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Deiscéncias de anastomoses colicas proporcionam o surgimento de complicagdes
graves, levando a expressivos indices de morbidade e mortalidade. Sendo assim. torna-se
fundamental a compreensao dos mecanismos envolvidos na cicatrizagdo intestinal.
Diversos fatores alteram a fisiologia de repara¢ao intestinal e a diminuicdo da perfusdo
sangliinea representa uma das causas mais importantes.

Neste trabalho analisaram-se os efeitos de diferentes concentragdes de oxigénio na
fase inicial da cicatrizag@o em anastomose de c6lon descendente de ratos, comprometida ou
nao pela isquemia. Para afericio da qualidade das anastomoses, propos-se o Teste
Biomecinico Energia Total de Ruptura (ETR), método esse, fundamentado no Principio
Universal da Conservagdo de Energia. Foram utilizados 60 ratos, distribuidos em dois
grupos de 30. O Grupo | (Gl) foi caracterizado pela auséncia de isquemia, enquanto no
Grupo 2 (G2) provocou-se esse fendmeno. Cada grupo subdividiu-se em trés subgrupos
contendo 10 ratos e em todas as anastomoses utilizaram-se peliculas de polivinilcloreto
para evitar a fixagdo de aderéncias sobre elas. No G1, os ratos dos subgrupos 1.1 (S1.1), 1.2
(§1.2) e 1.3 (S1.3), depois de operados, permaneciam no poés-operatrio respirando ar
ambiente. Os animais do S1.2 e S1.3 foram submetidos a sessdo didria por 90 minutos, de
hiperoxigena¢do normobdrica (uma atmosfera absoluta) e hiperbdrica (duas atmosferas
absolutas), respectivamente. No G2, ap¢s feitura das anastomoses. instalou-se a isquemia
arterial e venosa no colon descendente dos ratos pertencentes aos subgrupos 2.1 (S2.1), 2.2
(S2.2) e 2.3 (S2.3) ligando-se o tronco mesentérico caudal, a arcada marginal na reflexdo
peritoneal e a quatro centimetros proximalmente. Apds. os ratos evoluiram respirando ar
ambiente. O mesmo protocolo terapéutico utilizado nos S1.2 e S1.3 foram aplicados nos

ratos dos S2.2 e S2.3. respectivamente. A eutandsia ocorreu no quarto dia pos-operatorio. A

Resumo



mortalidade foi de oito animais, sendo todos do G2 (p=0,0045). Nenhuma anastomose
apresentou fixagdo de aderéncias em razdio da presenga da pelicula de polivinilcloreto.
Durante os ensaios biomecénicos, todas as rupturas ocorreram nas anastomoses. O S1.3
necessitou maior média de ETR para romper as linhas de sutura em relacio aquelas obtidas
nos subgrupos 2.3 (p=0,016), 1.2 (p=0,014) e 1.1 (p=0.0018). As anastomoses do $2.3.
apesar da isquemia. alcangaram valores de ETR similares aos encontrados nos S1.1
(p=0,153) e S1.2 (p=0.9). Por final, as linhas de sutura do S2.2 e S2.1 necessitaram
menores valores de ETR para promoverem as rupturas (p=0,87).
As andlises dos resultados desse trabalho permitiram concluir que:
®* A isquemia interferiu negativamente na cicatrizacio cdlica, reduzindo a
resisténcia intrinseca da anastomose e aumentando a taxa de mortalidade;
®* A hiperéxia hiperbdrica apresentou efeitos benéficos na fase inicial da
cicatrizagdo célica de ratos, comprometida ou nio pela isquemia, elevando a
resisténcia mecanica da anastomose €
® A hiper6xia normobdrica nio apresentou efeitos benéficos na fase inicial da

cicatrizagdo cdlica de ratos, comprometida ou nio pela isquemia.
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ABSTRACT




Anastomotic dehiscence of the large bowel surgery can result in severe
complications and increase morbidity and mortality rate. Hence, studies are necesssary to
underly this tecidual regeneration process mechanisms. Several factors interfere in the
physiological intestinal wound repair and inadequated blood flow is a well-known cause of
this event.

The objective of this work was to investigate the effects of different oxygen
concentrations on the early phase of ischemic and normal rat’s distal colon anastomosis
healing process. The biomechanical test applied in this study was performed by the Total
Energy of Rupture test (TER) based on the Universal Energy Conservation Law.

The experimental procedure included the utilization of sixty Wistar male rats.
divided equality into two groups. Group | (Gl) was characterized by the absence of
ischemia during the colonic cicatrization process, and Group 2 (G2) was characterized by
the presence of this phenomenon. Each group was subdivided into three subgroups with ten
rats and a polivinilclorate sheet was attached to every anastomosis to protect the operatory
lesion area from adhesion fixation. In the G1, after anastomosis performance, the subgroups
animals from 1.1(S1.1), 1.2 (S1.2) and 1.3 (S1.3) remained breathing ambiental air.
Nevertheless, S1.2 rats received sessions, breathing 100% oxygen, at one absolut
atmosphere. S1.3 rats were submitted to hyperbaric oxygen therapy at two absolut
atmosphere. In the G2, in order to establish ischemic colon anastomosis, the tail mesenteric
artery and venous, the mesocolon at peritoneal reflection level and four centimeters
proximal from this topography were ligated. After these procedures. rats remained
breathing ambiental air. The same therapeutic protocol peformed in S1.2 and S1.3 was

applied, respectively, to S2.2 and S2.3. Euthanasia was performed at fouth day after
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operation. All rats survived during the study except eight animals from G2 (p=0.0045).
None anastomosis presented adhesions due to polivinilclorate sheet protection. During the
biomechanics test, every rupture took place within the anastomosis and S1.3 animals
anastomosis achieved higher TER compared to S2.3 (p=0,016). S1.2 (p=0.014) and S1.1
(p=0,0018) rats anastomtic lines.

Despite of the ischemia presence during the healing process, the obtained S2.3 TER
measurement was similar to TER measurements obtained from S1.1 (p=0.153) and S1.2
(p=0.9). In this work, S2.2 and S2.1 anastomotic lines achieved the lowest TER necessary
to promote anastomosis rupture (p=0,87).

The analysis of the results permited the following conclusions:

e Ischemia impaired colonic anastomotic healing. This event decreased the

intrinsic anastomosis resistance and increased the mortality rate;

® Hyperbaric oxygen therapy improved anastomotic wound healing of both

presence and absence ischemic rat’s colonic anastomosis e
® Normobaric hyperoxia caused no beneficial effects in anastomotic wound

healing of both presence and absence ischemic rat’s colonic anastomosis.

Abstract

Vi



1. INTRODUCAO




1.1. CONSIDERACOES GERAIS

A cicatrizacado inadequada de uma anastomose intestinal ocasiona o surgimento de
graves complicagdes, tais como deiscénclas com peritonite, fistulas e estenoses. Esses
reveses promovem invalidez tempordria ou permanente, repercutindo de maneira
importante nos indices de morbidade e mortalidade.

Sob essa premissa, € essencial a compreensao das propriedades referentes a esse
processo regenerativo. Com isso, as etiologias dessas complicagdes cirurgicas poderdo ser
determinadas e prevenidas.

Por muito tempo, os pesquisadores estudaram as interferéncias das técnicas
operatorias sobre as propriedades de reparagio do intestino.

