lesbes traqueais proporcionadas por estenoses pés
intubacdo. Com isso, complicacbes antes raras, trouxeram a necessidade de
abordagem para resolucéio desses novos problemas. *°

O estudo da anatomia e vascularizacdo da traqueia e a experiéncia adquirida
com a técnica de liberacdo traqueal permitiram o desenvolvimento de operacdes de
maior porte, e a reconstrugdo traqueal e brénquica termino-terminal sdo, atualmente,
as principais escolhas no tratamento das afeccdes cirlrgicas das vias aéreas.
Atualmente pode-se retirar cerca de 50% da extensao traqueal com reconstrucao
por anastomose termino-terminal. °

A qualidade da anastomose traqueal pode ser influenciada por alguns fatores
como a presenca de processo inflamatério cicatricial, a forca de tensdo de
aproximacéao das bordas da traqueia e a técnica cirurgica.

O processo inflamatorio cicatricial, que tem inicio no trauma aos tecidos,

promovem um organizado e complexo evento celular e bioquimico em cascata. Este
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processo de cicatrizacdo das feridas € constituido de trés fases distintas e
superpostas. As fases sdo separadas com proposito didatico em: inflamatoria,
proliferativa e de formacdo e remodelamento da matriz. O retardo ou falha em uma
dessas fases pode resultar em retardo da cicatrizacdo ou falha no fechamento da
ferida, comprometendo a anastomose da via aérea e trazendo complicacées. °

As principais complicagdes da sutura traqueal sédo a infeccdo e o granuloma
na linha de anastomose, a disfuncédo laringea, a deiscéncia da anastomose e a
estenose. ' Esses obstaculos , quando presentes, imp&em grande morbi-mortalidade
aos pacientes. ® Portanto, investigar melhor a cicatrizacéo traqueal é essencial para
0 avango desse ramo da medicina ainda aberto a novas conquistas.

Para minimizar as complicacdes pds-operatdrias, 0s principios basicos das
operacfes sobre a traqueia sdo: técnica cirargica eximia e meticulosa, para
preservar o suprimento sanguineo lateral na regido da anastomose, evitando a lesdo
do nervo laringeo recorrente e confeccdo de anastomose livre de tensdo, por meio
de técnicas de relaxamento traqueal. " & °

O emprego de diversos envoltorios e farmacos tem sido descrito para modular
a cicatriz e diminuir as complicacdes operatérias. * '° Varias préteses foram tentadas
como, por exemplo, o dacron, o vidro e a tela de polipropileno. Algumas dessas
apresentaram bons resultados em estudos experimentais, porém decepcionantes na
pratica clinica. A ocorréncia de deiscéncia, oclusdo por tecido de granulacéo, erosao
e infeccdo com frequéncia dificultavam a utilizacdo dessas préteses. °

A utilizacdo de involucros, como retalho de musculo intercostal, diafragma,
pericardio, retalho de pleura e omento sdo descritos como fatores adjuvantes no
manejo de lesdes e suturas sob a traqueia e os bronquios. > " ** O envolvimento do
brébnquio com o omento, associado a melhor qualidade da imunossupressao, foram
eventos fundamentais no desenvolvimento do transplante pulmonar. *?

A esponja gelatinosa com alta capacidade absortiva € um dos envoltorios
empregados em cirurgias otorrinolaringologicas para acomodacdo de tecidos e
hemostasia e na cirurgia do térax como auxiliar no tratamento de fistulas bronco
pleurais. =

A Mitomicina C € um agente antineoplasico que tem a capacidade de inibir a
atividade e proliferacdo do fibroblasto. E um dos farmacos usados atualmente na
prevencdo de estenoses apOs cirurgias otorrinolaringolégicas e no tratamento de

2



afeccBes oftalmoldgicas. * ** *° Foi inicialmente utilizada como um antimicrobiano
derivado do Streptomyces caespitosus. Este agente polivalente mostrou ter atividade
antitumoral inibindo a sintese de DNA. °

Desde o inicio de 1990 a Mitomicina C passou a ser cada vez mais
empregada como um farmaco capaz de reduzir a formacao de cicatriz. O mecanismo
de acédo para reducgao de cicatrizes foi sugerido devido ao seu efeito de bloqueio da
sintese do DNA, impedindo assim a proliferacdo de fibroblastos, um passo
importante no reparo de feridas. °

Quando usada topicamente, aquele efeito da Mitomicina C tem demonstrado
ser influenciado pela concentracdo e o tempo de exposicdo. Quanto maior a
concentracdo e maior o tempo de exposi¢do do farmaco na ferida, pode-se inferir um
maior efeito biolégico e também suas complicacdes. *°

Diversos séo os trabalhos que utilizam a Mitomicina C tentando modular a
cicatrizacdo. A maioria mostra efeitos benéficos porém poucos levantam a questédo
de possiveis complicacoes.

