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EPIGRAFE

“A cirurgia ndo é somente a acdo de operar habilmente. Necessita
reunir a seu servico, qualidades de espirito e coragdo, que atinjam o
mais alto pinaculo do esforco humano. Um doente ndo pode nos
oferecer um tributo mais elevado que o de confiar sua vida e sua
saude, e implicitamente a felicidade de toda sua familia. Para sermos
dignos dessa confianca, precisamos nos submeter, durante toda a
vida, a constante disciplina do esforco infatigavel em busca do saber
e da mais reverente devocdo para cada detalhe, em todas as
operacgdes que praticamos”.
Lord Moynihan (1865-1936)
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar os resultados das anastomoses coldnicas
realizadas com 2-octil cianoacrilato e aquelas realizadas com sutura utilizando
fio de polipropileno 5.0. Selecionaram-se 32 ratos Wistar machos divididos em
quatro grupos de oito animais, conforme sutura com polipropileno (P) ou
aplicacdo de cianoacrilato (C), e dia escolhido para eutanasia: terceiro ou sétimo
dia de pos-operatério (P3, C3, P7, C7). ApoOs celiotomia, procedeu-se a
colotomia cinco centimetros distalmente a papila ileal. Nos animais dos grupos
controle, as anastomoses foram realizadas em plano Unico com pontos
separados extramucosos com fio de polipropileno 5.0. Nos animais dos grupos
com adesivo, as anastomoses foram executadas com 2-octil cianoacrilato sem
auxilio de sutura. Avaliaram-se a integridade e o aspecto macroscépico da
cicatrizacdo das anastomoses, existéncia de abscesso intra-abdominal ou
peritonite, forca mecanica (pressao de distensao), obstrucéo intestinal, formacéao
de aderéncias e andlise histolégica quanto a cicatrizacdo e a inflamacdo.
Procedeu-se a bidpsia excisional da area anastomosada incluindo 1,5 cm de
intestino proximal e distal, apds avaliacdo do indice de formacéo de aderéncias.
A pressao de distensdo foi medida em centimetros de agua e a avaliacdo da
obstrucéo intestinal antecedeu a analise histolégica. Deiscéncia anastomdtica,
abscesso intra-abdominal e peritonite ndo ocorreram em grupo algum. A
formacéo de aderéncias foi mais extensa no grupo 2-octil cianoacrilato estudado
no sétimo dia de pos-operatério em comparacdo com o grupo polipropileno

estudado no mesmo periodo (p=0,007). Nao houve diferenca quanto a presséo

Xiv



de distensao avaliada no terceiro dia (p=0,081). Entretanto, os valores obtidos
no estudo tensiométrico da anastomose, no sétimo dia de pds-operatorio,
mostraram-se menores no grupo 2-octil cianoacrilato (p=0,002). A frequéncia de
obstrucéo intestinal parcial foi maior no grupo em que se aplicou adesivo quando
comparado com aquele no qual se empregou sutura de polipropileno, estudados
no sétimo dia (0,029). O tempo operatério foi significativamente maior nos
grupos em que se aplicou adesivo tanto no terceiro quanto no sétimo dias
(p=0,004). O processo cicatricial, avaliado por meio do padrdo do infiltrado
celular inflamatorio, neoformacédo vascular, deposicdo de colageno, fibroplasia,
hipertrofia muscular, nédo diferiu entre os grupos (p>0,05). Em condic¢des
experimentais, o uso do 2-octil cianoacrilato, avaliado no terceiro dia, n&o
apresentou vantagens em relacdo a anastomose convencional. Quando avaliado
no sétimo dia, o adesivo revelou-se deletério, levando a intensa formacdo de
aderéncias, obstrucdo parcial da luz coldnica, e interferéncia na cicatrizagdo com

menor resisténcia mecanica.

DESCRITORES: COLON, ANASTOMOSE, 2-OCTIL CIANOACRILATO
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ABSTRACT

The aim of the present study was to compare the effect of 2-octyl cyanoacrylate
tissue adhesive with polypropylene suture on the healing of colonic anastomosis
in wistar rats. Thirty two animals, divided in four groups of eigth, were established
concerning suture with Polypropylene (P) or Cyanoacrylate (C) application, and
the day chose for euthanasia: third or seventh day following operation (P3, C3,
P7, C7). Following laparotomy, colotomy was performed five centimeters from
the ileocecal valve. In the control group, the anastomosis was done in a single
layer with 5.0 polypropylene interrupted extramucosal sutures. In the adhesive
group, the anastomosis was performed by using 2-octyl cyanoacrylate without
any suture support. Integrity and gross anastomotic healing, existence of intra-
abdominal abscess or peritonitis, mechanical strength (bursting pressure),
intestinal obstruction, adhesions formation, histological healing and inflammatory
process were recorded. Anastomoses were resected including 1.5 cm of bowel
on either side after adhesions formation assessment. Bursting pressure was
measured in cm H,O and intestinal obstruction was evaluated before histological
examination. Anastomotic dehiscence, intra-abdominal abscess and peritonitis
did not occur in any group. Adhesion formation was more extensive in the
cyanoacrylate group on the seventh postoperative day comparing with suture
group (p=0.007). There was no difference in the third day regarding bursting
pressure (p=0.081). However, the mechanical strength of the anastomosis
assessed on the seventh postoperative day was lower in 2-octyl cyanoacrylate

group (p=0.002). Partial intestinal obstruction rate were more frequent in
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anastomosis using 2-octyl cyanoacrylate compared to those with polypropylene
suture on the seventh postoperative day (p=0.029). Operative time were longer in
groups with adhesive (p=0.004). The wound healing process, as assessed by
inflammatory cell infiltration, blood vessel neodevelopment, collagen deposition,
fibroblast activity and muscular hypertrophy, did not differ statistically between
groups (p>0.05). The application of 2-octyl cyanoacrylate, under experimental
conditions, did not provide any benefit over conventional suturing at the third day.
The adhesive seems to be detrimental at the seventh day of the healing, causing
intense adhesion formation, colonic obstruction; and impairment healing with less

mechanical strength resistance.

KEYWORDS: COLON, ANASTOMOSIS, 2-OCTIL CYANOACRYLATE
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1. INTRODUCAO



1.1. CONSIDERACOES SOBRE A CICATRIZACAO COLONICA

A busca por uma anastomose impermeavel tem sido constante na histéria
da cirurgia gastrointestinal. Deiscéncia anastomoética representa a complicacéo
mais temida a que esta sujeito 0 paciente submetido a cirurgia do sistema
digestério (AMARAL et al., 2004; KANTO e FAGUNDES, 2005). O risco € maior
nas anastomoses com o0 pancreas, esofago, coélon, reto extraperitoneal
(YESILKAYA et al., 1985), e em situacdes adversas a cicatrizacdo (ZABEL et al.,
2003).

Os fundamentos da cicatrizacdo colonica tém sido estudados clinica e
experimentalmente em virtude da gravidade das deiscéncias que ocorrem no
pés-operatorio. Complicacdes decorrentes de extravasamentos ocorrem em
0,1% a 30% dos casos, triplicando a mortalidade. A pesquisa de um método
seguro para suturas intestinais nos Ultimos dois séculos levou ao
desenvolvimento de diversos materiais e mais de 250 técnicas de anastomoses,
além de melhor entendimento do processo cicatricial (KANTO e FAGUNDES,
2005; MANTZOROS et al, 2004; SANTOS et al., 2007). A contaminacao local
promove colagenolise, atraso na fibroplasia e na deposicdo de colageno,
aumentando o risco de extravasamentos (VAN GOOR et al., 1994; ORLANDO et
al., 1999; ZABEL et al.,, 2003). A presenca do contetdo fecal intraluminal
promove forcas de cisalhamento que interferem no processo de cicatrizagédo
(COHEN et al., 1985; SANTOS et al., 2007), e a ocorréncia de distensao local

também pode desencadear isquemia na area suturada (SMITH et al., 1983).



O periodo critico da consolidacdo das anastomoses do célon situa-se
entre o terceiro e quinto dias de pds-operatorio. Apdés uma semana, estas
anastomoses resistem a distensdo de forma mais intensa do que o tecido
circunjacente normal. Isto decorre do fato de este tecido participar da reacdo ao
trauma local, cedendo parte de seu colageno, e consequentemente perdendo
resisténcia (JIBORN et al., 1980; HENDRIKS e MASTBOOM, 1990; KANTO e
FAGUNDES, 2005).

Indmeras técnicas, materiais - fios, agulhas, laser, dispositivos
intraluminais, grampeadores mecéanicos, anéis biofragmentaveis, adesivos
teciduais - e indutores da cicatrizacdo tém sido utilizados para minorar a
ocorréncia de vazamentos e fistulas (AMARAL et al., 2004).

Os fios tém importancia na sustentacao da sutura no periodo de 10 e 14
dias nas anastomoses do intestino delgado e célon, respectivamente, sendo
cruciais na fase inflamatéria (JONSSON et al., 1983). Os atuais fios sintéticos,
biodegradaveis ou ndo, induzem menor reacdo inflamatoria, com pouca

interferéncia na cicatrizacdo (AMARAL et al., 2004).

Em relacdo as técnicas operatdrias empregadas, as suturas podem
utilizar pontos separados ou continuos; podem ser em plano total (todas
camadas da parede intestinal), ou parcial (extramucoso). Nao pode ser
negligenciada a importancia da inclusdo da camada submucosa na sutura,
conquanto representa aquela com maior quantidade de colageno, mais
resistente a isquemia e a tensédo (BARONE et al, 1979.; SOUZA, 1993; SANTOS

et al., 2007).



Recentemente, a utilizacdo de adesivos teciduais em substitucdo ou
concomitantemente as suturas intestinais tradicionais, tem obtido atencdo dos
cirurgibes e pesquisadores, na tentativa de prevenir e reduzir a incidéncia de

complicacdes anastomoticas.

1.2 FUNDAMENTOS SOBRE ADESIVOS TECIDUAIS

Adesivos teciduais sdo substancias com propriedades quimicas de
polimerizacdo que formam precipitado solido apos interagir com tecidos vivos.
Estes produtos tém sido cada vez mais utilizados em diversas especialidades
sendo que suas indicacbes podem ser divididas em trés categorias: 1) como
agente hemostatico, 2) como selante, 3) como meio de transporte de
substancias exdgenas (medicamentos, quimioterapicos, fatores de crescimento)
a determinadas regifes e 6rgaos (REECE et al., 2001; HABER, 2004).

Estes compostos mantém os tecidos em aposicdo para permitir a
cicatrizacdo de 4&reas cruentas contiguas e servem de barreira aos
extravasamentos (REECE et al., 2001). A velocidade e a forma de solidificacéo
dependem das substancias e da superficie na qual sdo aplicadas, podendo ser
influenciadas pelo pH, umidade e luminosidade (SOUZA, 1993).

A adesdo induzida é obtida por meio de ligacdes quimicas ibnicas
(primérias), covalentes e metdlicas; e/ou fisica tipo van der Waals (STRYER,
1992). As ligagcBes primérias sdo capazes de promover adesdo eficiente em

tecidos vivos. Grupos amino, hidroxil e carboxil, encontrados no colageno, tém



potencial de reagir levando a adesividade. Estes radicais estabelecem ligacdes
ibnicas com os radicais do adesivo promovendo unido (STRYER, 1992).

Um adesivo de caracteristicas 6timas, ainda ndo disponivel, deve ser
seguro, agir apenas no local aplicado, ndo deve interferir no processo natural de
restitutio ad integrum do tecido e somente se degradar apdés o final da
cicatrizacdo. Sua degradacdo completa € fundamental para a ndo permanéncia
de corpo estranho (REECE et al.,, 2001). Outros atributos desejaveis incluem
facilidade de manuseio e conservacdo, insolubilidade em agua, solidificacdo
rapida, auséncia de efeito carcinogénico, toxico ou alergénico (SOUZA, 1993).

Os adesivos podem ser classificados como sintéticos ou nhaturais
(biolégicos). Os primeiros incluem o cianoacrilato e a associacdo gelatina-
resorcinol-formaldeido. Entre os bioldgicos incluem-se os selantes a base de
fibrina, o coldgeno associado a trombina e os polimeros de polietilenoglicol
(hidrogel). Estes compostos naturais se utilizam das mesmas propriedades que
0os tecidos vivos para causar hemostasia e adesdo, sdo menos téxicos e
induzem menor reacédo inflamatoéria (HABER, 2004; REECE et al., 2001).