CONNEL (1899) demonstrou que havia mais de uma centena de técnicas
desenvolvidas com a finalidade de executar sutura intestinal, enquanto KERR (1923), apds
24 anos, estimou esse numero em mais de 250.

Atualmente, a anastomose intestinal ainda apresenta-se como um dos temas mais
pesquisados em trabalhos clinicos e experimentais. Esses estudos tém sido direcionados
principalmente para o desenvolvimento de novos materiais e formas de execugio da linha
de sutura, tais como: grampo metdlico, adesivo & base de fibrina, adesivo nio biolégico,
cola de coldgeno, anéis, préteses endoluminais entre outros (APRILLI, 1998). Isto
demonstra claramente que. apesar das inovagdes tecnologicas e da crescente base de
conhecimentos adquiridos, ndo se conseguiu ainda alcancar a anastomose ideal.

Além dos materiais e da técnica cirtirgica, outros fatores podem também interferir
no restabelecimento dessa ferida operatdéria como os efeitos dos antibidticos (COHEN et

al.. 1985; HERSHEY et al., 1987), dos anti-inflamatérios ndo hormonais ¢ hormonais
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(MANTOVANTI et al., 1978; SOUZA et al., 1991; MARTINS et al., 1992: FURST et al.,
1994; MINOSSI, 1995), dos anti-oxidantes (SHANDALL et al., 1996; GARCIA et al.,
1998). dos antineopldsicos (YASDY et al., 1998) e das drogas imunossupressoras
(MANTOVANTI et al., 1979) sobre as fases de cicatrizagdo das anastomoses.

Tao importante quanto a andlise dessas substancias farmacoldgicas, pesquisas
continuam sendo amplamente realizadas na detec¢do de repercussoes proporcionadas pelo
diabete melito (GOODSON e HUNT, 1978), trauma (IRVIN e HUNT, 1974). choque
(BRITO et al.., 2001). sepsis (NARESSE, 1990) e a¢io das aderéncias (SCOTT-
COOMBES et al., 1993: DeCHERNEY e DIiZEREGA, 1997; WU, 2000) no processo
regenerativo da anastomose intestinal.

Embora esses fatores, locais ou sistémicos, sejam capazes de gerar complicagdes
cirirgicas gastrointestinais, acredita-se que uma das causas mais importantes constitui-se na
diminuigdo da perfusdo sangiiinea do tecido em regeneragdo. originando regides com
baixas pressoes de oxigénio (HUNT e PAIL 1972; SCHROK, et al., 1973: FIELDING et al..
1980; TAGART, 1981; KHOURY ¢ WAXMAN, 1983; FOSTER et al., 1984: VAN der
HAM et al., 1992; HAMZAOGLU et al., 1998).

Mesmo com o aumento substancial de informagdes relacionadas aos efeitos da baixa
concentragao de oxigénio em feridas operatdrias, ainda existe quantidade limitada de
trabalhos referentes a agdo de diferentes concentragdes dessa molécula sobre o processo de
reparo intestinal, principalmente em situagao de risco tal qual a isquemia (KIRK e IRVIN,
1977 HAMZAOGLU et al., 1998).

Uma das modalidades terapéuticas que proporciona a elevagio da fragio fisicamente

dissolvida de oxigénio no plasma sangiiineo e em tecidos hipdxicos consiste na
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hiperoxigenacao hiperbdrica. As propriedades funcionais desse tratamento foram
provenientes, de inicio, por meio de pesquisas em dreas da fisiologia dos mergulhadores e
da reparac@o em tecidos como a pele.

O desenvolvimento da terapia hiperbdrica em ambiente hospitalar iniciou-se a partir
da década de trinta e frequientemente era vinculada aos servigos especializados pertencentes
as instituicoes militares como a Marinha. Desde entdo, por meio de estudos e pesquisas. o
espectro de acdo clinica da oxigenioterapia hiperbdrica ampliou-se de maneira bastante
significativa.

Atualmente, esse tratamento € indicado em enxertos e retalhos com ou sem
comprometimento pela isquemia com a finalidade de melhorar a sobrevida desses tecidos
(HART et al., 1974; DAVIS et al., 1988: WHITE e HECKLER, 1990; ZAMBONI et al.,
1992), em infec¢des necrotizantes de tecidos moles diminuindo a morbidade e a
mortalidade dessas afeccoes (SKILES et al., 1978: BAKER, 1988: HIRN, 1993), em
feridas cirtrgicas com dificuldade de regeneracio, acelerando o processo de cicatrizagio
(HAMMARLUND e SUNDBERG, 1994), além de tratar moléstias como osteomilite
(MADER, et al., 1980; ESTERHAI JUNIOR, 1987), intoxicacdo por monoxido de carbono
(WEAVER, 1995), necrose por irradiagio (MARX et al., 1990), embolia gasosa (BASKIN
e VOZNIAK, 1975; FYKE, et al., 1985; MURPHY, et al.. 1985). doenca descompressiva
(MOON e GORMAN, 1993) e anemia pos-hemorrdgica (HART. 1994).

Em estudos experimentais e clinicos, os efeitos terapéuticos da hiperoxia
hiperbarica ja apresentam evidéncias positivas em entidades clinicas, tais como: abscesso

cerebral (IAZZETTI, 1992), queimaduras (KORN et al.,, 1977), peritonite fecal
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(IAZZETTI, 1996), doenca de CROHN (NELSON et al.. 1990), retocolite ulcerativa
(RACHMILEWITZ et al., 1998), fissura anal (CUNDALL et al., 2003) entre outros.

Diversos pardmetros e modelos experimentais foram desenvolvidos com a
finalidade de analisar os mecanismos e as propriedades préprias da cicatrizagio intestinal.
Esses métodos podem ser representados por meio da observacio clinica (LIMIOCO, 1974),
dos testes de resisténcia mecanica (NELSEN e ANDERS, 1966; FUNG, Y.C.. 1967;
CARRIL, 1970; FORRESTER, J.C. 1973; JIBORN et al., 1978a; JIBORN et al., 1978b:
PEACOCK JUNIOR,1984; HENDRICKS e MASTBOOM, 1990; NARESSE, 1990;
SOUZA et al., 1991; MARTINS et al., 1992; CHRISTENSEN et al., 1993; GARCIA-
OLMO, et al., 1996; AMARAL, 1997; GARCIA et al., 1998; NIERI, 1999; WU, 2000),
das andlises angiograficas e micro-angiogrificas (ABRAMOWITZ e ALISTER, 1969;
HOUDART et al., 1985), de inspe¢des radioldgicas (GOLIGHER et al., 1970b; WHELESS
e SMITH, 1983), de avaliagcdes histolégicas (MILLIGAN e RAFTERY, 1974;
MANTOVANI, 1978; MANTOVANI, 1979; MEDEIROS, 1982;: FAGUNDES, 1990) e de
andlises bioquimicas (JIBORN et al., 1980b; NARESSE, 1990; BIONDO-SIMOES, 1992;
HAMZAOGLU et al, 1998).

Nos dias atuais, os testes biomecanicos constituem-se como uma das modalidades
mais empregadas para a avaliagdo do processo de cicatrizacéo intestinal. Esses métodos de
medicao t€m por finalidade determinar a resisténcia intrinseca de uma anastomose nas
diferentes fases de regenerag@o tecidual e classificam-se de acordo com o principio fisico-
mecanico que os regem.