Gray (2003) em seu trabalho afirma que feridas em ratos tratadas com
Mitomicina C sdo de cicatrizacdo mais lenta e com sua integridade comprometida.
Além disso, ressalta a falta de consenso sobre a duracdo de acéo e a dose ideal do
farmaco in vivo para modulacao de cicatrizes.

Ferguson (2005) em seu trabalho com aplicagdo de Mitomicina C, em
diversas concentracdes, no subcutaneo de ratos, com objetivo de determinar a dose
de tratamento e seus efeitos tempo-dependente, concluiu que ha um efeito a longo
prazo da Mitomicina C na ferida, inibindo o colageno e a producéo de fibronectina e
induzindo a apoptose. Também que o uso de Mitomicina C acima de 0,4 mg/mL néo
alterou as concentracfes de proteina ou taxa de apoptoses.

Da mesma forma, Hueman e Simpson (2005) ressaltam que concentracdes
maiores que 1% de Mitomicina C levam a uma irreversivel inibicdo de fibroblastos e
aumento significante dos riscos de complicacdes respiratorias.

A Mitomicina C mostrou ser benéfica também no tratamento endoscopico
adjuvante de estenoses traqueais, porém, os trabalhos a utilizando no momento da
reconstrucao traqueal sdo pouco discutidos. ** 2% 2!

Rahbar (2001) e Simpson et al. (2006) demonstraram que a aplicacdo de

Mitomicina C tépica pode ser utilizada como auxiliar no tratamento endoscépico da



estenose traqueal e laringea. Perepelitsyn (2004) em seu estudo de coorte
retroscpectivo também sugeriu um aumento significativo da taxa de sucesso obtido
no tratamento endoscopico da estenose laringotraqueal com o emprego de
Mitomicina C.

Diante do exposto, esse estudo se propde a avaliar a cicatrizacdo da
anastomose traqueal envolta por esponja gelatinosa embebida por Mitomicina C em
ratos Wistar, observando as caracteristicas da luz da traqueia e as consequéncias

histolégicas sob o epitélio traqueal e o grau de inflamac&o na anastomose.



2 OBJETIVO

Avaliar os efeitos da Mitomicina C na cicatrizacdo da anastomose traqueal de

ratos Wistar, observando suas caracteristicas macro e microscoépicas.



3 RELEVANCIA

O manejo do paciente com afeccdo traqueal € complexo e deve ser
individualizado, levando-se em conta o tipo da afeccdo (inflamatério, cicatricial,
infeccioso ou tumoral), a extensdo da doenca e as condi¢des clinicas do paciente.
Muitas vezes sao necessarios repetidos procedimentos endoscdpicos e cirurgicos e,
com frequéncia, ocorrem complicacbes como re-estenose, deiscéncia da sutura,
tragueomalacia, formacdo de granuloma, perfuracdo traqueal e fistulas
tragueoesofagica e tragueo-inonimada, além de sangramento e insuficiéncia
respiratéria. ° Por se tratar de complicacdes na via aérea principal fica facil entender
a gravidade e o perigo que elas representam. Portanto, o0 emprego de substancias
qguimicas capazes de interagir e modular a cicatrizac&o traqueal no intuito de evitar
complicacbes poderia revolucionar o tratamento das afeccbes traqueais,
proporcionando operagbes mais seguras e com maior garantia de resultados

positivos.



4 MATERIAIS E METODO

4.1 Animais utilizados e cuidados dispensados

O experimento foi realizado de acordo com as Normas Internacionais para a
Pesquisa Biomédica em Animais e com a Lei Federal n°. 11.794, de 08 de outubro
de 2008 2%, portanto dentro dos preceitos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG)
em 23 de junho de 2010 sob o protocolo 130/2010 (ANEXO 1).

Foram utilizados 18 ratos adultos machos Wistar. Os animais foram obtidos
no biotério do Instituto de Ciéncia Bioldgicas da UFMG, com idade semelhante e
peso entre 286mg a 390mg. Apds o periodo de quarentena, os animais foram
acondicionados em gaiolas coletivas com capacidade maxima de seis animais e
receberam agua e racdo Labina® (Purina) para ratos a vontade. Os ratos
permaneceram alojados durante todo o experimento no Biotério Central da
Faculdade de Medicina da UFMG e foram submetidos a ciclos naturais dia/noite.

N&o foi necessario jejum pré e pds-operatédrio no dia do procedimento. Apés a
operagao os animais receberam analgesia com Cetoprofeno (5mg/kg).

4.2 Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos de seis animais,
conforme abaixo:

Grupo C — (Controle): realizadas disseccdo e desvascularizacdo traqueal da
laringe ao estreito superior do torax, seguida de tragueotomia envolvendo 50% da
circunferéncia da traqueia e traqueorrafia.

Grupo E - (Esponja): realizadas disseccéo e desvascularizacao traqueal da

laringe ao estreito superior do torax, seguida de tragueotomia envolvendo 50% da



circunferéncia da traqueia e traqueorrafia, com envolvimento da anastomose por
esponja gelatinosa hemostatica.