Face a necessidade de aprimoramento dos resultados das anastomoses
colonicas, em virtude das complicacbes e mortalidade que acarretam e, em
decorréncia do desenvolvimento de novos adesivos teciduais, notadamente o 2-
octil cianoacrilato, decidiu-se por pesquisar os resultados da aplicacdo desta

nova formulagdo naquelas anastomoses.



2. OBJETIVOS



Comparar as anastomoses colonicas realizadas com 2-octil cianoacrilato e
aquelas realizadas com sutura utilizando fio de polipropileno 5.0, pontos

separados em plano Unico extramucoso, no que se refere aos parametros:

1. tensiométrico (presséao de ruptura a distenséo por ar);
2. histolégicos (inflamatorios e cicatriciais);

3. mecanico (obstrucéo da luz intestinal);

4. incidéncia de aderéncias;

5. tempo operatorio.



3. REVISAO DA LITERATURA



3.1 CIANOACRILATOS

Os cianoacrilatos foram sintetizados em 1949 por AIRDIS. Em 1951 um
quimico da Eastman Kodak, determinando as propriedades de mondémeros
derivados de acrilatos, percebeu que os mesmos haviam colado os prismas do
refractbmetro. Surgiu desta forma o alquil-2 cianoacrilato que recebeu o nome
comercial de EASTMAN-910 (FONTES et al., 2004). COOVER et al. (1959)
descreveram suas propriedades adesivas e seu rapido enrijecimento, sugerindo
sua utilizagéo em cirurgia (MATERA et al., 1999).

Constituem-se em grupo de adesivos de polimerizagdo rapida,
parcialmente degradaveis, que tém sido cada vez mais utilizados em cirurgia
geral, cirurgia plastica, cirurgia oral, endoscopia, ortopedia e otorrinolaringologia,
entre outras especialidades, desde a década de 1960. Sao usados
principalmente como agentes anastométicos e hemostaticos, mesmo com sua
aparente toxicidade (VINTERS et al., 1985; MIZRAHI et al., 1988; LERNER e
BINUR, 1990; GOMEZ e MORENO, 1993; BAPTISTA-ROSAS, 1995; QUINN et
al., 1997; TROTT, 1997; REECE et al., 2001; HABER, 2004).

Sédo sintetizados a partir de reacdo entre formaldeido e cianoacetato
(alquil cianoacetato), resultando num pré-polimero que, por meio do calor, se
despolimeriza em mondmeros sob a forma liquida. O mondémero pode ser
modificado alterando-se o grupamento —COOR (alquil), obtendo-se subtancias

com cadeias de tamanhos diferentes. O contato com ions hidroxila, apos sua
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aplicacdo em tecidos vivos, promove uma rea¢ao de hidroxilacdo exotérmica que
polimeriza o composto e o0 endurece (DEBONO, 1997; QUINN et al., 1997).

A etiologia da toxicidade tecidual destas substancias é atribuida aos seus
produtos de degradacdo (cianoacetato, formaldeido e hidroperoxidos), que
ativam a sintese de prostaglandinas e tromboxanos, participantes da oxidacao e
lise da membrana celular. A concentracdo local destes produtos é proporcional
ao ritmo de degradacdo da substancia polimerizada. Uma metabolizacdo mais
lenta permite uma liberacdo mais gradual de produtos, permitindo um
clareamento mais efetivo e menor resposta inflamatoria. Os compostos de éster
com cadeia lateral longa se degradam mais lentamente, consequentemente
apresentam aderéncia mais forte, sendo menos reativos (VINTERS et al., 1985;
PAPATHEOFANIS, 1989; TSENG et al., 1990; DEBONO 1997; AMARAL et al.,
2004; HABER 2004; 2004; BAHTEN et al., 2006).

As complicacdes acerca da utilizacdo dos cianoacrilatos compdem quatro
categorias: 1) aquelas relacionadas a reacédo inflamatéria: febre, dor, formacéo
de abscessos; 2) sequelas embdlicas; 3) obstrucdo mecanica; 4) carcinogénese
(TROTT, 1997; REECE et al., 2001; HABER 2004; HUANG e LEE, 2006).

Dois importantes aspectos na aplicagdo do cianoacrilato devem ser
observados: que ndo haja tenséo na linha de aplicacdo do composto, e que nédo
haja “espaco morto” (TORIUMI et al., 1990, 1998). Apesar disto, MIZRAHI et al.
(1988) indicam sua utilizagdo mesmo em areas com tensdo. A forca de adeséo

depende, além do tipo de composto, do tipo de tecido e da superficie de
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aplicacdo. A forca de adesdo inicial entre as superficies € alta, mas diminui apos
trés semanas (KILPIKARI et al., 1986)

De outra forma, os cianoacrilatos apresentam propriedades
antibacterianas contra organismos gram-positivos e alguns gram-negativos
(NARANG et al., 2003). Tem sido demonstrado que podem reduzir a incidéncia
de infec¢des quando comparados a sutura com fio monofilamentar (HOWELL et
al., 1995; QUINN et al., 1997; SINGER et al., 1999, 2000a, 2000b, 2001). Ao
contrario, a utilizacdo inapropriada dos adesivos, com persisténcia de composto
no interior da ferida, predispde a infeccdo (QUINN et al., 1995, 1997,
MONTANARO et al., 2001). Sabe-se que este efeito antibacteriano aumenta
com a diminui¢do da cadeia do grupo alquil, e que esta propriedade parece estar
relacionada com a polimerizagéo do adesivo, mas nao apresenta duracdo longa
(MATTHEWS, 1993).

Diversos autores a partir da década de 1960 estudaram as formulacfes
disponiveis dos acrilatos: metil-2 cianoacrilato, n-butil cianoacrilato, amil e heptil
cianoacrilatos, fluoroalquil cianoacrilato, isobutil-2 cianoacrilato. Estas
substancias foram utilizadas em seres humanos durante a Guerra do Vietnan
(TROTT, 1997; REECE et al., 2001). Em 1998 foi desenvolvido o 2-octil
cianoacrilato, na tentativa de aprimorar seu antecessor, o n-butil cianoacrilato. O
polimero 2-octil cianoacrilato, em virtude das propriedades que apresenta, tem
se prestado a diversas utilizacBes, inclusive pesquisas em anastomoses

colonicas.
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3.2 USO DE CIANOACRILATOS NAS ANASTOMOSES INTESTINA IS

O uso dos cianoacrilatos mostrou-se insatisfatério no trato gastrointestinal
em diversos estudos (SEIDENBERG et al.,, 1963; SOUSA e SILVA, 1988;
KIRKEGAARD et al., 1980; PLAPLER et al., 1983; INACIO et al., 1987; MATERA
et al., 1999).

Anastomoses intestinais utilizando estes compostos tém sido estudadas
desde a década de 1960. Uma frequéncia de vazamento entre 30% e 60%,
inducédo de processo inflamatorio, reagdo tipo corpo estranho e carcinogénese
levaram ao abandono parcial destas substancias em cirurgia do aparelho
digestorio (KIERKEGAARD et al., 1980; PLAPLER et al., 1983; VINTERS et al.,
1985; INACIO et al., 1987; TEBALA et al., 1995; HABER, 2004). Seu uso
exclusivo determinou uma mortalidade de 60% a 97%, em contraposi¢ao a 22%
no grupo controle (NORDKILD et al., 1986; SOUZA, 1993). Entretanto, nenhum
destes trabalhos sobre cianocrilatos e sistema digestério foi realizado utilizando-

se a formulacdo mais recente: 2-octil cianoacrilato (SINGER & THODE, 2004).

3.2 2- OCTIL CIANOACRILATO

O adesivo tecidual 2-octil cianocrilato constitui-se em liquido adesivo,
esterelizado composto por férmula monomeérica. Apés aplicado, a substancia
polimeriza-se em alguns minutos através de uma pequena reacdo exotérmica.

Desconhece-se a permeabilidade da substancia a fluidos. Agua, solucéo salina,
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gluconato de clorexidina ou sabdo nao desfazem imediatamente o adesivo. A

forgca mecanica maxima da pelicula adesiva € atingida apos 2,5 minutos.

Substancias plasticas foram adicionadas a estrutura, oferecendo
flexibilidade maior, melhor adaptacdo aos tecidos corporais, permanéncia mais
duradoura e menor rompimento da estrutura tridimensional. Sua ultra-estrutura é
trés vezes mais resistente que a do butil-2 cianoacrilato e se assemelha aquela
monofilamento 5.0 (SINGER e THODE, 2004; NITSCH et al., 2005). Sua lenta
degradacdo permite a formacdo de composto mais forte, com menor
desenvolvimento de metabdlitos, menor concentracdo local destas substancias,
e menor reacdo tecidual (NARANG et al.,, 2003; HABER, 2004; SINGER e
THODE, 2004; NITSCH et al., 2005; BAHTEN et al., 2006).

Sua utilizagc&o cutanea esta bem estabelecida na clinica diaria, embasada
fortemente em estudos experimentais, todos com resultados satisfatorios
(QUINN et al.,, 1997; TAMEZ et al.,, 1999; OLIVEIRA e CRUZ et al.,, 2000;
SINGER et al., 1999, 2000a, 2000b, 2001; SINGER e THODE, 2004).

Estudos experimentais tém investigado a utilizacdo do 2-octil cianocrilato
no tratamento de hérnias (ANG et al.,, 2001; BIRCH e PARK, 2001); em
anastomoses microvasculares (MIYANO et al.,, 2004) e na reconstrucdo da
cadeia de ossiculos do ouvido médio (MAW et al., 2000; MAW e KARTUSH,
2002; QUINTANILHA et al., 2005). Em todas estas pesquisas o0s resultados tém
sido favoraveis.

RENGSTORFF e BINMOELLER (2004) mostraram que sua aplicagdo no

tratamento de varizes gastricas em seres humanos é tanto eficaz quanto segura
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na prevencao e controle de hemorragia. RICKMAN et al. (2004) descreveram o
primeiro caso de embolizacdo sistémica desta substancia apds injecéo
endocopica. BAHTEN et al. (2006) compararam sua utilizacdo com fio de
poliglecaprone no tratamento de lesdes traumaticas esplénicas. O 2-octil
cianoacrilato provocou menos aderéncias e ndo induziu reagdo tipo corpo
estranho.

Estudos procuraram estabelecer riscos e beneficios deste composto nas
suturas colonicas, mas os resultados ainda s&o discordantes (KANELLOS et al.,

2002; NURSAL et al., 2004).



4. MATERIAIS E METODOS

15
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Trata-se de um estudo experimental realizado no Centro Bioldgico da
Reproducéo, pertencente a Faculdade de Biologia da Universidade Federal de
Juiz de Fora. Este local também foi responsavel pelo fornecimento dos animais
de pesquisa, além do ambiente para realizacdo dos procedimentos. A pesquisa
foi aprovada pela Comiss&o de Etica em Pesquisa com animais desta Instituicdo

(ANEXO A).

4.1 DELINEAMENTO DA PESQUISA
4.1.1 COMPOSICAO DOS GRUPOS

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos de oito
animais (P3, C3, P7, C7), de acordo com o tipo de tratamento a ser instituido
(polipropileno ou 2-octil cianoacrilato) e o periodo de pds-operatorio no qual se

estabeleceu a data de eutanasia - terceiro ou sétimo dias — (QUADRO 1).

QUADRO 1

Distribuicdo dos animais por grupo de acordo com o tipo de material usado na

anastomose e quanto ao dia escolhido para eutanasia

Grupos Nl]m_ero_ de Material Data da eutanésia
animais

P3 8 polipropileno 3° dia pés-operatorio

C3 8 2-octil cianoacrilato | 3° dia pos-operatério

P7 8 polipropileno 7° dia p6s-operatorio

C7 8 2-octil cianoacrilato | 7° dia pos-operatério
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4.1.2 PESO
Todos animais incluidos foram machos com peso variando de 251,0 g a
346,8 g, sendo o peso médio de 291,29 g. A distribuicdo dos pesos segundo 0s

grupos e seus respectivos desvios padrdoes podem ser observados na TAB. 1.