O atributo resisténcia mecanica de uma linha de sutura pode ser obtido por meio de

testes como Pressido de Ruptura a Distensdo por Liquido ou por Ar, Forga de Ruptura a
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Tragao, Tensdo de Ruptura, Tensdo Resultante Final de Ruptura a Tragiio e Energia Interna
de Deformagao.

No Laboratorio de Medicina e Cirurgia Experimental da Unicamp sdo utilizados
quatro dos parametros biomecinicos acima descritos, a Pressdo de Ruptura a Distensdo por
Liquido (WU, 2000), For¢a de Ruptura a Tragdo (WU, 2000), Tensdo Resultante Final de
Ruptura a Tragdo (WU, 2000) e Energia Interna de Deformacio (NIERI, 1999).

Neste trabalho, foi proposto o teste biomecinico Energia Total de Ruptura para
avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de oxigénio e da hiperdxia hiperbdrica sobre
o processo de cicatrizacdo colica em rato, comprometida ou nio pela presenga de isquemia
induzida. Esse teste for desenvolvido pelo Servico de Colo-Proctologia e Nucleo de
Medicina e Cirurgia Experimental da Universidade Estadual de Campinas em parceria com
o LABI - Laboratério de Bioinformatica da Universidade Estadual do Oeste do Parand.

campus de Foz do lguacu.

1.2. BASES TEORICAS E DADOS DA LITERATURA

1.2.1. EFEITOS DO OXIGENIO E DA HIPEROXIGENACAO HIPERBARICA NA
CICATRIZACAO INTESTINAL

Hé cerca de dois bilhdes de anos, com o surgimento e desenvolvimento de
organismos fotossintéticos, iniciou-se a formacao de oxigénio livre e da camada de ozénio
na atmosfera terrestre. Com esses fendmenos, diversos organismos passaram a utilizar essa
molécula no metabolismo celular com o objetivo de extrair nutrientes e energia para a

manutenc¢ao da estabilidade fisiolégica (IAZZETTI e TERZI, 1996). Desde entio, os seres
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VIVOs pertencentes aos reinos animal e vegetal necessitam incondicionalmente da molécula
de oxigénio para sobreviverem, excetuando-se 0s microorganismos anaerdbios estritos.

Essa capacidade de regeneragdo tecidual somente serd realizada de maneira efetiva
Se 0s mecanismos pertencentes a cicatrizagio, tais como sintese de coldgeno (JIBORN et
al., 1978c¢), ativagido de células de defesas (KNIGHTON et al.,1986), angiogénese (MARX
et al., 1990: ZAMBONI et al., 1993), reepitelizagcio (MARX e EHLER et al., 1990),
controle da flora bacteriana (COHEN, 1985) e formacao de radicais livres (CAPRIA, 2002)
estiverem funcionando adequadamente. Entretanto, para que esses fendmenos possam
ocorrer em condig¢des apropriadas, € indispensdvel a presenca do oxigénio.

No processo de respiracio aerdbia, essa molécula constitui-se como componente
essencial para que os mecanismos mantenedores da homeostase celular possam atuar de

modo efetivo. Em virtude disso, a cicatrizagfo tecidual se procederd adequadamente.

1.2.1.1. EFEITOS DO OXIGENIO E DA HIPEROXIGENACAO HIPERBARICA SOBRE O
PROCESSO DE SINTESE DO COLAGENO

No tubo digestivo. a camada submucosa assume posi¢do fundamental nos processos
de reparacdo, pois, € composta por extensa rede de vasos sangiiineos, grande quantidade de
c€lulas promotoras da cicatrizagdo como o fibroblasto e a célula muscular lisa e rico tecido
conectivo. Esse ultimo componente ¢ constituido, predominantemente, por coligenos dos
tipos I, Il e V, nas seguintes proporg¢des: 68%, 20% e 12%, respectivamente (THORNTON
etal., 1997; WITTE e BARBUL, 1997).

A cito-arquitetura do coldgeno encontrado na submucosa apresenta-se com aspecto

ondulada em virtude da disposi¢ao biaxial e da orientacdo longitudinal de +30° e -30°.
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Além disso, essas proteinas fibrosas estdo entrelagadas e inter-relacionadas por meio de
ampla rede de microfibrilas (FACKLER et al., 1981; OSBERG et al., 1982).

Com esse arranjo estrutural, a resisténcia mecanica e a elasticidade da submucosa
mostram-se bastante elevadas, constituindo desse modo, local ideal para a ancoragem dos
pontos de sutura (RAVITCH et al., 1981; PEACOCK JUNIOR, 1984). Com isso, LORD et
al. (1977) mtitularam o coldgeno encontrado nessa camada como “esqueleto” do célon.

Essa resisténcia mecanica adquirida pela anastomose durante as fases da
cicatrizacdo intestinal estd diretamente relacionada com o equilibrio da lise do coldgeno
pré-existente e a sintese do novo coldgeno. Qualquer alteracdo nesse balanco bioquimico
acarretard em reparo tecidual deficiente (CRONIN, et al., 1968; JIBORN et al., 1980a:
OLSEN e NIMNI, 1988: RAVO, 1988; HENDRICKS e MASTBOOM., 1990).

No c¢élon, a célula muscular lisa e o fibroblasto sao os responsdveis pela producio
do colageno e os seus mecanismos de migracdo, divisao, proliferacao e sintese somente
transcorrerao harmoniosamente se a tensao de oxigénio tecidual estiver acima de 30 mmHg
(HIRN, 1993: QUIRINIA e VIIDIK, 1995; TIBBLES e EDELSBERG, 1996).

Essas funcionalidades também sdo influenciadas e reguladas por meio de citocinas e
de fatores de crescimento liberados pelos macréfagos, mondeitos, neutréfilos, linfécitos e
plaguetas encontrados nas feridas cirurgicas. Essas células também necessitam da molécula
de oxigénio para manterem as suas fun¢oes atuando de maneira efetiva (HERNDON et al.,
1993: WITTE e BARBUL, 1997).

Para que o colageno possa ser sintetizado, sdo necessarias oito etapas bioquimicas

até o procoldgeno ser secretado no ambiente extracelular. Dentre essas etapas, as reagdes de
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hidroxilagdo dos aminoacidos prolina e lisina assumem importincia fundamental
(UDENFRIEND. 1966; THORTON ¢ BARBUL, 1997).

Quando a concentragido do oxigénio € reduzida nas dreas em reparacio tecidual. o
processo de hidroxilacdo da prolina e da lisina faz-se de modo ineficiente. Em virtude
disso, as interagdes intermoleculares das cadeias tripeptidicas e as ligagcdes cruzadas entre
as fibrilas serdo inadequadamente realizadas, repercutindo assim, na qualidade e na
conformacdo da matriz colagénica produzida (PROCKOP e KIVIRIKKO, 1967:
PEACOCK JUNIOR, 1984).

Essas alteragdes estruturais reduzem a resisténcia mecanica intrinseca do tecido em
cicatrizagdo e proporcionam o surgimento de deiscéncias anastométicas (HANDRICKS e
MASTBOOM, 1990; KORUDA e ROLANDELLI. 1990).

KIRK e IRVIN (1977) estudaram a resisténcia intrinseca durante a regeneracio da
derme e de anastomose colica em ratos que inalavam oxigénio a 50%. Os resultados
demonstraram que esse evento ndo contribuiu para a elevagdo da forca de ruptura, da tensao
de ruptura e da produgdo de coldgeno nas feridas operatdrias desses animais em relacdo
aqueles que respiraram ar ambiente.