Grupo M — (Mitomicina C): realizadas disseccéo e desvascularizacao traqueal
da laringe ao estreito superior do térax, seguida de traqueotomia envolvendo 50% da
circunferéncia da traqueia e traqueorrafia, com envolvimento da anastomose por

esponja gelatinosa hemostatica embebida em Mitomicina C.

4.3 Procedimentos cirargicos

Utilizou-se para a anestesia Ketamina (50mg/ml) na dose de 50 mg/kg e
Xilazina (20mg/ml) na dose de 8 mg/kg via intra-peritoneal.

Os animais foram posicionados em decubito dorsal com hiperextensédo
cervical. Foram realizadas remocéo de pélos e antissepsia da regido cervical com
solucdo alcoolica de Clorexidina 0,5% e, em seguida, a traqueia cervical foi
abordada por meio de incisdo mediana longitudinal e divulsdo dos musculos e da
fascia pré-traqueal (Fig. 1, 2 e 3). Ao se identificar a traqueia, foi realizada a
desvascularizacao desde a laringe até a porcado mais distal possivel da traqueia com
a utilizacdo da pinca hemostatica (Fig. 4). Tal procedimento objetivou dificultar a

cicatrizagdo na anastomose traqueal.

Figura 1 - Cervicotomia e identificacdo de musculos pré-traqueais do rato.



Figura 2 - Identificacdo da traqueia do rato.

Figura 3 - Disseccao da traqueia do rato.

Figura 4 - Desvascularizacdo da traqueia do rato.

Depois dessa etapa, os animais foram submetidos aos procedimentos

especificos de acordo com o0 grupo a que pertenciam:



4.3.1 Grupo C - Controle

A traqueia foi reparada com fio poliéster trancado 1 pré-cortado, para garantir
sua tracéo (Fig. 5). Foi realizada incisdo semi circunferencial entre o quarto e quinto
anel traqueal, com a utilizagdo de lamina de bisturi nimero 11, tomando-se cuidado
de preservar a por¢gdo membranosa da traqueia.

Figura 5 - Reparo tragueal com fio de poliéster trancado 1.

Procedeu-se a aspiracdo da traqueia com utilizacdo de cateter de Nelaton

ndmero quatro, no intuito de higienizar a via aérea (Fig. 6).

Figura 6 - Aspiracdo e higienizagdo da traqueia do rato.
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Na sequéncia foi realizada a reconstrugdo da traqueia com dois pontos
simples, utilizando-se polipropileno 5-0 (Fig. 7).

Figura 7 - Confec¢édo da anastomose traqueal com fio de polipropileno 5-0.

Retirou-se o fio de reparo traqueal e procedeu-se a sutura por planos

musculares utilizando o fio poliglactina 3-0.

4.3.2 Grupo E - Esponja

Realizado todos os tempos de disseccdo e desvascularizacdo da traqueia
como no grupo C. Em seguida posicionou-se, posteriormente a porcdo membranosa
da tragueia, a esponja gelatinosa absorvivel e hemostatica, constituida de fragmento
retangular com medidas de 2,5 x 1,2cm e 0,2cm de espessura (Fig. 8).
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Figura 8 - Adaptacédo de esponja envolvendo a traqueia do rato.

Continuou-se com a abertura da traqueia entre o quarto e quinto anel seguido

de aspiracéo e reconstrugcéo com polipropileno 5-0 (Fig. 9).

Figura 9 - Confec¢éo da anastomose e cobertura da mesma com a esponja.

ApGs a sutura envolveu-se a anastomose com a esponja e procedeu-se ao
fechamento da ferida por planos como realizada no grupo controle.

4.3.3 Grupo M — Mitomicina C

Os animais desse grupo foram submetidos aos mesmos tempos cirargicos
observados no grupo E. A Mitomicina C foi obtida através da diluicdo de po liofilizado

contendo 5mg do produto em 12ml de NaCl 0,9%. A esponja hemostatica foi
12



embebida em 0,5ml de Mitomicina C (0,4mg/ml) e envolta na traqueia, mantendo
contato prolongado daquele farmaco (Fig. 10).

Figura 10 - Esponja embebida de Mitomicina C envolvendo a anastomose da
traqueia do rato.

4.4 Eutanasia

Apbs 14 dias de observacao e cuidados, os animais foram mortos através de
sobredose de Ketamina e Xilazina, nas doses respectivamente, 150mg/Kg e
24mg/Kg. Apos a morte os animais foram novamente posicionados em posicéo de
hiperextensdo cervical, sendo realizada nova cervicotomia para avaliacdo
macroscopica da ferida operatéria e coleta da traqueia para estudos microscépicos
(Fig. 11).

Figura 11 - Disseccao e ressecc¢do da traqueia para estudo ap6s a eutanésia.
13



Em seguida realizou-se a sutura da ferida e acondicionamento das carcagas
dos animais em sacos plasticos, para serem descartados conforme protocolo do

laboratorio.