TABELA 1

Comparacao entre as médias dos pesos iniciais intergrupos

Periodo Grupos
Polipropileno | Cianoacrilato
M +d.p. M +d.p. p*

Terceiro dia 283,629 * 20,9482 284,163 + 19,9163 0,908

Sétimo dia 297,214 + 22,6525 301,200 + 27,7651 0,848

* - Analise estatistica: Mann-Whitney
M + d.p. = média £ desvio padréo

4.1.3 IDADE
A idade dos animais variou de 17 a 19 semanas, com média de 18,14
semanas. Nao houve diferenca entre os grupos P3 e C3 (p = 0,724), e nem entre

os grupos P7 e C7 (p = 0,090).

4.2 DOSE ANESTESICA

Foi utlizada Ketamina para indugdo anestésica, na dose de 40-60 mg/kg
de peso, e xilazina para manutencdo do plano anestésico e analgesia, na dose
de 5 a 7,5 mg/kg de peso, ambas injetadas intraperitonealmente (PAIVA et al.,

2005)
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A dose de xilazina variou de 0,13 mg a 0,21 mg. A distribuicdo da dose de
xilazina segundo o grupo, suas meédias e seus respectivos desvios padrdes

podem ser observados na TAB. 2.

TABELA 2

Comparacéo entre as médias das doses de xilazina intergrupos

Periodo Grupos
Polipropileno | Cianoacrilato
M +d.p. M zd.p. p*
Terceiro dia  0,1457 +0,01134 0,1438 + 0,00916 0,585
Sétimo dia 0,1600 + 0,02309 0,1571 + 0,01604 0,948

* Andlise estatistica: Mann-Whitney

M + d.p. = média £ desvio padréo

A dose de ketamina variou de 0,23 mg a 0,40 mg. A distribuicdo da dose
de ketamina segundo o grupo estudado, suas médias e seus respectivos desvios

padrdes podem ser observados na TAB. 3.

TABELA 3

Comparacao entre as médias das doses de ketamina intergrupos.

Periodo Grupos
Polipropileno | Cianoacrilato
M +d.p. M zd.p. p*
Terceiro dia  0,2586 +0,01773 0,2575 £0,01389 0,813
Sétimo dia 0,2857 +0,05127 0,2686 +0,01864 0,649

* Andlise estatistica: Mann-Whitney
M + d.p. = média £ desvio padréo
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4.3 PRE-OPERATORIO
Manteve-se jejum pré-operatorio de 8 horas para alimentos sélidos
(racdo), e duas horas para agua. A tonsura foi realizada na regido ventral do

animal, apos anestesia.

4.4 PREPARO DO PESQUISADOR

Apés ter o animal anestesiado, o0 pesquisador lavou as maos por trés
minutos e se paramentou com luvas, gorro, mascara e avental cirlrgico
descartaveis. Um auxiliar na sala de experimentacdo esteve encarregado de

abrir o material operatério a ser utilizado.

4.5 MATERIAIS
4.5.1 EQUIPAMENTOS
* mesa cirdrgica plana com 100 cm de comprimento, 50 cm de largura,
sobre a qual era colocada uma superficie emborrachada com anteparos
que permitiam a fixacdo do animal, foco movel, balanca, tricotomizador

elétrico, bisturi elétrico e ponteira.

4.5.2 MATERIAL OPERATORIO
e campos operatorios fenestrados, compressas e gazes, bisturi cabo 3 e
lamina n°15, pingcas hemostaticas tipo Halsted, pingas tipo Moynihan,
pingas anatdmicas, porta-agulha tipo Mayo-Hegar, cuba “rim” para

descarte do material contaminado, cuba para anti-sepsia, frasco
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(almotolia) com polivinil pirrolidona 1%, frasco de solucdo salina (cloreto

de sadio) 0,9%.

4.5.3 ANESTESICOS E SEDATIVOS
» ketamina: Ketamina Agener® 10%; Agener Unido, Embu-Guagu, S.P.,

» xilazina: Calmiun®; Agener Unido, Embu-Guacu, S.P.

4.5.4 FIOS DE SUTURA
» fio de polipropileno 5.0 (Prolene®; ETHICON, Séo Paulo, S.P.),
» fio de poliamida 3.0 (Mononylon®; ETHICON, S&o Paulo, S.P.),

» fio de seda 3.0 (Seda®; ETHICON, Sao Paulo, S.P.).

4.5.5 ADESIVO DE CIANOACRILATO
» ampola de 2-octil cianoacrilato (Dermabond ®; Ethicon, Sommerville,

N.Y.) (FIG. 1).

FIGURA 1 - Adesivo de 2-octil cianoacrilato
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4.5.6 EQUIPAMENTOS PARA MENSURACAO DA PRESSAO DE RU PTURA A

DISTENSAO POR AR DO COLON

mandmetro de baixa pressédo graduado em centimetros de agua (cm H,0)
com intervalos de 2 cm H,0O. O dispositivo apresenta valvula para evitar
escape de ar (FIG. 2),

recipiente de vidro transparente com agua cristalina atingindo a marca de
10 cm de altura,

regra graduada em centimetros,

cateter de Nelaton 12 Fr.

FIGURA 2 - Equipamento utilizado para estudo

da presséao de ruptura a distenséo por ar

4.5.7 EQUIPAMENTOS PARA INVESTIGACAO DE OBSTRUGCAO D O COLON

cateteres de Nelaton com calibres 8, 10, 12 e 14 Fr.
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4.6 OPERACAO
O tempo operatério foi medido desde a incisdo na pele até o término da
sutura da pele ao final do procedimento operatério, e submetido a analise

estatistica.

4.6.1 CELIOTOMIA
» fixacdo do animal a mesa operatéria com os membros em extensao, apés
anestesia,
* anti-sepsia da regido abdominal com polivinil pirrolidona iodo a 1% e
colocacao de campo fenestrado pequeno para isolar a area desinfectada
a ser operada,
» celiotomia através de incisdo na linea mediana ventralis, numa extensao

de 6 cm, e exteriorizacao do célon (FIG. 3).

FIGURA 3 - Local da colotomia
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4.6.2 SECCAO INTESTINAL E ANASTOMOSE:

Grupos P3 e P7:

Seccdo transversal de 100% da circunferéncia do célon 5 cm

distalmente ao ceco, sem abertura do mesocolon. Hemostasia por compresséo.

A anastomose colbnica foi realizada com pontos simples de fio
polipropileno 5.0, plano Unico extramucoso, sutura invertente (FIG.4). Realizou-

se celiorrafia em plano Unico, sutura continua com fio de poliamida 3.0.

FIGURA 4- Anastomose colonica com fio de polipropileno
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Grupos C3 e C7:

Seccao transversal de 100% da circunferéncia do célon 5 cm

distalmente ao ceco, sem abertura do mesocoélon.

Apds hemostasia das extremidades por compressédo, procedeu-se a
anastomose colonica com aplicacdo de 2-octil cianoacrilato sob a forma de
bastdo, apds aposi¢do dos bordos, em toda area cruenta (aproximadamente 1
cm? de area), e até 0,5 cm lateralmente, apds secar com gaze a fim de garantir o
contato direto com o tecido (FIG. 5). A técnica de aplicacdo do 2-octil

cianoacrilato seguiu as orientagées de SINGER e THODE (2004):
* relaxamento (prevencéo, reducédo) da tenséo entre os bordos,
* manutencdo da area cruenta seca, com hemostasia rigorosa,
e evitar introducdo de selante no interior da ferida,
» evitar aplicacao distante da area de coaptacao,
» aplicacdo em toda area cruenta, numa largura maxima de 5 mm,
» aplicacdo de camada fina,

* apos colocacdo da primeira camada, aguardar 30 a 45 segundos, antes

de nova aplicacao.

A forca mecéanica maxima da pelicula adesiva foi atingida em torno de
2 a 3 minutos; quando a substancia ndo estava mais pegajosa (em torno de 5

minutos) a polimerizacdo foi considerada completa (SINGER & THODE, 2004),
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procedeu-se o fechamento da cavidade abdominal com fio de poliamida 3.0,

sutura continua.

FIGURA 5 a,b - Anastomose colbnica com 2-octil cianoacrilato

4.7 POS-OPERATORIO

Apés a recuperacao anestésica, cada animal foi mantido em sua gaiola
individual, recebendo agua filtrada ad libitum, com liberacdo da racdo apos oito
horas.

A eutanasia foi realizada por meio de superdosagem anestésica (PAIVA

et al., 2005).

Os animais que morreram no pos-operatério, antes da data estabelecida
para eutanasia, foram submetidos a celiotomia tanto para identificacdo da causa
mortis, quanto para retirada do segmento anastomosado, e envio para

anatomopatologia.
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4.7.1 AVALIACAO DOS PARAMETROS MACROSCOPICOS

Considerou-se infeccdo de sitio cirdrgico a presenca de secrecdo
purulenta na incisdo operat6ria e no interior da cavidade abdominal, seja na area
perianastomotica ou ndo. A deiscéncia da sutura intestinal foi considerada
presente quando observada secrecdo entérica no interior do abdome ou

abscesso perianastomatico.

4.7.2 AVALIACAO E GRADACAO DE ADERENCIAS

A abertura da cavidade abdominal foi cuidadosa, prevenindo lesbes de
orgdos que porventura estivessem aderidos a parede interna, notadamente a

cicatriz da celiotomia (FIG. 6).

FIGURA 6 - Aderéncia de alca coldnica na cicatriz

da celiotomia (Grupo C7)

As aderéncias foram graduadas de acordo com a escala cumulativa

descrita por BOTHIN et al. (BEDIRLI et al.,, 2003; BOTHIN et al.,, 2001)
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(QUADRO 2). Considerou-se, entretanto, que cada alca intestinal aderida ao

local da anastomose corresponderia a um ponto, e ndo apenas 0 grupamento

destas alcas.

QUADRO 2

Escore cumulativo de aderéncias segundo BOTHIN et al. (BEDIRLI et al., 2003).

Pontos Tipo de aderéncia

+1 Uma aderéncia a partir do omento em direcdo ao 6rgao alvo

+1 Uma aderéncia a partir do omento em direcéo a cicatriz abdominal

+1 Uma aderéncia a partir do omento em direcéo a outra localizacéo

+1 Uma aderéncia a partir dos corpos gordurosos epididimarios em direcao
ao orgao alvo

+1 Uma aderéncia a partir dos corpos gordurosos epididimarios em direcao
a cicatriz abdominal

+1 Uma aderéncia a partir dos corpos gordurosos epididimarios em direcao
a outra localizacao

+1 Orgéo alvo aderido a parede abdominal

+1 Orgéo alvo aderido a cicatriz abdominal

+1 Cada al¢a intestinal aderida ao 6rgédo alvo

+1 Orgéo alvo aderido ao figado ou baco
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4.7.3 AVALIACAO DA PRESSAO DE RUPTURA A DISTENSAO P OR AR

O colon foi seccionado 1,5 cm proximal e distalmente a anastomose, sem
gue se procedesse a destruicdo das aderéncias estabelecidas, para nao
comprometer o teste de pressao de ruptura a insuflacao. A extremidade proximal
foi ligada com fio de seda 3.0 e a extremidade distal cateterizada e fixada pelo
mesmo fio utilizado anteriormente, de modo a ndo haver vazamento de ar. O
calibre do cateter foi 12 French (12 Fr), menor que o didmetro de seccgao

transversal da alca (FIG. 7).

- ‘e a@rw =

nroxima

FIGURA 7 - Cateterizacdo do segmento colénico ressecado antes do

teste de presséo.
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O cateter foi conectado ao mandmetro de baixa pressdo, e a peca
ressecada imergida no recipiente de vidro transparente com agua cristalina,
numa profundidade de 5 cm a 10 cm a partir da superficie. A insuflacdo de ar foi
lenta, com elevacéo da presséo na luz coldnica de dois em dois centimetros de
agua a cada dois segundos, até que houvesse aparecimento de bolhas de ar

indicando ruptura da anastomose. Neste momento a pressao foi verificada e

registrada (FIG. 8).

FIGURA 8 - a) Mensuracédo da pressao de ruptura a distenséo por ar;

b) Escape gasoso durante insuflacao.