Em contrapartida, NIINIKOSKI (1970), por meio do uso da hiperdxia hiperbdrica,
demonstrou que a sintese do coldgeno e a resisténcia a tensao da ferida incisional em pele
de ratos aumentaram proporcionalmente em relagio a concentragdo de oxigénio ofertada.

STEPHENS e HUNT (1971) por meio de estudo em pele de rato, evidenciaram que
aumentando a concentragdo do oxigénio inalado por esses animais, proporcionalmente,

elevava-se a resisténcia a tensio nas feridas operatorias.
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NIINIKOSKI et al. (1972), em outro estudo, mostrou que o acimulo de colageno e
acido ribonucléico em cilindros de esponja inseridas em regiao dorsal do rato eram
reduzidas com a presenca de hipoxia e elevados com a hiperoxia, atingindo um pico
maximo quando a concentra¢io de oxigénio alcangcou 70% a uma atmosfera absoluta.

HUNT e PAI (1972) demonstraram, em coelhos, que o consumo do oxigénio pela
ferida da pele em cicatriza¢do sofria um acréscimo quando a concentragdo inalada passava
de 12% a 45%. Essa elevacio aumentou a tensdo de oxigénio tecidual repercutindo
positivamente na produgio de coldgeno e na resisténcia mecéanica dessa lesdo operatoria.

KIVISAARI et al. (1975) estudaram em pele de ratos, a quantidade de energia
consumida pelo processo de cicatrizagdo em feridas cirdrgicas de animais que inalavam
diferentes concentragdes de oxigénio. Esses pesquisadores evidenciaram que quando os
ratos respiravam oxigénio a 11%, a quantidade de monofosfato, difosfato e trifosfato de
adenosina apresentavam-se em menores quantidades em relagao aos animais que inalavam
ar ambiente e concentracdes de oxigénio a 55%. Nas lesdes cirtirgicas dos ratos desse
dltimo grupo, encontraram um aumento expressivo tanto nos niveis de ADP e ATP quanto
na producdo de coldgeno e com isso demonstraram que, quanto maior a disponibilidade do
oxigénio em dreas lesadas, mais efetivo era o processo regenerativo.

SHANDALL et al. (1985) evidenciaram que a tensao de oxigénio peri-anastomotica
encontrada no intestino delgado e no célon de coelhos estava diretamente relacionada com
a energia de ruptura, for¢a de ruptura a tragio e contetdo de hidroxiprolina nessa drea.
Além disso, as taxas de deiscéncia da linha de sutura foram de 10% e 100% quando essas
eram realizadas com tensdes tissulares perianastométicas superiores a 55 mmHg e

inferiores a 25 mmHg, respectivamente.
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SHERIDAM et al. (1987), por meio do eletrodo de Clark, mediram a tensdao de
oxigénio em dreas peri-anastomdticas de 50 pacientes submetidos a ressec¢do do célon e
concluiram que quanto menor o valor encontrado, maior era a taxa de deiscéncias. Com

1550, esse parimetro foi capaz de predizer esse revés cirtirgico.

1.2.1.2. EFEITOS DO OXIGENIO E DA HIPEROXIGENACAO HIPERBARICA SOBRE O
PROCESSO DE ANGIOGENESE

A incisdo cirurgica no intestino promove lesdes celular e vascular. Imediatamente,
no local, ocorre formagio de edema, migragao de células e ativacdo dos mecanismos da
hemostasia, configurando assim, a fase inflamatéria da cicatrizagdo (WITTE e BARBUL,
1997). Apos esse periodo, inicia-se um dos eventos fundamentais pertencentes a0 processo
de reparagdo tecidual, a neovascularizacio.

Esse fendmeno biolégico promove o retorno do fluxo sangiiineo para o tecido em
regeneragao. Com isso. as ofertas de nutrientes, de oxigénio e de outras substancias
necessarias para promoverem uma boa cicatrizagdo serdo restabelecidas.

A matriz colagénica assume papel fundamental no processo de angiogénese. pois.
essa estrutura protéica auxilia na reconstitui¢ao dos vasos lesados servindo como arcabougo
de sustentacdo para os novos vasos formados (KNIGHTON et al., 1981).

Acredita-se que a neovascularizacdo € estimulada pelo ambiente hipéxico
encontrado nas feridas operatorias (MYERS, 1986). Todavia, para que esse fendmeno
ocorra de maneira eficiente, uma quantidade minima de oxigénio necessita estar presente

no local. Sem essa molécula, os mecanismos que auxiliam o processo de regeneracio

Introdugao
11



vascular pertencentes aos macréfagos, plaquetas, células endoteliais e fibroblastos
encontram-se reduzidas (IAZZETTI. 1996; TIBBLES ¢ EDELSBERG,1996).

Segundo IAZZETI (1996), a exposicio didria de tecido isquémico a
hiperoxigenacdo hiperbdrica, por tempo limitado, promove condig¢oes ideals para o
desenvolvimento do processo de neovascularizagdo, pois, durante essas sessoes, 0s
processos de fibroplasia e da sintese de coligeno sdo mantidos. Além disso, o fator
estimulante basico da angiogénese, a hipdxia tecidual, atuou no tecido em regeneragao nos
periodos em que ndo estava sendo submetido a esse metodo terapéutico.

MARX et al. (1990), por meio de estudo em mandibula irradiada de coelho,
demostraram que o processo de angiogénese transcorreu efetivamente quando a oferta de
oxigénio mostrava-se adequada. A revascularizacao desse tecido hipovascular, hipocelular
e hipoxico aumentou em até nove vezes nos animais submetidos a hiperoxia hiperbarica em
relagdo aos coelhos que inalaram oxigénio a 100% ou ar ambiente.

TOMPACH et al. (1997) evidenciaram que, durante o processo de cicatrizagdo
tecidual, o metabolismo celular estd diretamente relacionado com a quantidade de oxigénio
disponivel no tecido. Esses pesquisadores mostraram que a hiperdxia hiperbdrica elevou a
pressdo parcial e a saturacdo de oxigénio em cultura de células endoteliais e fibroblastos,
resultando em proliferacdo efetiva dessas células.

SHEIKH et al. (2000) demonstraram, em ferida de pele de ratos. que a hiperdxia
hiperbérica interferiu efetivamente no processo de angiogénese encontrado nessas lesdes.
Este evento ocorreu em virtude do aumento, nesse local, da quantidade do fator de
crescimento endotelial vascular. Com isso, concluiram que a elevacio desse fator

explicaria, em parte, a agdo angiogénica da hiperoxigenacdo hiperbdrica.
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1.2.1.3. EFEITOS DO OXIGENIO E DA HIPEROXIGENACAO HIPERBARICA SOBRE A
PRODUCAO DE RADICAIS LIVRES

O uso do oxigénio a 100% e da hiperoxigenag¢io hiperbdrica elevam a tensio
tissular dessa molécula nos tecidos, ocasionando o aumento na formacdo de radicais
ativados. No entanto, o organismo ¢ capaz de desenvolver mecanismos de tolerincia e
adaptagdo por meio de reacdes enzimdticas pré-oxidantes e anti-oxidantes com a finalidade
de equilibrar os processos de oxidagio (CRAPO e TIERNEY, 1974; KIMBALL et al.
1976; TURRENS et al., 1984 IAZZETTI, 1996).

A formagdo de espécies reativas do oxigénio encontra-se exacerbada niio somente
em condigbes de hiperdxia mas também em dreas onde a baixa tensio de oxigénio tissular
estd vigente (IAZZETTI e TERZI, 1996; SENEL et al., 1997).