4.5 Avaliacdo Macroscopica

O estudo macroscopico consistiu-se de avaliar as caracteristicas da luz
traqueal, a ocorréncia de abscessos, fistulas, deiscéncia de anastomose e de
aderéncias com estruturas vizinhas na regido da sutura (ANEXO 2).

As aderéncias foram classificadas como ausentes ou presentes. Quando
presentes classificadas como firmes ou frouxas. As aderéncias firmes foram aquelas
de dificil separacdo com tracdo, jA as aderéncias frouxas foram as de facil
descolamento com tragao.

Abscesso, fistula e deiscéncia da anastomose foram classificados como
presentes ou ausentes. No caso da deiscéncia, se presente, essa foi classificada
como completa ou incompleta, na dependéncia do acometimento da sutura. O
estudo da luz traqueal, pérvia ou ndo, foi feito pela introducdo de sondas (cateter de
Nelaton) de calibres variados pela luz da traqueia.

Foi realizada a coleta de pequenos segmentos circunferenciais da traqueia. O
primeiro a um centimetro da anastomose (segmento controle) e o outro, contendo a
anastomose (Fig. 12). Essas amostras foram separadas e digitalizadas em todos os
grupos (ANEXO 3), para posterior avaliacdo da area da tragueia através do
programa Autocad. Foram feitas a definicdo das duas &reas da traqueia em cada
animal, a area controle e a area da anastomose, além da relacdo entre as duas
areas. Apos determinar a area, o segmento traqueal contendo a anastomose foi
armazenado em frascos contendo formol a 10%, com intuito de se realizar a

avaliacdo microscopica.
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Figura 12 — Desenho esquematico da coleta dos segmentos da traqueia nao
manipulada e da anastomose.

4.6 Avaliacdo Microscopica

Os segmentos de traqueia foram enviados para exame anatomo-patoldgico,
fixados em formol a 10% e incluidos em parafina de acordo com métodos usuais.
Cortes de 4u de espessura, corados por Hematoxilina e Eosina (HE) foram
realizados.

A avaliacdo histologica foi efetuada por médico patologista com expertise em
estudos sobre alteragfes inflamatorias nos tecidos.

A inflamacdo do tecido traqueal foi classificada de acordo com o Sistema
Sydney modificado ?°, sendo considerada como:

- Ausente (“normal”): presenca de células mononucleares (linfocitos,
macrofagos e principalmente plasmacitos) isoladas, raras, ou em pequenos grupos
de 2-5 células na lamina proépria, por campo de grande aumento (objetiva de 40X)

e/ou infiltrado inflamatério mononuclear linfoplasmocitario em pequenos
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agrupamentos (2-3 células) entre as fovéolas; auséncia de foliculos linféides e de
neutrofilos polimorfonucleares.

- Discreta: infiltrado inflamatério em pequenos grupos localizados no tergo
superficial da mucosa, com ou sem foliculos linféides.

- Moderada: infiltrado inflamatério em grupos maiores em toda a lamina
propria, com ou sem foliculos linféides.

- Acentuada: infiltrado inflamatorio denso em toda a lamina propria, com
tendéncia a afastar as glandulas.

Ja as alteracBes epiteliais foram pontuadas como presente quando foram
observadas alteracdes do epitélio ou ausente, quando n&o ocorreu nenhuma
alteracdo quanto a estrutura do epitélio de uma tragueia de rato normal, que foi
morto sem qualquer manipulacdo para a obtencdo de uma tragueia controle

(ANEXO 4).

4.7 Analise estatistica

A area da tragueia controle, a area da anastomose da traqueia e a relacéo
entre as areas controle e de anastomose foram comparadas entre 0s grupos atraves
do teste t de Student, utilizando o programa estatistico SPSS. Foram consideradas
diferencas para p < 0,05.

As alteracBes histolégicas da traqueia foram comparadas entre oS grupos
utilizando o teste do qui-quadrado com correcao de Fisher. Foram consideradas

diferencas para p < 0,05.
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5 Resultados

5.1 Sobrevida

O unico grupo que apresentou perdas foi o grupo E, com duas mortes. Um
animal morreu no primeiro dia e o outro no décimo dia pés-operatorio, porém nao foi
realizada necrdpsia dos ratos. Para os demais, seguiu-se o0 protocolo e 0os animais
foram mortos ap6s 14 dias da operacdo. Durante o acompanhamento ndo se

evidenciaram sinais de esforgo respiratorio ou dificuldade respiratoria nos animais.

5.2 Macroscopia

O estudo da integridade da luz traqueal mostrou que todos 0s segmentos
traqueais encontravam-se pérvios apos a introducao de cateter de Nelaton niamero 6
(Fig. 13).

Figura 13 - Estudo da integridade da luz traqueal na &rea de anastomose
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N&o foram vistos abscessos ou fistulas da traqueia com outras estruturas do

pescoco.
Encontraram-se aderéncias em todos os animais. A TABELA 1 mostra que as

aderéncias do grupo C eram mais firmes que as do grupo E e as do grupo M.