4.7.4 AVALIACAO DA OBSTRUGAO DA LUZ INTESTINAL

Y

Apls teste de ruptura, procedeu-se a cateterizacdo da peca com
cateteres de diferentes calibres: 8 Fr, 10 Fr, 12 Fr e 14 Fr. O cateter de diametro
14 Fr correspondeu ao que preencheu toda a luz do érgdo quando testado

durante a primeira operacao, e por isso foi escolhido como limite de avaliagéo.
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Anotaram-se todos os casos em que nao foi possivel a passagem de
algum dos cateteres através da anastomose, considerando-os como obstrucao
parcial; ou total, quando nenhum cateter era capaz de ultrapassar a anastomose.
Quando os quatro cateteres eram introduzidos e ultrapassavam o local

anastomosado, determinou-se auséncia de obstrucao (FIG. 9).

FIGURA 9 - Teste de permeabilidade do célon com cateter 8 Fr.

4.8 ANALISE HISTOLOGICA (QUADRO 3)

Foi retirado segmento colénico correspondente a borda suturada e/ou
selada, consistindo de 3 cm de tecido colbnico, parede total, contendo a

anastomose como ponto médio.
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O material foi fixado em solucédo de formalina tamponada a 10%, por
cerca de 24 horas, e, posteriormente, processado em padrdo habitual para
estudo histologico no Laboratério de Patologia (CiDAP) do Hospital Monte Sinai /
Juiz de Fora (MG). Este processamento inclui desidratagdo em etanol a 95% (1
passagem) e absoluto (5 passagens), clareamento em xilol (3 passagens) e
embebicdo em parafina a 39°C (2 passagens), etapas realizadas com disco de
12 horas em processador automatico de tecido (Thecnicon®). Apds
processamento, os fragmentos foram incluidos em parafina Queel® a 45°C. Dos
blocos de parafina, em micrétomo aparelhado com suporte de Ilaminas
descartaveis, foram obtidos cortes histolégicos de 3y que foram corados pela

hematoxilina-eosina (HE).

A analise histologica foi realizada em microscopio binocular NIKON
ECLIPSE ® E400, por anatomopatologista sem que este soubesse a que animal
(ou grupo) pertencia a pega em estudo. Utilizou-se objetiva com aumento de 4x
e ocular com aumento de 10x para a gradacdo da neoformagdo conjuntivo-
vascular, proliferacdo fibroblastica, deposicdo de colageno, intensidade de
processo inflamatério, além da avaliacdo da presenca de reepitelizacdo e
hipertrofia muscular. Utilizou-se objetiva com aumento de 40x e ocular com

aumento de 10x para estudo do padrédo celular do infiltrado inflamatério.

Para a andlise do colageno, as amostras também foram conservadas em
frascos com formol a 10%. Efetuaram-se secc¢des perpendiculares ao maior eixo
da anastomose no fragmento. Estes foram encaminhados para processamento

histologico, incluindo desidratagcédo, diafanizagdo e emblocamento em parafina
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histologica. Ap6s microtomia com 4um de espessura, 0s cortes histolégicos
foram submetidos a colorac&o de picrosirius-red F3BA e analisados por meio de
microscépio 6ptico da marca NIKON ECLIPSE E400® , em aumento de 400x,

com fonte de luz comum e polarizada.

A deposicdo de colageno foi graduada como ausente, quando nao
observada; discreta, quando as fibras estavam distribuidas esparsamente, em
pequena quantidade ao redor de 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
areas de tecido conjuntivo frouxo (PHILLIPS et al.,, 1992; KANELLOS et al.,

2002; DURMUS et al., 2003; HEIBEL et al., 2006).

A proliferacédo fibroblastica foi classificada como ausente quando néo
observada; discreta quando se observaram fibroblastos esparsos, em meio a
tecido conjuntivo frouxo; moderada quando os fibroblastos constituiam pequenos
feixes multidirecionais; intensa quando os fibroblastos formavam feixes
compactos (PHILLIPS et al.,, 1992; KANELLOS et al., 2002; DURMUS et al.,

2003; HEIBEL et al., 2006).

A neoformacado conjuntivo-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 valor (PHILLIPS et al., 1992;

KANELLOS et al., 2002, DURMUS et al., 2003; HEIBEL et al., 2006).
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Graduou-se a intensidade de processo inflamatério segundo a escala
numeérica de Ehrlich e Hunt modificada (PHILLIPS et al., 1992; KANELLOS et al.,
2002; DURMUS et al., 2003; HEIBEL et al., 2006): 0, sem evidéncia; 1, evidéncia
discreta, células distribuidas de forma esparsa, com grandes areas livres; 2,
evidéncia moderada, células constituindo agregados densos, mas ainda com
areas livres; 3, evidéncia intensa, agregados celulares densos e continuos, sem
areas livres.

QUADRO 3

Protocolo de estudo histologico: escores padronizados para gradagéo do

processo cicatricial e inflamatorio. Escala de EHRLICH & HUNT modificada

Parametros 0 1 2 3
Depésito de ausente discreto moderado intenso
colageno
Neoformacgéo ausente discreta moderada intensa
conjuntivo-
vascular
Infiltrado ausente discreto moderado intenso
inflamatorio
Padréo do ausente linfoplasmocitario | granulocitico | neutrofilico
infiltrado
inflamatério
Epitélio Solucéo de integro
continuidade
Hipertrofia da ausente presente
muscular
Proliferagcéo ausente discreta moderada intensa
fibroblastica
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O padrao do infiltrado ainda foi classificado por camada (mucosa,
submucosa, muscular e serosa) e de acordo com o tipo celular em:
linfoplasmocitario e/ou granulocitico e/ou neutrofilico. A presenca de reacdo

giganto-celular foi anotada.

A avaliacdo microscopica da reepitelizacdo e da hipertrofia muscular foi

feita de forma dicotdmica: presente e ausente.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

O Teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparacdo de dois grupos
independentes (SOARES e SIQUEIRA, 2002): peso, idade, dose anestésica,
tempo operatério, indice de aderéncias e valor da pressdo de ruptura a

distensao por ar. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p=0,05).

O Teste Exato de Fisher foi empregado para andélise de variaveis
dicotdbmicas quando as amostras eram pequenas (SOARES e SIQUEIRA, 2002):
presenca de obstrucdo e toda avaliacdo microscopica (integridade mucosa,
neoformacdo conjuntivo-vascular, deposicdo de colageno, proliferacédo
fibroblastica, intensidade do processo inflamatério, padrédo celular do infiltrado
inflamatdrio e hipertrofia muscular). O nivel de significancia adotado foi de 5%

(p=0,05).



5. RESULTADOS
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Dos 32 animais de estudo, quatro ndo foram incluidos em todas analises
estatisticas. Um rato, pertencente ao grupo P3, e outro pertencente ao grupo C7
morreram na inducdo anestésica (6,25%). Outros dois evoluiram para 6bito no
pos-operatorio (6,6%). Em ambos ndo foram encontradas as causas da morte
durante necropsia. O animal de niumero 8, pertencente ao grupo P7, morreu no
quinto dia, e foi excluido do estudo. O rato de numero 3, pertencente ao grupo
P7, morreu no sétimo dia de pds-operatorio sendo aproveitados somente 0s

dados auferidos da analise histolégica.

5.1 TEMPO OPERATORIO

O tempo operatorio variou de 21 minutos a 52 minutos, A distribuicdo das
médias e dos respectivos desvios padrdes por grupo, podem ser visibilizados na
TAB. 4.

Andlise estatistica por meio do Teste de Mann-Whitney mostrou diferenca
em relacdo ao tempo de execucdo do procedimento, quando comparados 0s
grupos C3 e P3 e grupos C7 e P7. Observou-se que nas operacfes em que se
utilizou o adesivo de 2-octil cianoacrilato os tempos gastos na realizacdo da
anastomose foram superiores aqueles nos quais se utlizou a sutura de

polipropileno com p<0,05.
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TABELA 4

Comparacao entre as médias do tempo operatdrio (em minutos) intergrupos

Periodo Grupos
Polipropileno | Cianoacrilato
M z+d.p. M +d.p. p*
Terceiro dia 29,29 + 6,020 41,38 + 5,553 0,004
Sétimo dia 28,14 + 5,429 45,57 £ 6,973 0,004

* Andlise estatistica: Mann-Whitney

M + d.p. = média £ desvio padréo
5.2 AVALIACAO MACROSCOPICA DA CAVIDADE ABDOMINAL

N&do foram encontrados abscessos perianastométicos ou em outra
localizacdo, nem liquido livre em cavidade ou secrecdo em parede abdominal.
Um animal (Grupo C7) apresentou deiscéncia da parede abdominal com
evisceracdo. A parede abdominal foi ressuturada e o animal evoluiu sem

intercorréncias.

5.3 OBSTRUCAO DA LUZ COLONICA

Nao ocorreu obstrucdo coldénica completa em nenhum animal. A
comparacéao entre os grupos P3 e C3 ndao mostrou significancia quando aplicado
Teste Exato de Fisher para avaliacdo da presenca de obstrugcdo parcial (p =
0,315). Entretanto, quando analisados os animais necropsiados no sétimo dia
(Grupos P7 e C7), observou-se maior frequéncia de obstrucdo parcial no grupo
em que se aplicou o adesivo (p = 0,029). A frequéncia e distribuicdo da

obstrucéo parcial segundo os grupos podem ser consultadas na TAB. 5.



TABELA 5

Distribuicdo da frequiéncia de obstrucdo parcial da luz colénica por grupo
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Grupo | Obstrucéo | Frequéncia Percentagem (%)
P3 Auséncia 5 71,4
Parcial 2 28,6
Completa - -
C3 Auséncia 3 37,5
Parcial 5 62,5
Completa - -
P7 Auséncia 5 71,4
Parcial 1 28,6
Completa - -
Cc7 Auséncia 1 14,3
Parcial 6 85,7
Completa - -

Teste Exato de Fisher: comparacéao entre P3 e C3 = 0,315
Teste Exato de Fisher: comparacéao entre P7 e C7 = 0,029
P3 = grupo polipropileno reoperado no terceiro dia

C3 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no terceiro dia
P7 = grupo polipropileno reoperado no sétimo dia

C7 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no sétimo dia

A FIG. 10 mostra obstrucdo parcial identificada antes do teste com

cateteres, animal do grupo C3.



39

FIGURA 10 - Obstrucao coldnica parcial (seta) identificada durante necropsia de

animal do grupo 2-octil cianoacrilato (grupo C7)

5.4 ADERENCIAS

Quando se comparou a presenca de aderéncias entre 0S Qrupos
polipropileno e 2-octil cianoacrilato, reoperados no 3° dia, ndo foi encontrada
diferenca significativa no teste de Mann-Whitney (p = 0,272). De outra forma,
guando comparados os indices de aderéncias entre os grupos P7 e C7 o teste
de Mann-Whitney determinou um p = 0,007, com maior quantidade de
aderéncias no grupo 2-octil cianoacrilato.

A distribuicdo do niamero de aderéncias de acordo com grupo pode ser
consultada na TAB. 6 e a distribui¢cdo e intensidade das aderéncias por animal
pode ser observada no APENDICE.

Nas FIG. 11, 12, 13, 14 podem-se observar os tipos de aderéncias

encontradas durante a eutanasia.



TABELA 6

Comparacao do numero de aderéncias conforme o grupo

Periodo Grupo
Polipropileno Cianoacrilato
N Média N Média p*
Terceiro dia 26 3,71 32 4,00 0,272
Sétimo dia 14 2,33 37 5,28 0,007

* Teste de Mann-Whitney
N — nimero total de aderéncias por grupo

FIGURA 12 a, b - Aderéncias encontradas ap6s eutanasia de animal do grupo C3

40
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FIGURA 14 a, b - Aderéncias encontradas apos eutanasia de animal do grupo C7

5.5 AVALIACAO DA PRESSAO DE RUPTURA A DISTENSAO POR AR
A diferenca dos valores médios das médias dos valores das pressfes de
ruptura a distensédo por ar (PRDA) dos grupos polipropileno e cianoacrilato,

submetidos a eutandsia no terceiro dia, ndo foi significativa quando aplicado o

teste de Mann-Whitney (p = 0,081).
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Entretanto, quando se comparou as PRDA dos grupos polipropileno e
cianoacrilato submetidos a eutanasia no sétimo dia, observou-se uma pressao
de ruptura menor no grupo em que se aplicou adesivo (p = 0,002 - teste de
Mann-Whitney). As médias de PRDA conforme os grupos podem ser observadas

na TAB. 7.