Nessas regides, a citocromo a; oxidase, enzima -catalizadora presente nas
mitocondrias e que atua na reagio de redugdo direta do oxigénio em dgua durante o
processo de respiragio celular, apresenta-se com as suas fungdes reduzidas. Essas
propriedades redutoras sofrerdo uma diminuigdo ainda maior quando a tensdo de oxigénio
encontrada nessas organelas atingir valores abaixo de trés milimetros de mercirio
(IAZZETTI, 1992; IAZZETTI. 1996).

Desse modo, em virtude da sua conformagio eletronica, o oxigénio tende a receber
um elétron por vez durante as sucessivas reagdes bioquimicas de oxidacdo da glicose. Por
meio desse evento, espécies intermedidrias altamente reativas e instdveis, tais como o 4nion
radical superéxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxila, sdo originadas (IAZZETTI e

TERZI, 1996: CAPRIA, 2002).
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Esses radicais ativados provenientes do oxigénio causam danos em virios substratos
biologicos, incluindo proteinas, lipoproteinas, dcido desoxi-ribonucléico, carboidratos e
dcidos graxos poli-insaturados. Em decorréncia disso, desequilibram os mecanismos
mantenedores da homeostase celular, podendo originar lesdes irreversiveis (PINCEMAIL,
1995).

A hiperoxia hiperbarica reduz a capacidade destrutiva desse processo, pois, eleva a
quantidade do oxigénio nos tecidos isquémicos, minimizando assim. 0s reveses
proporcionados pelo ambiente hipdxico (CAPRIA, 2002). Além disso, esse método
terapeutico restringe a capacidade de aderéncia dos neutréfilos nas paredes das vénulas,
reduzindo a ativacdo dessas células e consequentemente, a liberacdo de radicais livres
nesses locais. Com isso, eventos como vasoconstriccao arteriolar, lesdes venulares e
teciduais serdo reduzidos nas sindromes de reperfusido pds-isquemia (ZAMBONI et al.,

1993; HAAPANIEMI et al., 1996).

1.2.1.4. EFEITO ANTIBIOTICO DO OXIGENIO

Durante a feitura da anastomose, o contato da flora bacteriana com a cavidade
abdominal torna-se inevitavel, principalmente em cirurgias onde ndo se realizou preparacio
intestinal prévia.

Mesmo apos a sutura, os microorganismos sao capazes de infiltrar as camadas da
parede intestinal através da mucosa, enquanto essa tunica ainda ndo estiver totalmente

restabelecida.
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Essas bactérias competem com as células de defesa e de reparo. pelo oxigénio local,
diminuindo a disponibilidade e a quantidade dessa molécula no tecido em cicatrizagao
(COHEN et al., 1985).

HUNT et al. (1975) estudaram a quantificacdo de bactérias em feridas infectadas de
pele de ratos que inalavam oxigénio a 12% e encontraram duas vezes mais
microorganismos em relacio aqueles que inalavam ar ambiente. No entanto, quando os
ratos passaram a respirar oxigénio a 45%, a quantidade de bactérias nas lesoes foi reduzida
de duas a trés vezes quando comparadas ao grupo controle.

HOHN et al. (1976), por meio de estudo “in vitro”, evidenciaram a diminui¢ido da
capacidade de destrui¢do do Staphviococcus aureus pelos neutréfilos em ambientes com
pressdo parcial de oxigénio de 15 milimetros de mercirio. Essa fun¢ao de defesa celular
reduziu-se ainda mais quando a tensdo de oxigénio foi inferior a cinco milimetros de
mercurio.

KLEBANOFF (1980). em trabalho experimental, demonstrou que os neutréfilos
necessitavam maior quantidade de oxigénio durante o processo de fagocitose bacteriana.
Esse valor aumentou de 15 a 20 vezes o consumo fisiolégico dessa molécula por essas
celulas de defesa. Isto ocorreu em virtude do desencadeamento de uma série de eventos
metabolicos intracelulares oxigénio-dependentes.

COHEN et al. (1985) estudaram a cicatriza¢do de anastomose colica em rato com e
sem preparo intestinal prévio e em condi¢ado isquémica. Esses pesquisadores demonstraram
que o processo de regeneracdo do colon, com isquemia e sem preparo intestinal, pode ser

melhorado pelo uso de antibidtico por via oral. Esses autores acreditavam que as bactérias
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da flora intestinal alcangavam a parede cdlica através da mucosa e concorriam com 0s
fibroblastos pelo oxigénio disponivel, retardando assim, o processo de cicatrizagio.

A hiperdxia hiperbdrica proporciona importante elevacdo na quantidade de oxigénio
fisicamente dissolvido no plasma e no tecido. Essa terapéutica possui efeito antibidtico por
meio de acOes microbicidas e microbiostdticas atuando de modo letal sobre os
microorganismos anaerdbios estritos, alguns microaerdfilos e aerdbios facultativos que
proliferam em condigdes anaerdbias (KAYE. 1967, GOTTLIEB, 1970; HILL e
OSTERHOUT, 1972; HIRN, 1993; IAZZETTI, 1996).

O mecanismo de acdo da hiperoxigenacio hiperbdrica nos microorganismos
aerébios consiste em auxiliar as propriedades de defesa oxigénio-dependente promovidas
pelos macréfagos. Esse modelo terapéutico favorece a formagao de espécies reativas do
oxigénio pelos polimorfonucleares, aumentando a sua fungdo oxidativa e antibiotica sobre
as bactérias (FISHER e JAIN, 1988; INAMOTO et al., 1991).

A formagio dos radicais livres é essencial no processo de defesa do organismo,
visto que individuos acometidos pela doenga granulomatosa cronica, em virtude da
deficiéncia enzimdtica hereditdria responsavel pelo fenomeno de oxidag¢éio encontrado nos
polimorfonucleares, tornam-se extremamente susceptiveis as infeccdes (FISHER e JAIN,
1988).

As propriedades funcionais das bactérias anaerdbias sdo bloqueadas pelo aumento
da concentragio e da oferta do oxigénio. Além disso, a quantidade adequada dessa
molécula inibe a producio e a atividade de certas toxinas elaboradas por microorganismos

do género Clostridia, tal qual a alfatoxina (DEMELLO et al., 1973; IAZZETTI, 1996).
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DEMELLO et al. (1973) inocularam esporos de Clostridium perfringens em cies e
verificaram que o uso de antibidtico somado ao debridamento cirtirgico promoveram uma
taxa de sobrevivéncia de 70%. Os resultados alcancaram valores ainda mais expressivos
quando esses pesquisadores conjugaram esses dois tipos de tratamentos a hiperoxigenagio
hiperbdrica. Com isso, a taxa de sobrevivéncia aumentou para 95%.

HIRN (1993), em estudo, inoculou Clostridium perfringens no miisculo da pata do
rato levando a mortalidade de 100% nos animais que respiravam ar ambiente. Por meio de
desbridamento  cirirgico, a mortalidade reduziu-se para 38%: conjugando esse
procedimento operatorio com a oxigenioterapia hiperbdrica, o restabelecimento completo
dos ratos alcangou 94%.