Tabela 1- Comparacdo entre os grupos em relacdo ao grau de aderéncias

o Controle Esponja Mitomicina C
Aderéncias n % n % n %
Firmes 6 100 0 0 2 33,3
Frouxas 0 0 4 100 4 66,6

A TABELA 2 mostra o resultado da presenca de deiscéncia de anastomose
tragueal em dois animais do grupo M. A deiscéncia encontrava-se tamponada por

tecidos pré-traqueais (Fig. 14, 15 e 16).

Tabela 2 - Distribui¢cdo dos grupos em relagcdo a auséncia ou presencga de
deiscéncia na anastomose traqueal

. Controle Esponja Mitomicina C
Deiscéncia n % n % n %
Ausente 6 100 4 100 4 66,6
Presente 0 0 0 0 2 33,3
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Figura 14 - Tamponamento da deiscéncia da anastomose traqueal do rato.

Figura 15 - Visualizacdo da deiscéncia ap0s liberacdo de estruturas.

Figura 16 - Deiscéncia da anastomose da sutura traqueal do rato.
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Quanto a avaliagdo das caracteristicas da luz traqueal, observou-se que o
segmento da traqueia onde n&o foi feita intervencéo foi de 0,78 + 0,21mm? no grupo
controle, 0,69 + 0,13mm? no grupo esponja e 0,78 + 0,14mm? no grupo Mitomicina C.
A éarea inicial das traqueias nao foi diferente entre os grupos.

O segmento da anastomose foi 0,59 + 0,13mm? no grupo controle, 0,55 *
0,11mm? no grupo esponja e 0,71 + 0,18mm? no grupo Mitomicina C. Apesar da
maior area absoluta no grupo onde foi utilizada a Mitomicina C, ndo houve diferenca
entre os grupos (GRAFICO 1).
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Grafico 1 - Comparacgédo entre o segmento controle e o segmento da
anastomose traqueal.

Quando foi feito o calculo percentual da area da anastomose em relagdo a
area de traqueia ndo manipulada, o percentual foi de 76,5 £ 5,7% no grupo controle,
80,2 + 16,6% no grupo esponja e 92,3 + 19,6% no grupo Mitomicina C. Portanto,
houve uma maior area percentual na anastomose no grupo Mitomicina C quando
comparado ao grupo controle (p = 0,03 pelo teste t de Student), como pode ser visto
no GRAFICO 2.
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Grafico 2 - Comparacédo percentual entre a area traqueal ndo manipulada e a da
anastomose entre 0s grupos.

5.3 Microscopia

A TABELA 3 e 0 GRAFICO 3 mostram o resultado do grau de inflamag&o na
cicatriz traqueal de acordo com o Sistema Sidney modificado. Observaram-se dados
compativeis com parametros de inflamacédo acentuada do tecido traqueal no grupo
M, estatisticamente significativos quando comparados aos demais grupos (p = 0,03

pelo teste Qui-quadrado com correcao de Fisher).

Tabela 3 - Avaliagédo do grau de inflamacéo na traqueia de ratos Wistar
submetidos a traqueotomia e reanastomose.

Controle Esponja Mitomicina C
Inflamacéo
n % n % n %
Leve 4 66,6 2 50 0 0
Acentuada 2 33,3 2 50 6 100
p =0,03
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Grafico 3 - Avaliagcdo do grau de inflamacéo na traqueia de ratos Wistar
submetidos a traqueotomia e reanastomose.

A TABELA 4 e 0 GRAFICO 4 abordam o estudo do epitélio traqueal na regido
da anastomose, apontando alteracdes em sua estrutura. As alteracBes epiteliais
hiperplasicas no grupo M foram relevantes quando comparadas aos demais grupos

(p = 0,002 pelo teste Qui-quadrado com correcédo de Fisher).

Tabela 4 - Avaliacao de alteracdes da estrutura do epitélio na regido da
anastomose na traqueia de ratos Wistar submetidos a traqueotomia e

reanastomose.
Alteracdes Controle Esponja Mitomicina C
epiteliais
n % n % n %
Ausentes 6 100 3 75 0 0
Hiperplasia 0 0 1 25 6 100
p = 0,002
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Grafico 4 - Avaliagdo de alteragfes da estrutura do epitélio na regido da
anastomose na traqueia de ratos Wistar submetidos a traqueotomia e
reanastomose.

Foi avaliada a presenca ou auséncia de reacdo de granuloma do tipo corpo
estranho na regido da cicatriz da anastomose tragueal. A TABELA 5 descreve os
achados que ndo mostraram alteragdes estatisticamente significantes (p = 0,08 pelo

teste Qui-quadrado com correcao de Fisher).

Tabela 5 - Avaliacédo de reacdo tipo corpo estranho na traqueia de ratos Wistar
submetidos a traqueotomia e reanastomose.