TABELA 7

Comparacao das médias de pressao de ruptura a distensdo por ar intergrupos,

em cm H20
Periodo | Grupo
Polipropileno Cianoacrilato
M +d.p. M +d.p. p
Terceiro dia 44,57 + 27,718 66,00 + 24,934 0,081
Sétimo dia 120,00 £,000 72,86 + 29,863 0,002

* Andlise estatistica: Mann-Whitney
M + d.p. = média £ desvio padréo

5.6 ANALISE HISTOLOGICA

5.6.1 INTEGRIDADE DA MUCOSA

Na avaliacdo microscopica, a comparacdo entre os grupos P3 e C3 néo
houve diferenca estatistica (p=1,00). Quatro (57,14%) animais do grupo C7
apresentaram integridade completa da mucosa, em todos demais grupos este

dado foi observado em apenas um animal (TAB. 8).
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Pode-se interpretar como “limitrofe” a significAncia estatistica entre P7 e
C7 (p=0,07). Imagem microscopica de mucosa com coaptacdo completa pode

ser observada na FIG. 15.

TABELA 8

Avaliacdo microscopica entre 0s grupos quanto a integridade da mucosa.

Integridade mucosa Grupos
P3 C3 P7 C7
Integro 1 1 1 4
N&o integro 6 7 6 3

Teste Exato de Fisher: comparagéo entre os grupos P3 e C3. p=1,00
Teste Exato de Fisher: comparacgéo entre os grupos P7 e C7. p= 0,07
P3 = grupo polipropileno reoperado no terceiro dia

C3 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no terceiro dia

P7 = grupo polipropileno reoperado no sétimo dia

C7 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no sétimo dia

FIGURA 15 - Fotomicrografia de corte histolégico da zona de anastomose

coldénica mostrando integridade mucosa. Aumento 40x.
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5.6.2 NEOFORMACAO VASCULAR
N&o houve diferenca estatistica significante quando comparados o0s
grupos polipropileno e cianoacrilato reoperados no terceiro e sétimo dias (TAB.
9).
TABELA 9

Avaliacdo microscépica entre 0s grupos quanto a neoformacao conjuntivo-

vascular
Angiogénese Grupos
P3 Cs3 P7 C7
Ausente - - - -
Discreta 5 3 1 3
Moderada 2 5 3 4
Intensa - - 3 -

Teste Exato de Fisher: comparacéao entre os grupos P3 e C3. p =0,315

Teste Exato de Fisher: comparando-se as categorias discreto e intenso entre os
grupos P7 e C7.p =0,143.

P3 = grupo polipropileno reoperado no terceiro dia

C3 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no terceiro dia

P7 = grupo polipropileno reoperado no sétimo dia

C7 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no sétimo dia

5.6.3 DEPOSICAO DE COLAGENO

A distribuicéo de casos nos grupos P3 e C3 foi semelhante (TAB. 10).

A comparacao dos grupos P7 e C7 ndo mostrou diferenca estatistica, com
p=0,182. Fotomicrografia de corte histoldgico da zona de anastomose colbénica
mostra depdsito discreto e moderado de colageno nas FIG. 16 e 17

respectivamente.
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TABELA 10

Avaliacdo microscopica entre 0s grupos quanto a deposicao de colageno

Colagenizacéao Grupos
P3 | ¢3 | pP7 | 7
Ausente - - 1 1
Discreto 7 8 6 3
Moderado - - - 3
Intenso - - - -

Teste Exato de Fisher: comparando-se as categorias discreto e moderado entre
0s grupos P7 e C7. p=0,182.

P3 = grupo polipropileno reoperado no terceiro dia

C3 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no terceiro dia

P7 = grupo polipropileno reoperado no sétimo dia

C7 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no sétimo dia

' . /;‘ o |

FIGURA 16 - Fotomicrografia de corte histologico da zona de anastomose
coldénica mostrando depdsito discreto de colageno. A esquerda:
coloracéo de picrosirius red F3BA; a direita: HE (grupo C3).

Aumento 40x.
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FIGURA 17 - Fotomicrografia de corte histologico da zona de anastomose

coldnica mostrando depdsito moderado de colageno. A esquerda:
coloracéo de picrosirius red F3BA; a direita: HE (grupo C7).

Aumento 40x.

5.6.4 PROLIFERACAO FIBROBLASTICA
Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada (TAB. 11).
TABELA 11

Avaliacdo microscopica entre os grupos quanto a proliferacao fibroblastica

Proliferacdo Fibroblastica Grupos
P3 | C3 | P7 | C7
Ausente 0 0 0 1
Discreto 5 6 5 5
Moderado 2 2 2 1
Intenso 0 0 0 0

Teste Exato de Fisher: comparacao entre os grupos P3 e C3. p*= 1,00
Teste Exato de Fisher: comparacao entre os grupos P7 e C7. p**= 1,00
P3 = grupo polipropileno reoperado no terceiro dia

C3 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no terceiro dia

P7 = grupo polipropileno reoperado no sétimo dia

C7 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no sétimo dia
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5.6.5 PROCESSO INFLAMATORIO

Na avaliagdo microscopica dos grupos polipropileno e cianoacrilato, no 3°
dia de pos-operatério, observou-se predominio de processo inflamatério
moderado. Houve apenas um caso classificado como intenso no grupo C3.

O grupo P7 apresentou predominancia de processo inflamatorio intenso,
enquanto o grupo C7 apresentou distribuicdo homogénea nos graus discreto,
moderado e intenso (FIG. 18, 19). Excluindo-se os casos moderados, e
comparando os casos discretos e intensos dos grupos P7 e C7, ndo se obteve
diferenca estatistica (p=0,182) (TAB. 12).

TABELA 12

Avaliacdo microscépica entre 0s grupos quanto a intensidade do processo

inflamatério
Processo Inflamatorio Grupos
P3 C3 P7 Cc7
Ausente - - - -
Discreto 1 1 - 2
Moderado 6 6 1 2
Intenso - 1 6 3

Teste Exato de Fisher: comparacao entre os casos discretos e moderados nos
grupos P3 e C3. p=1,00

Teste Exato de Fisher: comparacdo entre os casos discretos e intensos nos
grupos P7 e C7. p**=0,182

P3 = grupo polipropileno reoperado no terceiro dia

C3 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no terceiro dia

P7 = grupo polipropileno reoperado no sétimo dia

C7 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no sétimo dia
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FIGURA 18 - Fotomicrografia de corte histoldgico da zona de anastomose
coldnica mostrando infiltrado inflamatério moderado, neutrofilico,

na camada submucosa de animal (grupo P7). Aumento 400x.

FIGURA 19 - Fotomicrografia de corte histoldgico da zona de anastomose

colonica mostrando infiltrado inflamatério intenso, neutrofilico, na

camada serosa de animal (grupo C7). Aumento 400x.
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5.6.6 TIPOS CELULARES DO PROCESSO INFLAMATORIO
A distribuicdo do tipo celular encontrado por camada pode ser observada

nas TAB. 13, 14, 15.

5.6.6.1 Mucosa
Apenas no grupo P7 se observou na mucosa infiltrado linfoplasmocitario e
neutrofilico. A comparacdo entre os grupos P7 e C7 ndo mostra diferenca

estatistica (p= 0,07).

TABELA 13
Avaliacdo microscoépica entre 0s grupos quanto ao padréo celular do processo

inflamatdrio na mucosa

Padréo Inflamatorio Grupos
P3 C3 P7 C7
Ausente 7 8 3 7
Linfoplasmocitéario - - 1 -
Neutrofilico - - 3 -

Granulocitico - - - .

Teste Exato de Fisher: p = 0,07 na comparacao entre P7 e C7 (excluindo-se a
categoria Linfoplasmocitéario)

P3 = grupo polipropileno reoperado no terceiro dia

C3 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no terceiro dia

P7 = grupo polipropileno reoperado no sétimo dia

C7 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no sétimo dia
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5.6.6.2 Submucosa
N&o houve diferenca apos aplicacdo do teste Exato de Fisher, entre os

grupos P3 e C3 (p=0,524), e nem entre os grupos P7 e C7 (p=0,206).

TABELA 14
Avaliacdo microscopica entre 0s grupos quanto ao padréo celular do processo

inflamatorio na submucosa

Padréo Inflamatorio Grupos
P3 | ¢3 | pP7 | 7
Ausente 2 3 2 3
Linfoplasmocitario 4 2 1 3
Neutrofilico 1 3 4 1

Granulocitico - - - .

Teste Exato de Fisher: comparacéao dos infiltrados linfoplasmociario / neutrofilico
nos grupos P3 e C3. p =0,524

Teste Exato de Fisher: comparacéao dos infiltrados linfoplasmocitario /neutrofilico
nos casos P7 e C7. p =0,206

P3 = grupo polipropileno reoperado no terceiro dia

C3 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no terceiro dia

P7 = grupo polipropileno reoperado no sétimo dia

C7 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no sétimo dia

5.6.6.3 Serosa

Na avaliacdo do infiltrado inflamatério da serosa, a distribuicdo do tipo
celular foi igual entre os grupos C3 e P3. A distribuicdo do padrdo celular do
infiltrado inflamatério entre os grupos P7 e C7 foi homogénea e ndo permitiu
avaliagcdo estatistica. Nenhum teste estatistico pode ser aplicado na avaliagédo do

padréo celular do infiltrado inflamatorio na serosa.
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TABELA 15

Avaliacdo microscopica quanto ao padréo celular do processo inflamatério na

serosa
Padréo Inflamatorio Grupos
P3 C3 P7 C7
Ausente - - 1 -
Linfoplasmocitéario 2 2 2 2
Neutrofilico 6 6 4 5
Granulocitico 1 1 2 3

P3 = grupo polipropileno reoperado no terceiro dia

C3 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no terceiro dia
P7 = grupo polipropileno reoperado no sétimo dia

C7 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no sétimo dia

Fotomicrografia de corte histoldgico da zona de anastomose colénica mostra

infiltrado granulocitico (reacdo giganto-celular) na FIGURA 20.

FIGURA 20 - Fotomicrografia de corte histologico da zona de anastomose
colénica mostrando infiltrado granulocitico (reacdo giganto-celular)

na serosa (grupo P7). Aumento 400x.
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5.6.7 HIPERTROFIA MUSCULAR
Comparando-se os grupos P3 e C3, e os grupos P7 e C7, ndo houve
diferenca estatistica (TAB. 16). Hipertrofia muscular pode ser visibilizada na
FIG.21.
TABELA 16

Avaliacdo microscopica entre 0s grupos quanto a hipertrofia muscular.

| Grupo P3| Grupo C3 | Grupo P7 | Grupo C7

Hipertrofia  Ausente 6 5 3 2
Muscular Presente 1 3 4 5

Teste Exato de Fisher: comparacgéo entre os grupos P3 e C3. p = 0,569
Teste Exato de Fisher: comparagéo entre os grupos P7 e C7. p = 0,592
P3 = grupo polipropileno reoperado no terceiro dia

C3 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no terceiro dia

P7 = grupo polipropileno reoperado no sétimo dia

C7 = grupo 2-octil cianoacrilato reoperado no sétimo dia

FIGURA 21 - Fotomicrografia de corte histolégico da zona de anastomose

colénica mostrando hipertrofia muscular identificada em animal do grupo P3:

hematoxilina-eosina. Aumento 40x.
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6.1 ESCOLHA DO MODELO EXPERIMENTAL

Estudos experimentais j4 avaliaram a cicatrizacdo de anastomoses
colonicas em ratos (COHEN et al., 1985; COSTA, 2002; KANELLOS et al., 2003;
AMARAL et al.,, 2004; MANTZOROS et al., 2004). O rato é animal de féacil
aquisicao, transporte, manipulacdo e acondicionamento, embora possa existir
alguma dificuldade técnica na realizacdo das anastomoses devido as dimensoes
dos o6rgdos intra-abdominais. Apos treinamento inicial, as anastomoses s&o
perfeitamente exequiveis com relativa agilidade. Todas estas vantagens levaram
a escolher este animal como modelo experimental do presente estudo (KORUDA
e ROLANDELLI, 1990; COSTA, 2002; COELHO-LEMOS, 2003; TRUBIAN, 2004;
BAHTEN et al., 2006). A utilizacdo de anestesia intraperitoneal também esta
descrita na literatura (PAIVA, et AL., 2005). Sua utilizacdo exige analise
estatistica, principalmente quando os procedimentos operatérios forem intra-
abdominais, conquanto o volume anestésico pode interferir nos resultados da
pesquisa.