HIRN et al. (1993), em outro estudo baseado em miosite de rato, inocularam através
de injecdo intramuscular microorganismos como Clostridium perfringens, Bacteroides
fragilis, Escherichia coli e Streptococcus faecalis. O grupo controle apresentou uma
mortalidade de 60% enquanto os grupos submetidos aos tratamentos de debridamento
cirurgico e debridamento associado & oxigenioterapia hiperbérica alcancaram 35% e 20%,
respectivamente. Além disso, os ratos sobreviventes do grupo caracterizado pela associagio
dos tratamentos obtiveram regeneragio completa da ferida em 84.4%. No entanto, a
realizacdo de desbridamento como tnica terapéutica propiciou a reparacio da lesao em
15,4% dos animais.

AKIN et al. (2001) por meio de estudo realizado em ratos, demonstraram que a
hiperéxia hiperbdrica foi capaz de conter o crescimento e o processo de translocacio
bacteriana desencadeados pela obstrugio de vias biliares. Esses pesquisadores, em culturas

de bactérias nos diversos tecidos, tais quais linfonodos mesentéricos, figado. bago e sangue,
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evidenciaram que essa terapéutica reduziu em até cinco vezes a quantidade de
microorganismos encontrados nesses tecidos em relacdo ao grupo que inalava ar ambiente.
AKIN et al. (2002), em outro estudo, demonstraram que a terapéutica hiperoxia
hiperbirica reduziu de modo significativo o fendmeno de translocagao bacteriana originado
apos a instalacao de obstrucdo intestinal em ratos. Para isso, aplicou-se sessio diaria de 90
minutos a 2.5 atmosferas absolutas. Apos 48 horas, essas evidéncias foram confirmadas
pela diminuicdo do numero de bactérias encontrados nas amostras de tecidos tais como
linfonodos mesentéricos, intestino delgado, figado, bago e sangue coletado da veia porta em

relacdo ao grupo controle.

1.2.1.5. EFEITOS DA ISQUEMIA SOBRE A CICATRIZACAO INTESTINAL

A diminuig¢do da perfusdo sangiiinea promove o surgimento de regides com baixa
tensao tissular de oxigénio. Esse ambiente hipéxico, quando nio corrigido, representa uma
das causas mais importantes de revés operatdrio em cirurgias gastrointestinais.

FORRESTER et al. (1981) analisaram em 40 pacientes a correlacao entre a
formacio de fistulas c6licas com a inadequacio do fluxo sangiiineo das camadas mucosa e
submucosa na reconstrugio do transito intestinal pos colostomia. Para a determinagio do
fluxo sangiiineo, utilizou-se o eletrodo de Clark no momento anterior ao procedimento de
feitura da anastomose. No total, de oito fistulas fecais verificadas, em cinco delas havia
fluxo sangiifneo inferior a 15 mililitros por minuto. Nas reconstrugdes de transito intestinal
realizadas com sucesso, todas as medi¢des prévias do fluxo eram superiores a 15 mililitros

por minuto. Com isso, os autores evidenciaram que o fluxo sangiiineo local ¢ um dos
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fatores que interferem na génese da fistula fecal durante o procedimento de fechamento de
colostomias.

SHIKATA et al. (1982) demonstraram os efeitos do fluxo sangiifneo no processo de
cicatrizagdo em anastomose intestinal de cdes. Esse fluxo foi medido no lado mesentérico
pelo Doppler-fluxometria ultra-sonogréfico. Quando as anastomoses ileais e célicas foram
realizadas com fluxo sangiiineo de 60% e 70% abaixo aqueles encontrados no controle.
respectivamente, as feridas cirurgicas, na totalidade, regeneraram-se de modo eficaz. No
entanto, quando a reconstrugdo do transito foi realizada com fluxo inferior a 15% no ileo e
25% no cdlon, a cicatriza¢io ocorreu inadequadamente originando deiscéncias de sutura.

WILKER et al. (1988) estudaram as repercussdes da peritonite e da isquemia em
cicatrizagao colica de rato 24 horas apés a feitura da linha de sutura. Esses pesquisadores
evidenciaram a diminuicdo na resisténcia mecinica da anastomose dos animais acometidos
pela peritonite e 100% de deiscéncias na linha de sutura nos ratos pertencentes a0 grupo
caracterizado pela isquemia induzida.

DOCKENDOREF et al. (1993) estudaram os efeitos da hiperéxia hiperbdrica sobre
1squemia em intestino delgado, sem realizagio de anastomoses, em ratos. Para isso,
aplicaram-se duas sessoes didrias de 2,4 atmosferas absolutas, oxigénio a 100% por 90
minutos. Os resultados demonstraram que essa terapéutica ndo foi capaz de modificar as
complicagdes origindrias da isquemia intestinal aguda.

TURKYLMAZ et al. (1997) avaliaram o processo de reparacio em anastomose
intestinal de cdes comprometidos por isquemia leve (80% a 90% em relagdo ao grupo
controle), moderada (70% a 80% em relacdo ao grupo controle) e grave (60% a 70% em

relagdo ao grupo controle). A isquemia foi feita por meio de ligaduras da artéria marginal
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proximal e distal a drea de execucdo da linha de sutura e o nivel dessa isquemia foi
determinado utilizando-se o método de medicio pulso-oximetria. Os resultados
demonstraram que nos grupos controle, isquemia leve, isquemia moderada e isquemia
grave apresentaram deiscéncias anastomoticas na ordem de 0%, 8%. 75% e 100% dos
casos, respectivamente. Com isso. os autores concluiram que a isquemia piora a
cicatrizagao de anastomose intestinal e que a pulso-oximetria auxilia na predicdo de
deiscéncia da linha de sutura.

No entanto, HAMZAOGLU et al. (1998), demonstraram que a oxigenioterapia
hiperbdrica contribuiu de maneira efetiva durante a cicatrizacdo de anastomose célica em
rato, com e sem presenca de isquemia induzida. Essa modalidade terapéutica elevou a
resisténcia intrinseca Pressio de Ruptura a Distensdo por Liquido e a producio de

hidroxiprolina na anastomose durante a fase inicial de regenera¢ao tecidual cdlica.

1.2.2. BASES BIOFISICAS DA HIPEROXIA HIPERBARICA

A hiperdxia hiperbdrica ¢ um tratamento caracterizado pela inalagao de oxigénio a
100%. por um organismo, em pressio superior a atmosférica ao nivel do mar.

BOEREMA et al. (1960), em estudo cldssico, abordaram como tema a hemodilui¢ao
e hipotermia associadas a hiperdxia hiperbarica. Os resultados demonstraram que durante a
aplicacio dessa modalidade terapéutica ocorria elevacdo expressiva na quantidade de
oxigénio fisicamente dissolvida no plasma e que essa fragdo era suficiente para a

manutengao do suporte da vida.
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No ano seguinte, BRUMMELKAMP et al. (1961) mostraram a primeira casuistica
do tratamento da gangrena gasosa utilizando a hiperoxigenacio hiperbdrica a trés
atmosferas absolutas.

Esses dois trabalhos iniciaram a histéria moderna da Medicina Hiperbdrica. Logo
apos, sucedeu-se um aumento no nimero de pesquisas direcionadas nessa drea e servigos
especializados comegaram a surgir, inicialmente na Rissia e posteriormente em outros
paises Europeus. nos Estados Unidos da América, no Japio e na China.

A atmosfera terrestre € constituida por uma mistura de gases nas seguintes
proporgoes: 20.94% de oxigénio, 78,08% de nitrogénio, 0.04% de gds carbonico e
pequenas quantidades de argonio, criptonio e hélio (FISHER et al., 1988).