Reacao de corpo Controle Esponja Mitomicina C
estranho

n % n % N %
Ausentes 3 50 2 50 6 100
Presentes 3 50 2 50 0 0
p =0,08
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A seguir microfotografias dos parametros histolégicos na traqueia de ratos Wistar
submetidos aos procedimentos de traqueotomia e reanastomose com aplicacédo de
esponja hemostética e de esponja embebida em Mitomicina C.

Figura 17 - Microfotografia da traqueia de rato: Epitélio preservado, sem hiperplasia
ou inflamacgao subepitelial. Neoformacéo fibrovascular exuberante abaixo do anel
cartilaginoso, com esboco de célula gigante. (HE, 100X).

Figura 18 - Microfotografia da traqueia de rato: Detalhe da neoformagéo fibrovascular
exuberante abaixo do anel cartilaginoso, com célula gigante multinucleada e imagem
negativa de corpo estranho. (HE, 400X).
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Figura 19 - Microfotografia da traqueia de rato: Hiperplasia do epitélio associada a
inflamacdo moderada subepitelial. Demais camadas sem alterac&o. (HE, 100X).

Figura 20 - Microfotografia da traqueia de rato: Detalhe da hiperplasia do epitélio, com
formacgao de projecdes papiliferas, associada a inflamac&o moderado-acentuada
subepitelial. Demais camadas sem altera¢&o. (HE, 400X).
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6 Discussao

A cirurgia toracica moderna ainda esbarra nas dificuldad es decorrentes das
complicacBes da anastomose da traqueia e dos brénquios. Dessas a estenose e a
deiscéncia sdo as que mais podem comprometer de forma significativa os resultados
operatoérios que envolvem as anastomoses daquelas estruturas.

A dificuldade de modular a cicatriza¢@o da traqueia e dos brénquios € um dos
entraves para cirurgias mais complexas. Porém uma técnica cirargica insigne e
minuciosa, respeitando a irrigacdo sanguinea e a forca de tensédo de aproximacao
das bordas da traqueia, pode garantir a qualidade e o bom éxito da anastomose. *

A reacdo inflamatéria é essencial para a reparacdo cicatricial. Assim, apés
uma lesédo traqueal existe uma reacao inflamatoria intensa, inclusive com metaplasia
epitelial (o epitélio cilindrico ciliado transforma-se em epitélio escamoso) e formacéo
de tecido de granulagéo. Tal processo pode ser exuberante o suficiente para obstruir
a luz traqueal. A associacdo dessas alteracdes regenerativas epiteliais com a
reabsorcdo da cartilagem traqueal expfe a formacédo de estenose circunferencial e,
consequentemente, obstrucéo respiratdria. ® 2°> Montovani (2003) mostrou evidéncias
de que as alteracdes em epitélio escamoso reativo, agregadas a hiperplasia de
células basais préximo a sutura, constituiam um sinal de atividade inflamatoria
residual. De mais a mais, apontou que a presenca de exsudato fibrino-leucocitario
compacto na luz traqueal, formando uma rolha, seria o responsavel por obstruir as
vias aéreas. Apesar de nao ter sido feito o estudo pos-mortem, isso poderia explicar
0s 6bitos que ocorreram em fases mediatas e tardias do pos-operatorio de dois ratos
do grupo com aplicagéao de esponja (grupo E).

Nos resultados desse estudo, foi feito analise histolégica com determinacao
do grau de inflamac&o no segmento suturado. A inflamacéao é a variavel que mostra
a pior concordancia nas avaliacbes particularmente nos casos em que ha variacéo
entre “ausente” e “discreta”’, como é o caso do Sistema de Sydney. *° Sao
levantados como fatores que justifiquem essa discordancia: a dificuldade de se
definir o padrdo “normal”’, a presenca de inflamacdo exuberante, a presenca de
foliculos linfoides, a experiéncia do patologista, a “falsa” relagdo com a metaplasia e
fatores que interferem na qualidade da amostra (ma orientacdo, artefatos de

esmagamento, superficialidade).?® #” Com intuito de se evitar essas interferéncias na
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interpretacdo dos dados foi usado escalas de analogia visual. *’ Além disso, Cross
(1998) mostrou que a graduacdo de qualquer variavel em categorias por si s6
possivelmente prejudicaria a reprodutibilidade ao “dividir’ um fenédmeno biologico
continuo em categorias e Miller (1956) que o ser humano tende a empregar sempre
sete categorias de julgamento ao realizar julgamentos subjetivos em sequéncias
ininterruptas visuais ou auditivas. Portanto, as alteragdes inflamatorias encontradas
foram classificadas somente em “leves” e “acentuadas” para minimizar essa
subjetividade.