A adicao de adesivos sobre as suturas com intuito de reduzir vazamentos
tem obtido atencdo dos pesquisadores ha algumas décadas (PLAPLER et al.,
1983; SOUSA e SILVA, 1988; SOUZA, 1993) A aplicacdo de adesivo de fibrina
tem-se mostrado eficaz em reduzir a incidéncia de deiscéncia anastomatica,
diminuir a ocorréncia de aderéncias e aumentar a resisténcia a pressao de
ruptura a distensdo (KANELLOS et al., 2003). Estes resultados nao foram
reproduzidos utilizando-se os adesivos de cianoacrilato, apesar das vantagens

inerentes a estes produtos, justificando novas pesquisas nesta area (SOUSA e
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SILVA, 1988; KIRKEGAARD et al., 1980; PLAPLER et al., 1983; NORDKILD et
al., 1986; INACIO et al., 1987; SOUZA, 1993; MATERA et al., 1999). O uso do 2-
octil cianoacrilato em anastomoses colbnicas foi objeto de estudo por
KANELLOS et al. (2002) e NURSAL et al. (2004).

No presente trabalho empregou-se a técnica de sutura invertente em
plano Unico, com pontos simples, distantes um a dois milimetros entre si, a
semelhanca de NURSAL et al. (2004). JIBORN et al. (1978 a,b), relataram que
suturas e anastomoses coldnicas em ratos realizadas com pontos interrompidos
evoluem com menos complicagbes na primeira semana de cicatrizagao.
KANELLOS et al. (2002), comparando sutura coldnica versus aplicacdo de 2-
octil cianoacrilato, propuseram um numero fixo de oito pontos na execucéo da
anastomose. No presente trabalho, o diametro colénico foi o definidor do nimero
de pontos. Utilizou-se para sutura o Prolene® 5.0, conquanto SINGER e THODE
(2004) afirmaram que a ultraestrutura do 2-octil cianoacrilato tem uma
resisténcia que se assemelha a de um monofilamento 5.0, diferentemente de
KANELLOS et al. (2002) e NURSAL et al. (2004) que utilizaram fios de
polipropileno 6.0 e 7.0 respectivamente. Esta mudanca técnica pode ter
interferido nos resultados.

No que se refere ao adesivo, ndo foram aplicados pontos de reparo ou
suporte antes de sua aplicacdo. Isto contrasta com outros trabalhos que
investigaram a utilizagdo de adesivos nas anastomoses intestinais.
SEIDENBERG et al. (1963) usaram dois pontos em “U” nas margens

mesenteérica e antimesentérica para aproximar e invaginar os bordos, antes da
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“colagem” dos cotos. Outros autores, com o0 mesmo propdsito, utilizaram quatro
pontos de reparo (GALLETTI, 1986; SOUZA, 1993). AMARAL et al. (2004)
estudaram a relacdo da quantidade de pontos com adesivos de fibrina e
cianoacrilato adicionados a anastomose, ndo obtendo diferenca significante
quanto a presenca de fistulas ou deiscéncias.

A escolha dos dias de pds-operatorio para eutanasia dos animais (terceiro
e sétimo dias) baseou-se nos estudos de JIBORN et al., 1978 a, b; IRVIN e
GOLIGHER, 1973; KHOURY e WAXMANN, 1983; HENDRICKS e MASTBOOM,
1990; KANTO e FAGUNDES, 2005. Estes autores concluiram em seus trabalhos
gue a maioria das complicacdes na anastomose ocorre até o sétimo dia de pés-
operatério e que, apds este periodo, a medida de pressdo de ruptura da
anastomose se assemelha ao tecido intacto, o que limita a andlise deste
parametro. (SOUZA, 1993; ZABEL et al., 2003)

Em relagdo ao tempo operatorio, este foi significativamente mais longo
nos animais submetidos a aplicacdo de 2-octil cianoacrilato (p=0,004 na
comparacao entre os grupos P3/C3 e P7/C7). Este fato ndo € consistente com
outros trabalhos da literatura, que mostram que a aplicacdo de adesivo demanda
um tempo mais curto do que a sutura (SOUSA e SILVA, 1988; TEBALA et al.,
1995; ANG et al., 2001). Entretanto, KANELLOS et al. (2002) e NURSAL et al.
(2004), comparando o 2-octil cianoacrilato com sutura de polipropileno no cdélon

nao analisaram esta variavel.
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6.2. AVALIACAO DO 2-OCTIL CIANOACRILATO NAS ANASTOM OSES
COLONICAS.

A observacgao pés-operatoria dos animais de experimentacdo pode indicar
de maneira indireta, deiscéncia ou rotura anastomotica, quando ocorre morte de
espeécimes ou emagrecimento significativo. A investigacdo direta, por meio de
eutanasia e observacdo macroscoépica da cavidade peritoneal, fornece subsidios
objetivos para concluir sobre a presengca ou auséncia de fistulas,
extravasamentos e/ou abscessos (LAW e ELLIS, 1990; SOUZA, 1993;
VIZZOTTO JUNIOR, 2001; COSTA, 2002; TRUBIAN, 2004).

A presenca de secrecado intra-abdominal e abscesso determinam que
houve contaminacdo da cavidade peritoneal, na maioria das vezes a partir da
anastomose (BOTHIN et al., 2001; TRUBIAN, 2004). E preciso, entretanto, que
se verifique o local da sutura através de outros meétodos investigativos. A
peritonite, notadamente aquela em que se associa grande indculo bacteriano

(esdfago e coélon), é fator decisivo na evolucdo da propria anastomose.

6.2.1 INFECCAO DO SITIO CIRURGICO

Né&o foi observado nenhum caso de infecgdo em sitio cirargico. Um animal
apresentou deiscéncia completa de pele e aponeurose sem comprometimento
da anastomose. Ao contrario, NURSAL et al. (2004) comparando o efeito do 2-
octil cianoacrilato na cicatrizacdo colbnica, obtiveram sete casos de infeccdo de
ferida cirargica (quatro em anastomose com cianoacrilato e trés em suturas de

polipropileno), mas sem diferenca significante (p = 0,297).



58

Embora o estudo de KANELLOS et al. (2002) tenha apresentado
incidéncia de 20% de peritonite em anastomoses colonicas empregando o 2-octil
cianoacrilato, este dado néo foi corroborado pelo presente trabalho, no qual n&o
houve nenhum caso de deiscéncia anastomotica e peritonite. NURSAL et al.
(2004), estudando o efeito do mesmo adesivo em anastomoses colonicas
normais e de alto risco em ratos, identificou dois abscessos perianastomoticos e
duas deiscéncias, mas ndo houve significancia em relacdo ao grupo controle. A
ocorréncia destes abscessos foi atribuida a vazamentos perianastomaoticos
posteriormente tamponados. Em nossa pesquisa ndo houve ocorréncia de
abscesso intra-abdominal ou perianastomético, assim como no estudo de

AMARAL et al. (2004), em que se aplicou cianoacrilato sobre enterorrafias.

6.2.2 AVALIACAO DE ADERENCIAS

Aderéncias sao frequentes em cirurgias abdominais, com incidéncia de
90% apos celiotomias, sendo responsaveis pela maioria dos casos de obstrucdo
intestinal e também por dor abdominal e pélvica crénicas (CELEBIOGLU et al.,
1999; BOTHIN et al., 2001; BEDIRLI et al., 2003; WU et al., 2003).

As aderéncias podem alterar a reparacdo tecidual da linha de sutura e
seus efeitos benéficos incluem acdes protetoras biologicas: neovascularizacéo,
melhoria do processo de drenagem linfatica e capacitacdo fagocitaria; e
mecanicas: oclusdo de falhas anastométicas. WU et al., (2003), em estudo

experimental, mostraram que nos subgrupos em que nao ocorreu aderéncia
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sobre as anastomoses foram encontrados menores valores de resisténcia
mecanica devido a falta da protec&o biolégica e mecanica.

A formacado de aderéncias intracavitarias constitui-se em evolucdo normal
apos traumatismo do peritbnio. Diversos fatores estdo implicados neste
processo: translocacdo bacteriana, pequenos vazamentos da anastomose,
migracdo de bactérias ao longo dos fios de sutura, influéncia do sistema
imunologico, alteragdo da atividade fibrinolitica e isquemia (CELEBIOGLU et al.,
1999; BOTHIN et al., 1999).

Existem dois tipos de aderéncias no que se refere a fisiopatologia: 1-
dependente da atividade fibrinolitica, e portanto capaz de ser prevenida por meio
da aplicacdo de rt-PA; 2- aguelas que ocorrem ao redor de anastomoses
colénicas e intestino delgado isquémico, nas quais aplicacéo de rt-PA néo surte
efeito (BOTHIN et al., 2001).

Infeccbes intra-abdominais estdo associadas a deposicdo de fibrina,
podendo evoluir como aderéncias ou abscessos com repercussao clinica pés-
operatéria. Estas infec¢des interferem na fibrindlise, como pode ser observado
por meio do aumento na dosagem peritonial do inibidor do ativador de
plaminogénio (VAN GOOR et al., 1994; BEDIRLI et al., 2003).

O presente estudo optou por utilizar a escala cumulativa de Bothin,
aplicada em outros trabalhos (BOTHIN et al., 2001; BEDIRLI et al., 2003). Este
escore apresenta especificidades em relacdo aos ratos, tendo sido
primariamente criado para pesquisa nestes animais. Para cada aderéncia

encontrada soma-se um ponto, ao final tém-se um valor que corresponde n&o
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somente a intensidade das aderéncias, mas também a quantidade delas. Esta
classificacédo foi validada em outros estudos (BOTHIN et al., 1999 e 2001).

Comparando o indice de aderéncias entre os grupos P3 e C3, ndo se
obteve diferenca entre as médias (p = 0,272). Entretanto, comparando-se 0s
grupos submetidos a eutanasia no sétimo dia, observou-se maior quantidade de
aderéncias no grupo em que foi aplicado o 2-octil cianoacrilato (p= 0,007). Este
resultado foi corroborado por autores que estudaram a influéncia dos outros
tipos de cianoacrilatos na cicatrizacdo do TGl (KIERKEGAARD et al., 1980;
SOUSA e SILVA, 1988; PLAPLER et al., 1983; NORDKILD et al., 1986; INACIO
et al., 1987; SOUZA, 1993; AMARAL et al., 2004).

No trabalho de KANELLOS et al. (2002) todos os animais do grupo
tratado com 2-octil cianoacrilato apresentaram incidéncia moderada ou grave de
aderéncias abdominais, apesar de ndo haver diferenca estatistica (p=0,074).
NURSAL et al. (2004) ndo avaliaram os efeitos do 2-octil cianoacrilato nas
anastomoses colbnicas no que se refere a formacao de aderéncias. Isto limitou a
analise dos resultados obtidos. BOTHIN et al. (2001) mostraram, em estudo
experimental, que a flora bacteriana tem participacéo importante na formacéo de
aderéncias ao redor de anastomoses. A restauracdo do ambiente microbiano
nos ratos germfree, restaura a capacidade de formacéo de aderéncias (BOTHIN
et al., 1999).

Comparado com os resultados obtidos na utilizacdo de adesivo de fibrina
sobre anastomoses, as conclusbes sdo muito diferentes (KANELLOS et al.,

2003). Enquanto a fibrina apresenta um efeito inibitorio sobre a formagédo de



61

aderéncias, a aplicacao do 2-octil cianoacrilato apresenta um efeito indutor. Isto
provavelmente se deve a reacdo tipo corpo estranho que o cianoacrilato
desencadeia. De outra forma, ao prevenir a formacdo de aderéncias, a fibrina
limita o suprimento sanguineo das anastomoses (SOUZA, 1993).