De acordo com a lei de Dalton, em uma mistura de gases, a pressio parcial de cada
componente ¢ proporcional a sua fracdo nessa mistura. Sendo o valor da pressio
atmosférica ao nivel do mar de 760 mmHg e equivalente a uma atmosfera absoluta ou |
ATA, a pressdo parcial do oxigénio alcangaria aproximadamente 160 mmHg, ou seja,
20,94% do total da pressio exercida pelo ar atmosférico nesse local.

Ao nivel do mar, a 37 graus centigrados e inalando oxigénio a 100%, um organismo
higido € capaz de alcangar pressdo parcial alveolar de oxigénio préxima de 673 mmHg.
Esse fato se deve as pressdes parciais exercidas pelo diéxido de carbono (40 mmHg) e pelo
vapor d’dgua (47 mmHg) existente nos alvéolos (MARX et al., 1990 ¢ HIRN, 1993).

No sangue, o oxigénio € praticamente transportado, na sua totalidade, por meio da
hemoglobina presente nas hemdcias. Somente uma minima quantidade dessa molécula
encontra-se fisicamente dissolvida no plasma. Cada grama de hemoglobina, em condicoes

fisiolégicas e ao nivel do mar, possui a capacidade de carrear 1,34 mililitros de oxigénio.
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Em outras palavras. um individuo sauddvel tendo 15 gramas de hemoglobina em 100
mililitros de sangue e saturagdo de oxigénio proxima de 100%, apresenta cerca de 200
mililitros de oxigénio transportado por essa proteina em um litro de sangue, ou seja, 20
vol%. No entanto, a fragio de oxigénio dissolvida no plasma, nas mesmas condicoes, atinge
o valor de 0,3 vol% (IAZZETTI, 1996).

Sendo assim. elevando-se a pressio do ambiente para valores superiores a uma
atmosfera absoluta, a quantidade de oxigénio ligada & hemoglobina serd mantida, pois essa
proteina encontra-se praticamente 100% saturada. No entanto, a fracdo diluida dessa
molécula no plasma sofrerd alteracio de maneira significativa, pois, a elevagdo de um
milimetro de mercirio na pressdo parcial do oxigénio nos alvéolos pulmonares acarretara
em aumento de cerca de 0.0031 vol% dessa molécula dissolvida no plasma (TIBBLES e
EDELSBERG. 1996).

Desse modo, um individuo sauddvel respirando oxigénio a 100% em condicoes de |
ATA. contém 2,09 vol% de oxigénio fisicamente dissolvido no plasma. Se esse mesmo
organismo estiver em ambientes de 2 ATA e 3 ATA, a quantidade de oxigénio dissolvido
no sangue ou no liquido intersticial serd elevada para 444 ml% e 6.80 ml%.
respectivamente (DAVIS et al., 1988; MARX et al., 1990).

Esse aumento é bastante expressivo. pois. o regime de extragdo do oxigénio
sangiiineo pelo tecido em repouso é da ordem de 5 a 6 vol% (GRIM et al., 1990;
IAZZETTI. 1992). Em virtude disso, a quantidade de oxigénio dissolvido no plasma
proporcionada pela hiperoxigenagdo hiperbdrica, € mais que suficiente para suprir as

necessidades fisiolégicas normais dos tecidos (TIBBLES e EDELSBERG, 1996).
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A tensdo tissular de oxigénio difere de regido para regido. Quando sua pressio
parcial for da ordem de 100 mmHg nos alvéolos pulmonares, os capilares arteriais atingirio
aproximadamente 60% desse valor enquanto que nos capilares venosos, 40%. Tecidos tais
como hepdtico, 6sseo e muscular apresentarao valores de 15, 45 e 29 mmHg,
respectivamente. Aplicando hiperoxigenagd@o hiperbdrica a 2 ATA. as pressdes parciais do
oXigénio nas diversas topografias aumentam de modo significativo. O capilar arterial passa
a apresentar 1150 mmHg enquanto que o venoso, 100 mmHg, os ossos, 321 mmHg e os
musculos, 221 mmHg (BASSET e BENNETT, 1977; PARK et al., 1992; IAZZETTI,
1996).

Todavia, o contetido total do oxigénio em um organismo ndo depende somente da
pressao de oxigénio inspirada, mas também do nivel de hemoglobina e do volume de

sangue presente (TONJUM, et al., 1980).

1.3. PARAMETROS BIOMECANICOS PARA A AVALIACAO DA CICATRIZACAO DE
ANASTOMOSES INTESTINAIS

Um dos pardmetros mais utilizados para se avaliar o processo de cicatrizacdo
intestinal consiste na aplicagiio de testes fundamentados em conceitos fisico-mecanicos.
Esses testes determinam a resisténcia intrinseca de um segmento de alca contendo a

anastomose durante a regeneracdo tecidual e sao representados pelos seguintes métodos

biomecénicos:
® Pressdo de Ruptura a Distensdo por Liquido ou por Ar;
@ Forca de Ruptura a Tracdo;
o Tensao de Ruptura;
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= Tensao Resultante Final de Ruptura a Tragao e

e Energia Interna de Deformagao.

Apesar da diversidade, todos esses métodos apresentam deficiéncias e sdo passiveis
de criticas. O ponto crucial estd no fato da dificuldade em se trabalhar com materiais
biologicos em virtude da constituicdo estrutural complexa e das propriedades
viscolelasticas inerentes a esses tecidos, tal qual alcas intestinais.

Uma das caracteristicas fundamentais na constru¢do de um modelo experimental é
tentar minimizar as varidveis que possam interferir na obtencdo de resultados precisos e
completos (KORUDA e ROLANDELLI 1990). Seguindo esse raciocinio e utilizando os
conhecimentos adquiridos dos métodos acima descritos, neste trabalho, fundamentado no
Principio Universal da Conservagdo de Energia, desenvolveu-se o teste biomecinico

Energia Total de Ruptura.

1.3.1. TESTE PRESSAO DE RUPTURA A DISTENSAO POR LIQUIDO OU POR AR

A Pressiao de Ruptura a Distensdo por Liquido ou por Ar é um teste de resisténcia
biomecanico que possibilita avaliar a pressdo necessdaria para promover ruptura da linha
anastomotica (HENDRICKS e MASTBOOM, 1990; APRILLI, 1998).

Esse principio fisico-mecanico foi empregado pela primeira vez, hda pouco mais de
um século, por CHLUMSKY 1(1899) e atualmente ainda € bastante utilizado por varios
pesquisadores (CRONIN et al., 1968; CARRIL, 1970; JIBORN, 1978a; BRENNAM et al.,

1984; ROCHA, 1989; BIONDO-SIMOES et al., 1996; AMARAL, 1997; WU, 2000).

ICHLUMSKY, V. apud HENDRICKS. T.; MASTBOOM, W.I.B. Healing of experimental intestinal
anastomosis. Paramelers for repairs. Dis Colon Rectum, 33: 891-901, 1990,
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Diversos sido os fatores que influenciam no teste Pressdo de Ruptura 4 Distensio,
tais como: velocidade de insuflacio (NELSEN e ANDERS, 1966). tempo decorrido do
momento da eutandsia até o inicio dos ensaios (HENDRICKS e MASTBOOM, 1990),
comprimento dos segmentos intestinais testados, espasmos das alcas decorrentes da
manipulagio (GOTTRUP, 1980; NARESSE, 1990) e submissdo dos espécimes aos ensaios
biomecéinicos “in situ” ou apés a retirada do animal (BRENNAN et al., 1984; FOSTER et
al., 1986; HAUKIPURO et al., 1988).