Dessa maneira, no estudo histologico da traqueia (inflamacéo e estrutura do
epitélio), os resultados apontam que as alteracdes hiperplasicas epiteliais e o
pronunciado grau de inflamac¢do no grupo com aplicacdo de esponja embebida em
Mitomicina C (grupo M) foram estatisticamente significantes quando comparados aos
outros grupos. Contuto, é interessante ressaltar que 0s resultados macroscopicos
conflitam com os microscoépicos. Apesar da melhora estatisticamente significativa da
luz traqueal em relacdo aos outros grupos, o grupo M apresentava muito maior grau
de inflamacgéo, com dois casos de complicacao grave: deiscéncia da sutura.

Ainda n&o existe tecido capaz de substituir integralmente um segmento da
traqueia, mantendo suas mesmas caracteristicas fisioldgicas. ' Entretanto, alguns
agentes farmacéuticos sdo capazes de modular o processo inflamat6rio e com isso
diminuir as complicacdes das suturas na traqueia. * 1% % 20 32 A Mitomicina C é
descrita como um importante agente adjuvante na prevencdo das estenoses
traqueais, atuando como um potente inibidor da acdo do fibroblasto no processo
inflamatoério e é custo efetiva, segundo Ubell et al. (2006). Porém, para que a
Mitomicina C tenha algum efeito é necesséria a presenca de lesdo tecidual, ou seja,
o simples contato com a mucosa integra ndo leva a alteracdes. 3% Assim, se optou
nesse estudo por avaliar o seu uso apos suturas sobre traqueias desvascularizadas
e com tensé&o na linha da anastomose.

A Mitomicina C além de inibir a atuacdo do fibroblasto, reduz a deposicéo do
coldgeno, quando associado a certo grau de desvascularizacdo e tensdo na linha de
sutura da traqueia. *”** Essa ac&do pode também ser a causa de empecilhos como a
deiscéncia de anastomoses. Todavia, quando observado o resultado de reducéo de
retracao cicatricial, a Mitomicina C pode ser considerada benéfica nas cirurgias de

reconstrucao traqueal
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Por fim, a concentragéo e a taxa de liberagdo da Mitomicina C devem ser
levadas em conta ao se analisar seus riscos e beneficios. A literatura ndo é
conclusiva em relacéo a qual deve ser a concentracdo da Mitomicina C, para que se
obtenham os melhores efeitos moduladores na cicatrizagcdo sem comprometimento
dessa. As doses recomendadas variam de 0,2 a 10 mg/ml. 17182234 Acredita-se que
guanto maiores as concentracdes e o tempo de contato com a ferida, maiores sé&o
os efeitos inibitorios na cicatrizacdo e também as suas complicacdes. *> *® Cuadra et
al. (2008) em seu estudo prospectivo com coelhos, com o objetivo de definir qual a
dose a ser utilizada mostrou que concentracbes maiores de Mitomicina C podem
causar efeitos deletérios, levando ao Obito do animal. A concentracdo utilizada no
presente estudo, 0,4mg/ml, embasou-se nessa teoria.'’

Quanto a taxa de liberacdo da Mitomicina C, ndo sabemos se existe uma
liberacdo gradual dessa substancia quando empregada junto com a esponja, 0 que
poderia interferir no processo cicatricial. Talvez se a Mitomicina C fosse liberada
apenas em uma fase mais tardia da cicatrizacdo ndo houvessem resultados
adversos como a deiscéncia da sutura e o grau de inflamacéo acentuado.

Baseado no exposto acima, o efeito benéfico da Mitomicina C na reducédo de
estenose pode ser constatado neste trabalho, por meio de uma maior area
percentual de circunferéncia traqueal em ratos onde se usou a esponja hemostatica
embebida com Mitomicina C (grupo M). Apesar de mostrar algum resultado favoravel
na prevencao da estenose traqueal, observou-se, como ja descrito, tendéncia a um
alto grau de processo inflamatério e a complicacdes agudas, como a deiscéncia da
sutura, embora sem diferenca significativa, quando se utilizou a Mitomicina C topica.
Essa sem duvida é uma das complicacbes mais catastroficas que podem ocorrer na
cirurgia da tragueia e dos brénquios, o que nos faz repensar a questdo do
mecanismo de acdo da Mitomicina C no papel de modulacéo da cicatriz, assim como
Seu uso rotineiro.

Na analise da qualidade da anastomose da traqueia, deve-se também levar
em conta os resultados que podem ser obtidos com a observacdo da tensdo de
ruptura da sutura traqueal.®® *° E possivel que a elaboracdo de algum método capaz
de medir a tensdo de ruptura da anastomose em ratos possa melhorar as
observacbes obtidas em experimentos envolvendo a cicatrizacdo da traqueia e

brénquios.
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Outro fator capaz de interferir na qualidade da cicatrizacao da traqueia sdo as
taticas empregadas na confeccdo da anastomose. A escolha do fio de sutura € uma
delas. O fio pode atuar como fator irritativo permanente, exacerbando e perpetuando
a resposta inflamatéria local. Alguns dos maus resultados de uma anastomose como
o retardo na reepitelizacdo da linha de sutura, a predisposicdo a formacao de
granulomas e a exacerbac&o na fibroplasia podem ser atribuidos a escolha do fio. **
41 Apesar de ndo ter sido variavel desse estudo, parece que a utilizacdo do fio
polipropileno (monofilamentar, ndo absorvivel e de facil manuseio) ndo mostrou
qualquer interveniéncia sobre a anastomose da traqueia dos ratos.