Comparando a aplicacdo de 2-octil cianoacrilato com a aplicagdo de
fibrina sobre anastomoses intestinais, AMARAL et al. (2004) observou uma

incidéncia maior de aderéncias no grupo com adesivo sintético.

6.2.3 OBSTRUCAO DA LUZ COLONICA

Presenca de estreitamento em anastomoses intestinais tem sido objeto de
estudos, inclusive com descricdo de indice de estenose por McAdams em 1970
(AMARAL et al., 2004; NURSAL et al., 2004).

Estudo de NURSAL et al. (2004) ndo mostrou diferenca no que se refere
a ocorréncia de obstrucdo no poés-operatério de anastomose colbnicas
comparando suturas de polipropileno e adesivos de cianoacrilato. Isto se deve
ao fato do autor ter apenas avaliado a presenca de obstrucbes completas e por
meio de estudo macroscoépico (didametro do segmento intestinal a montante da
anastomose, duas vezes maior que aguele a jusante). Isto se contrapde aos
resultados do presente estudo no qual se observou diferenca comparando-se os
grupos polipropileno e 2-octil cianoacrilato avaliados no sétimo dia (p=0,029),
sugerindo que a presenca de cianoacrilato induz a persisténcia de processo

inflamatdrio e pode levar a estenose do orgéao.
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AMARAL et al. (2004), estudando anastomoses intestinais, obtiveram
uma incidéncia maior de estenose no grupo tratado com 2-octil cianoacrilato
quando comparado com o grupo em que foi aplicado adesivo de fibrina.
Resultados semelhantes foram obtidos por MEDEIROS et al. (1990) e SOUZA
(1993) estudando o efeito do GRF em anastomoses col6nicas em ratos. A
incidéncia de semi-obstru¢cdo nos grupos com adesivo GRF foi maior que nos

grupos suturados ou em que se aplicou fibrina.

6.2.4 PARAMETROS TENSIOMETRICOS

A resisténcia da anastomose corresponde ao resultado da acdo das
propriedades cicatriciais do tecido em reparacédo (NARESSE et al., 1987, 1988;
TRUBIAN, 2004). Tem sido avaliada por meio de parametros tensiométricos,
com dois métodos: capacidade de resisténcia a tracdo longitudinal (Forca de
Ruptura) e capacidade de resisténcia a insuflacdo de ar ou liquidos (Presséo de
Ruptura ou de Distensédo) (KORUDA e ROLANDELLI, 1990; SOUZA, 1993; WU
et al., 2003; TRUBIAN, 2004; CAMPOS et al., 2007). Estes parametros avaliam

forcas que atuam em diferentes direcbes nas anastomoses.

A pressdo de ruptura a distensdo por ar (PRDA) tem seus menores
valores durante o segundo e terceiro dias de poés-operatorio, alcancando uma
queda de 15% quando comparado com o0 poOs-operatério imediato, apds o que
aumenta progressivamente. Segundo TRUBIAN (2004), as anastomoses
colonicas perdem 72%-95% de sua forca de ruptura nos trés primeiros dias de

pés-operatério. Uma semana ap0s a operacao, esta resisténcia a distensao por
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parte da anastomose € similar aquela dos controles ndo operados (TRUBIAN,

2004).

A pressao de ruptura a distensdo representa a forca exercida pela
pressao intraluminal que, segundo KORUDA e ROLANDELLI (1990), seria a
forca que naturalmente atua sobre as suturas intestinais. IKEUCHI et al. (1999)
correlacionaram esta pressao com a forca de ruptura a tracdo em suturas
intestinais. Concluiram que a primeira seria o0 melhor método para se avaliar a
integridade e 0s aspectos técnicos nos primeiros trés a quatro dias de pos-
operatério de uma anastomose, enquanto a segunda seria 0 meéetodo mais
adequado para se avaliar os aspectos bioldgicos que possam influenciar a
resisténcia anastomotica (JIBORN et al., 1978 a e b, CAMPOS et al., 2007).

Neste experimento, a medida da pressao de ruptura a distensdo (PRDA)
foi escolhida como parametro mecéanico da avaliacdo da anastomose. Segundo
HEIBEL et al. (2006), um bom estudo tensiométrico deve levar em consideragéo
os tipos de forcas naturais a que esta exposto o tecido em questdo. Quando a
analise se relaciona a viscera oca, o teste de resisténcia a insuflacdo de ar pode
ser considerado como mais fisiolégico, por reproduzir os vetores de forca que
normalmente se transmitem sobre a parede do trato digestorio. Outra vantagem
deste tipo de teste é que ele aplica pressdo em toda circunferéncia interna do
orgao, submetendo-o simultaneamente a uma prova de vedacgdo. Este estudo
tensiométrico tem sido utilizado consistentemente na literatura para este tipo de
investigacao (KANELLOS et al.,, 2002, 2003; MANTZOROS et al., 2004,

NURSAL et al., 2004; HEIBEL et al., 2006).
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Dois estudos avaliaram os resultados da mensuracdo da PRDA nas
anastomoses col6nicas apos aplicacédo de 2-octil cianoacrilato, comparando com
sutura de polipropileno. Ambos aplicaram um teste de medida de pressao de
ruptura a distensdo para interpretar a resisténcia anastomotica. KANELLOS et
al. (2002) néo obtiveram diferenca quando compararam os grupos (p=0,897) e
concluiram que, em condi¢cdes experimentais, uma anastomose sem sutura (com
cianoacrilato) € igual a tradicional (fio de polipropileno). NURSAL et al. (2004),
ao contrario, enfatizaram que o 2-octil cianoacrilato parece ser deletério a
cicatrizacdo em uma fase tardia, provavelmente devido a intensa reacdo
inflamatoria que provoca. Estes autores ndo encontraram diferencas no estudo
tensiométrico, quando as pecas cirargicas foram analisadas no terceiro dia,
apesar de os valores de todo grupo com adesivo serem menores que do grupo
controle. A andlise das pegas no sétimo dia € nitidamente diferente, com valores
do grupo cianoacrilato inferiores ao do grupo controle (p<0,001). Resultados
similares foram encontrados no presente estudo no qual a aplicacdo do 2-octil
cianoacrilato mostrou que a resisténcia a pressao de ruptura por distensdo, no

sétimo dia de pds-operatorio, foi significativamente menor.

6.2.5 ANALISE HISTOLOGICA

A avaliagdo microscopica tem sido aplicada com frequiéncia em estudos
clinicos e experimentais. Constitui-se em método que exige quantificacdo
uniforme, evitando andlises subjetivas e erros de interpretacdo. Sua vantagem

diz respeito a facilidade de execucdo, ainda que dependa de patologistas
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experientes. Dois tipos de coloragédo tém sido usados mais frequentemente nos
estudos: hematoxilina-eosina (HE), picrosirius red F3BA.

A analise histologica no presente estudo foi realizada com o método de
coloragéo picrosirius-red F3BA (PCS) e hematoxilina-eosina (HE), baseado em
estudos prévios que ressaltam a importancia de se obter melhor analise do
coldgeno. Estudos comparando os diferentes métodos de coloracdo para esta
avaliagdo, concluiram que o corante picrosirius-red é de simples execucéo, facil
interpretacdo e especifico para o estudo do colageno tecidual, uma vez que
torna as fibras birrefringentes a luz polarizada, possibilitando sua melhor
quantificacdo (JUNQUEIRA et al., 1982; HENDRICKS e MASTBOOM, 1990;
RABAU e DAYAN, 1994; COSTA, 2002; COELHO-LEMOQOS, 2002).

NURSAL et al. (2004), comparando 2-octil cianoacrilato e fio de
polipropileno, analisaram por meio de coloragcdo HE 0s seguintes parametros:
infiltracdo de células granulociticas, infiltracdo de células mononucleares,
infiltracdo fibroblastica, necrose, exsudato, peritonite e neoformacdo vascular.
Entretanto, estes autores nao utilizarm a coloracdo de picrosirius red F3BA para
avaliagdo da deposicdo de colageno, o que limitou a interpretacdo de seus
resultados. Na presente pesquisa a deposi¢cado de colageno foi estudada também
pela coloracao picrosirius-red F3BA, alem da HE.

O grau de intensidade do processo inflamatorio é fundamental na
evolugdo da cicatrizagdo (HEIBEL et al., 2006). Reacgdo Inflamatoria leve a
moderada € essencial e fisiolégica. Entretanto, reacdo intensa pode

comprometer a cicatrizacao por disturbio na microcirculacdo. No presente estudo
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graduou-se a intensidade de processo inflamatério segundo a escala numérica
de 0-4 Ehlich e Hunt modificada (PHILLIPS et al., 1992; KANELLOS et al., 2002;
NURSAL et al.,, 2004; DURMUS et al., 2003). Nao foi encontrada diferenca
quando se compararam 0s grupos polipropileno e cianoacrilato no terceiro e
sétimo dias, no que refere a intensidade do processo inflamatdrio. Isto pode se
dever ao pequeno tamanho da amostra. Isto se contrapde aos resultados de
NURSAL et al. (2004) em que se observou uma incidéncia maior de infiltrado
granulocitico e menor de infiltrado mononuclear nos animais submetidos a
aplicacdo de 2-octil cianoacrilato estudados no terceiro dia de pds-operatorio.
Estes autores também observaram que o padréo celular no sétimo dia mostrou
maior incidéncia de infiltragcdo granulocitica nos grupos submetidos a aplicacéo
do adesivo.

Nenhum destes estudos analisou estatisticamente a relacdo entre a
intensidade de processo inflamatorio e a resisténcia anastomotica a pressao de
ruptura a distensdo. O presente trabalho ndo pode encontrar relacdo entre os
baixos valores da pressao de ruptura e a gradacdo do processo inflamatério (p>
0,05), talvez em decorréncia da exiguidade dos grupos.

N&o ocorreu necrose no sitio anastomotico em nenhum animal do
presente estudo. Outras pesquisas mostraram incidéncia maior desta alteracéo
nos grupos submetidos a anastomose com adesivo (NURSAL et al., 2004). De
outra forma WILKER et al. (1988) mostraram que anastomoses sem sutura,
apenas por aproximacao, tendem a apresentar menor incidéncia de necrose; isto

também poderia ter contribuido para os resultados de nossa pesquisa, mesmo
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levando-se em conta que a degradacdo do cianoacrilato leva ao acumulo de
cianoacetato e formaldeido, téxicos ao tecido circunjacente.

Na avaliagdo da fibroplasia, deposicdo de coladgeno e neoformacéo
conjuntivo-vascular ndo houve diferenca entre os quatro grupos estudados. Em
contrapartida no estudo de NURSAL et al. (2004) houve menos fibroplasia nos
grupos com adesivo avaliados no terceiro dia de pdés-operatorio (p<0,001).
AMARAL et al. (2004) concluiram que o adesivo bioldgico estimulou mais a
formacédo de fibras coldgenas do que o adesivo sintético. Entretanto, os
resultados deste autor quanto a angiogénese foram iguais ao nosso estudo,
comparando-se 0s grupos cianoacrilato com controle (p>0,05).

Quanto hipertrofia muscular, ndo se encontram trabalhos que avaliem

esta variavel. Entretanto, o presente trabalho ndo mostrou diferenga estatistica.