Muitos estudos experimentais tém como tema o estudo da cicatrizacado da
traqueia, porém poucos utilizam o rato como modelo experimental. > > ** |sso se
deve supostamente as dificuldades técnicas de sutura em uma traqueia de diametro
muito pequeno e os riscos de morte no cuidado pés-operatdrio. Nesse trabalho foi
demonstrada que a cirurgia experimental da traqueia tem no rato um modelo animal
adequado, no qual se realizou procedimentos complexos, em uma via aérea muito
pequena e com mortalidade muito baixa. Além disso, nesse modelo experimental
ndo € necessario induzir ventilacdo sob pressao positiva, logo ndo € necesséria a
intubacédo orotraqueal, facilitando a técnica cirargica.

Apesar dos resultados deste estudo ndo terem sido completamente
satisfatorios em relacdo ao uso da Mitomicina C como modulador da cicatrizacdo da
anastomose da traqueia, eles sugerem que o uso de substancias adjuvantes pode
ser promissor no sentido de apontar a possibilidade de melhorias na cicatrizacéo de
suturas traqueais, diminuindo as complicac¢oes.

Para se definir o verdadeiro papel da Mitomicina C e de outros agentes como
auxiliares terapéuticos nas reconstru¢des traqueais, seria necessaria a analise de
um maior numero de animais, assim como o uso de outros farmacos. Outros estudos
poderiam contribuir com aquela finalidade, além de avaliarem a concentracao
precisa das substancias quimicas e o seu tempo de exposi¢do exato, auxiliando o

processo cicatricial e minimizando as complicacdes pos-operatorias.
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7 Conclusao

A cicatrizacdo da traqueia de ratos parece ser influenciada pela presenca de
Mitomicina C na regido da sutura, com diminuicdo das chances de estenose poés-
operatdrias. No entanto as complicagbes agudas graves ocorridas no presente
estudo de certa forma dificultam sua utilizacdo de forma habitual na prética clinica.
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8 Perspectivas futuras

A cirurgia da traqueia e dos brénquios € um ramo da cirurgia do térax que
permanece em crescimento continuo. Ainda ha muito que fazer e muito para se
melhorar. Existe a busca por um substituto ideal para essa estrutura tao vital, e o
transplante de traqueia ja esta em estudo. Enquanto o transplante ndo é uma opc¢éo
plausivel e o substituto ideal ndo é encontrado, deve-se procurar por substancias
guimicas ou envoltérios capazes de conferir maior seguranca aos procedimentos

sob a traqueia e os brénquios.
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10 Anexos

ANEXO 1 - Protocolo de aprovacdo CETEA/UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 130/2010, relativo ao projeto intitulado
“Influéncia da mitomicina C na cicatrizacdo da traquéia de rato’, que tem
como responsavel(is) Ivana Duval de Araujo , estd(do) de acordo com os
Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
23/ 06/2010.

Este certificado expira-se em 23/ 06/ 2015.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 130/2010, related to the project entitled
“Influency of mitomicyn C on the cicatrization of mouses trachea’, under
the supervisiors of Ivana Duval de Araujo, is in agreement with the Ethical
Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal
Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in June 23, 2010.

This certificate expires in June 23, 2015.

N
Belo Horizonte ‘4 de Junho de 2010.

Profa. Jacquel) ){Isaura Alvarez-Leite
Coordenadc fa‘f do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516

www.ufmg.br/bioeticalcetea - cetea@prpq.ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0)



ANEXO 2 — Protocolo de Avaliagcdo Macroscopica

ANIMAL NUMERO:
DATA DA OPERACAO | |

DATA DA EUTANASIA /|
GRUPO

()C(C)HE()IM

ADERENCIAS
( ) AUSENTES ( ) PRESENTES
( ) ADERENCIAS FROUXAS ( ) ADERENCIAS FIRMES

FISTULAS

( ) AUSENTES ( ) PRESENTES
ESTRUTURAS ENVOLVIDAS

ABSCESSOS

( ) AUSENTES ( ) PRESENTES

INTEGRIDADE DA TRAQUEIA
SONDA NUMERO:
OBSERVACOES
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ANEXO 3 - Digitalizacado de segmentos traqueais dos ratos
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ANEXO 4 - Protocolo de Avaliacdo Microscopica

ANIMAL NUMERQO:

ALTERACOES EPITELIAIS
( ) AUSENTES ( ) PRESENTES
COMENTARIOS

GRAU DE INFLAMACAO
( ) AUSENTES ( ) PRESENTES

( )LEVE ( ) MODERADA ( )ACENTUADA
COMENTARIOS

OUTROS ACHADOS
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