Em decorréncia do tamanho da amostra e dos resultados obtidos, novos
trabalhos devem ser realizados com a intencédo de elucidar melhor a influéncia
do 2-octil cianoacrilato nas anastomoses intestinais, notadamente a anastomose
colonica. Faz-se necessario aprimoramento do entendimento das alteracoes
inflamatdrias e cicatriciais nos tecidos colénicos apos aplicacdo do adesivo em

questao.
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Em condicdes experimentais, o uso do 2-octil cianoacrilato, avaliado no terceiro
dia, ndo apresentou vantagens em relacdo a anastomose convencional. Quando
avaliado no sétimo dia, o adesivo revelou-se deletério, levando a intensa
formacdo de aderéncias, obstrucdo parcial da luz col6nica, e interferéncia na

cicatrizacdo com menor resisténcia mecanica a pressao de ruptura.
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DISTRIBUICAO DE ADERENCIAS CONFORME ANIMAL E GRUPO

Rato Grupo n° Local de aderéncia
aderéncias
Parede Omento Alcas Ceco Gordura Orgéos
epididimaria
1 3 3 +(3)
2 3 2 +(2)
3 3 e e e e s e e
4 3 1 + (1)
5 3 1 +
6 4 6 + +(3) + +
7 4 6 + +(3) + +
8 e semm e e
9 4 6 + + +(2) + +
10 4 + +(2) +
11 4 5 + +(2) + +
12 e T
13 3 2 + +
14 3 5 + + (1) + + + (baco)
15 4 5 + +(2) + +
16 4 5 + +(2) + +
17 1 5 + + +(1) + +
18 1 3 + + +
19 1 6 + + +(2) + +
20 1 4 + +(1) + +
21 1 2 + + (1)
22 2 3 + + +
23 2 5 +(3)* + +
24 2 4 + + (1) + +
25 2 5 + + (1) + + + (bago)
26 2 5 + +(3) +
27 1 3 + + (1) +
28 1 3 + + (1) +
29 2 5 + +(2) + +
30 2 5 + +(2) + +
31 2 3 + + +
32 1 e e e e semmmmmemmmee oo

Legenda: * uma aderéncia relativa ao mesentéricmealca
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ANEXO A — Carta de aprovacéo pela Comisséo de Etica  em Pesquisa com

Animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissfio de Etica na Experimentacio Animal

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 071/2007-CEEA sobre “Uso do 2-octil cianocrilato em

anastomose coldnica: estudo experimental em ratos Wistar”, projeto de pesquisa sob a

responsabilidade de Cleber Seares Junior, tem sua metodologia de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagio Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagio Animal (COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO de ETICA NA
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFIJF,
em reunido realizada em 04/12/2007.

A Comissdo ressalta que, embora o pesquisador tenha seguido os principios éticos em
sua metodologia, apresentou seu protocolo para avaliagio da Comissdo de Etica na data
de 28/11/07 e tenha sido julgado em 04/12/2007, consta no protocolo o inicio da

pesquisa em 15/03/2007 e o término em 31/11/2007.

Juiz de Fora, 04 de dezembro de 2007
Presidente/CEE A Se@@\

87



ANEXO B — Créditos obtidos durante o mestrado

Universidade Federal de Minas Gerais Emissao
R s . 14/02/2008
Pos-Graduacao Féging
Historico Escolar 1de
Nome do Aluno Nimero de Registro Forma de Admissdo Data de Inicio
CLEBER SOARES JUNIOR 2006200814 EXAME SELLCAG 200611 G103/2006
Nome do Pai Exame de Lingua I.;slrangmrE( ' - cPE
CLEBER SOARES - 30/11/2005 INGLES ‘ 83075909653
Nome da M Identidad Orgio Cmissor UF
JOAMIRDES ROUSELY TEIXEIRA SOARES M-4789705 SECRETARIA SEGURANGA PUBLICA ap
. Doc. Militar R.M Circ:lm:‘,;‘,r@fa-n Titule de Eleitor | Zona | )
BUBG: 2554 BIRURGIA 120502403383 | 04 12 (05583640221 | 316 | 0BAL
Nivel  |Data Reconhacimento | [ipcrRccg;hh(arjlmé.r1t:-)_ | Data de Nascimanto iCid;i"jD da Nascimenta iHF
MLESTRADCG 13/06/1969 PARECER 08/011197 LJUIZ DE FORA | MG
| Area dn‘é;r;:;zr{l‘r;ag‘é‘n T e Pais Nascimento "~ Nacienalidade )
01 - CIRURGIA BRASIL BRASI
Grau Anterior (Nivel / Curse)
Linha de FPesquisa BACHARELADO
B e ] 2500 - MEDICINA
Estabelecimento ; o ' ferming
Orientador LUNIVERSIDADE FERERAL DE JULZ DE FORA 19951
CLAUDIO DE SOUZA Cidade/Pais Ur
Caorientadoer JUIZ DE FORA MG
BRASIL

Atividades

AnaiSem. |Deserigan Mat| cr| on PR [Noia Toone] s
200811 [DIP GIRB48  BIOETIGA O | 04| 60 | S |80 B |A
2006M1 DIP CIR854 REDACAD CIENTIFICA A OF | 04 [a1] S 1600 A A
2006/ |DIP CIR8S7  PLANEJAMENTO DE ESTUDOS EXPERIMENTAIS A 0P | 04| 60 8 | 950 A A
2006/1  [DIP MEDBGE SEMINARIC DIDATICO | - ANALISE CRITICA DAS DEFESAS DL Ao oeloal| 0 | 8| 600 D | A

| DISSERTACOES £ TESES |

20062 [LTF GEROOD ELABORAGAO DE TRABALHD FINAL [
2006/2 |PAP CIR008 PRODUCAD ACADEMICA 6o1T | OB 0 ¥ A

| !
2007/ [DIP CIR&43  ASPECTOS IMUNITARIO E INFLAMATORIO DA REJEIGAQ A Jor] 2] 80 [ smo| A [A
| |
2007/2 |DIP CIR847  METODO CIENTIFICO A lor| 4| s | sleon ] A A
1 1
200772 {DIP CIRG48  INFORMATIGA APLICADA AD TRABALHO GIENTIFICO A |lop| 4| 80 l s | 850 | B [A
Crixditos Exigidos: 24 Creditos Cursados/Uispensados em Atividade Académicas: 26 Aproveitamento de Cradites: 0

Carga Horaria Cursada: 390 Créditos Utllizados para a Intogralizagao: 24

Pos - Graduado:  NAD

) oy ; i
Belo Horizon{e_:{(]’ de. [ k. \_QQ(_O de Ij{-i‘ffg Legenda'
NAT = Natureza (OP=Oplativa, OB=0Obrigatéria, FL=Elstiva, | etracnrricalac)
e Sty . CH = Carga Horaria CR = Craditos TUR = Turma
o . d_z AN FR = Frequéncia (S=Suficients, I=insuficiente) CONE = Conasito
an 7 SF = Siluacio Final (A=Aprovada, R=Reprovado, 1= Trancada, D=lispansado)
Secretaria / x Fi. st | k
Egll_v da COhC"—éCGO Vialra Tipe da Ongem da Dispensa ou do Aprovetzmento da Criditos
[nx_ 152811 AE = Aproveitamenta oe E i
AM = Aproveitamento o rexddoy de MestradodDoutoraida
cqQ = Equivaléncia
Coordenador " {Ata 30/07/1990) (Apds 30:07/1990)
A - Excelente (A0a100) A -Lxcelonta {90 & 00y
) B - Otime (754 89) B - Otime &0 a B
(Lsto dnumr ! AT : T QY assinatura G - Regular {60 a 74} - Bam {0 a79)
= 3 Tofkddri ’ i Bl e Cinurgi | D - Insuticiente (40 a b9) D - Reqular (60 a B9)
Dotgmanndor do E - Rendimento Nula {0 a 39) L - Iraco A0 a5
Fecuideds du Madianal ¥ ™G I - Rendimento Nulo (04 39)




ANEXO C - Planilha de custo do Laboratério de Cirur  gia Experimental

| g;”ﬁ
ANILHA DI I¢
Projeto:
Responsavel: Prof. CLEBER
Periodo: 12 DE SETEMBRO DE2007
ITEM R$
(1) ANIMAIS -30 MACHOS DE 420,00
RATO WISTAR ADULTO)
(2) HOTELARIA 117,00

(3) SALA DE CIRURGIA 5

(4) ACOMPANHAMENTO TECNICO N

TOTAL 537,00
Complemento pela Fundagio de Apoio

Reserva Técnica - 5% 33,56
Fundacéo - 5% 33,56
UFJF - 10% 67,13
TOTAL 671,25

--> Dados para emissio de Nota Fiscal
1) Raz&o Social
2) CNPJ
3) Inscrigao Estadual
4) Endereco

--> Dados para pagamento (dep6sito)

1) Banco do Brasil
2) Ag.: 4763-5
3) ¢/c: 8316-X (Fadepe/CBR)

12 DE SETEMBRO DE 2007

Centro de Biologia da Reprodugéo
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ANEXO D - Carta de Aprovacao pela Camara Departamen tal do

Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicinad a UFMG.

/"“

URangG
UFANG FACULDADE DE MEDICINA DA UFMG
u F/'V\G DEPARTAMENTO DE CIRURGIA
U F MG Av. Prof.Alfredo Balena 190 - 4° andar
Caixa postal 340 - cep 30130-100
031-3248-9759 e 3248-9760
cirurgia@medicina.ufmg.br

Belo Horizonte, 05 de novembro de 2007.

PARECER

Projeto de Pesquisa: “USO DE 2-OCTIL CIANOACRILATO EM ANASTOMOSE
COLONICA: ESTUDO EXPERIMENTAL EM RATOS WISTAR”

Pesquisadores: Prof. Dr. Cldudio de Souza (Orientador)
Cléber Soares Junior
Carlos Augusto Gomes

Rodrigo Oliveira Peixoto

Histérico: O projeto de pesquisa foi encaminhado ao Departamento de Cirurgia pelo
Professor Claudio de Souza. No dia 31/10/2007, o Professor Walter Antonio Pereira
encaminhou 0 mesmo para que eu fizesse um parecer. Recebi o projeto em 01/11/2007. Os
pesquisadores envolvidos no projeto, com excegdo do Prof. Claudio de Souza, sfo vinculados

& Universidade Federal de Juiz de Fora, onde a pesquisa ser4 realizada.

Meérito: Devido a gravidade das fistulas col6nicas, os autores enfatizam a importancia de se
estudar mecanismos para prevengdo das mesmas. O estudo propde comparar a eficicia da
utilizacao do 2-octil cianoacrilato e da sutura com polipropileno na prevenc¢io de fistulas em
anastomoses coldnicas. Serdo utilizados quatro grupos de animais (ratos) com 7 ou 8 animais
em cada grupo, num total de 30 animais. Nos grupos 1 e 3 serfo feitas anastomoses com
polipropileno e nos grupos 2 e 4 com 2-octil cianoacrilato. Nos grupos 1 e 2 os animais serdo

sacrificados no terceiro dia e nos grupos 3 ¢ 4 no sétimo dia. Apds a relaparotomia, serdo



analisados os aspectos locais (aderéncias, fistulas, abscessos, peritonite, liquido livre, etc),
serfio feitas bidpsias de segmentos anastomosados e estudo da pressdio de ruptura, avaliagio
da luz intestinal (obstrugdio parcial ou total, estenoses) e encaminhamento para estudo
anatomopatoldgico.

O estudo sera realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental do Biotério da Faculdade de
Biologia da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os exames anatomopatoldgicos serfio
realizados no Centro de Patologia do Hospital Monte Sinai (CDAP). A planilha de custo esta
bem especificada. O protocolo para pesquisa em animais da Comissio de Litica em
Experimentagéio Animal (CEEA) da Universidade Federal de Juiz de Fora ja esta preenchido.
No entanto, antes de encaminhar este protocolo, os autores deverio modificar as datas de
inicio e término da pesquisa, que estdo registradas respectivamente como 15/03/07 ¢
31/11/07. Em relagdo ao projeto, fago algumas sugestdes: os objetivos geral e especificos
estdo invertidos; o nimero de animais de cada grupo deve ser igual e definido antes do inicio
da pesquisa (7 ou 8); a descri¢do dos instrumentais cirtrgicos devera vir antes da analise
estatistica; o nome da biéloga Carolina Francisca Soares Vasconcelos deverd ser incluido na

entre os pesquisadores.

Conclusiio: Sou a favor da aprovagdo do projeto.
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Os resultados estudo permitem concluir que as anastomoses colénicas em ratos

realizadas com 2-octil cianoacrilato, quando comparadas aquelas realizadas com

sutura de polipropileno, apresentam:

1.

Menor pressdo de ruptura a distensdo por ar quando examinadas no
sétimo dia de pés-operatorio. (p<0,05).

Padrdo microscopico do processo inflamatorio semelhante entre os
grupos, no terceiro e sétimo dias de pos-operatorio. (p>0,05).

Maior incidéncia de obstrucdo colbnica parcial quando examinadas no

sétimo dia de pds-operatorio. (p<0,05).

. Maior incidéncia de aderéncias quando examinadas no sétimo dia de pos-

operatério (p<0,05).

Maior tempo operatério (p<0,05).