Esse teste biomecanico somente € vilido se a ruptura ocorrer na linha de sutura.
Apos o periodo de uma semana, segundo a lei de Laplace, sabe-se que esse evento se dd
predominaniemente fora da anastomose em virtude da reducio do raio interno
proporcionada pela constric¢do cicatricial (NELSEN e ANDERS, 1966; JIBORN et al.,
1978a; HESP et al., 1984; HIORTRUP et al., 1986; MARTINS et al., 1992).

No entanto, quando os resultados sido obtidos dentro de um mesmo estudo, com
animais apresentando caracteristicas homogéneas e onde 0 mesmo protocolo experimental
foi aplicado, as comparacdes desses dados sdo vilidas (HENDRICKS e MASTBOOM,

1990; APRILLI, 1998).

1.3.2. FORCA DE RUPTURA A TRACAO

A Forg¢a de Ruptura a Tracdo € um parametro biomecéanico que analisa a resisténcia
intrinseca da anastomose por meio da aplicagao de forcas opostas e em sentido longitudinal
a alca intestinal.

HERMANN et al. (1964) utilizou pela primeira vez esse conceito fisico-mecanico,

sendo posteriormente seguido por virios pesquisadores (JIBORN et al., 1978b;
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BLOMQUIST et al.. 1984; UDEN et al., 1988: NARESSE. 1990; LEITE et al.. 1994;: WU
et al., 2003).

A forca axial externa aplicada sobre o segmento de intestino contendo a linha de
sutura pode ser exercida de maneira continua e constante (JIBORN et al., 1978b), continua
e variavel (WU et al., 2003) ou mesmo por aumentos em intervalos de tempo (HILLAN et
al., 1988).

Nesse tipo de ensaio, a anastomose ¢ representada, freqiientemente, por fragmentos
ou tiras contendo parte da linha de sutura (MUNDAY e McGINN, 1976;: HERMANN et
al., 1964). No entanto. alguns estudos realizaram os ensaios mecinicos submetendo-se
integralmente a anastomose a tragio (LEITE et al., 1994; NARESSE et al.. 1993; WU,
2000).

Em virtude das alcas intestinais apresentarem propriedades viscoelasticas e
morfologia tubular, torna-se dificil a padronizagdo desses fragmentos. Além disso, essas
tiras ndo poderiam representar a linha de sutura de modo integral (HENDRICKS e
MASTBOOM, 1990; APRILLI, 1998).

No entanto, nesse método, as rupturas ocorrem na linha de sutura até no vigésimo
oitavo dia e ndo somente na fase inicial do processo de cicatrizagdo como no teste Pressdao
de Ruptura a Distensdo. Com isso, o estudo do periodo regenerativo de uma ferida
operatoria pode ser ampliado (JIBORN et al., 1978b: NARESSE et al., 1987;

APRILLIL,1998).
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1.3.3. TENSAO DE RUPTURA E TENSAO RESULTANTE FINAL DE RUPTURA A
TRACAO

O teste biomecénico Tensdo de Ruptura estd fundamentado na lei de Laplace e
caracteriza-se pela medida da tensdo maxima gerada pela insuflagio de liquido ou de ar no
instante de ruptura da anastomose intestinal.

Nesse teste, a maior dificuldade consiste em determinar o valor do raio interno e da
espessura da parede na regido anastomotica no exato momento de ruptura. Esses atributos
sao fundamentais para o cdlculo da drea de seccio transversal do espécime e
consequentemente., na determinagdo da tensdo de ruptura (HENDRICKS e MASTBOOM,
1990; APRILLI, 1998).

Diversos métodos foram aplicados com a finalidade de obter esses atributos como
fixacao do espécime em formol apés a ruptura e medigio da espessura da parede da alca no
local da anastomose com uso de paquimetro (GARCIA-OLMO et al., 1996) e cdlculo da
Tensao de Ruptura por meio de equagdes simplificadas (DOBRIN, 1983). Apesar dos
esforgos e da criatividade, essas técnicas expressam a dificuldade na aquisi¢do e na precisao
dos dados alcancgados.

A Tensdo Resultante Final de Ruptura a Tragdo (TRFRT) é um parametro
biomecénico que evoluiu a partir dos conceitos extraidos dos testes Tensio de Ruptura e
Forca de Ruptura a Tragéo.

Esse teste biaxial determina a resisténcia da anastomose no ponto de ruptura por
meio da tensdo resultante originada pelos componentes circunferencial, longitudinal e

longitudinal adicional, apds a aplicagio de uma forga axial externa (WU, 2000).
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As diferencas entre os testes Tensdo Resultante Final de Ruptura a Tracdo e Tensao
de Ruptura consistem nos modos de obtencdo do raio interno. da espessura da parede e da
area de seccao transversal na regiao da anastomose no momento da ruptura. Com a inteng¢ao
de alcangar maior precisao nos resultados utilizou-se, no teste TRFRT, ferramentas
computacionais como Estagdo de Trabalho O2 da Silicon-Graphics e Processos de
Digitalizacao de Imagens (WU et al., 2003).

Sendo assim, por meio do auxilio computacional, o processo de medi¢do apresentou
avango considerdvel. Todavia, os valores obtidos da espessura da parede e do raio interno
no momento de ruptura da anastomose ainda precisariam ser melhorados quanto ao quesito
precisio.

Além disso. mesmo com caracteristica biaxial e a capacidade de analisar maior
quantidade de dados referentes a ruptura da anastomose. esse teste biomecinico
demonstrou parcialmente as propriedades pertencentes i al¢a intestinal apos a imposig¢ao de

uma forga axial externa de tragao (WU et al, 2003).

1.3.4. ENERGIA INTERNA DE DEFORMACAO E ENERGIA TOTAL DE RUPTURA

Os testes fundamentados em conceitos fisico-mecénicos aplicam, freqlientemente,
ensaios uniaxiais (CARRIL, 1970; JIBORN et al., 1978a; NARESSE, 1990: SOUZA et al.,
1991; MARTINS et al., 1992; CHRISTENSEN et al., 1993; AMARAL, 1997; GARCIA et
al.. 1998: WU, 2000) e biaxiais (WU et al., 2003) para verificar a resisténcia intrinseca de
uma anastomose intestinal. Em virtude disso, o comportamento da al¢a contendo a linha de

sutura € parcialmente analisado e atributos essenciais como o tempo de ruptura, a
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deformagdo e o modulo de elasticidade nio s@o fregiientemente avaliados (FORRESTER,
1973).

Decorrente desses fatores, pesquisadores tém utilizado fundamentos da Fisica para
determinar de maneira mais detalhada, o comportamento e as propriedades dos materiais
bioldgicos durante os ensaios biomecanicos. Para isso era necessirio avaliar a inter-relagao
dos componentes constituintes desses tecidos, e com isso, obter as suas Equagoes
Constitutivas (ABERG e AXELSSON, 1965; FUNG, 1967; GOU, 1970; HAUT e
LITTLE, 1972; FORRESTER,1973; SOONG ¢ HUANG, 1973; LANIR, 1983; FUNG,
1993: NIERI, 1999).

Segundo FUNG (1993), a Biomecanica tenta compreender a mecanica dos seres
vivos estudando a morfologia e a estrutura do organismo. Apds esse primeiro passo. as
propriedades mecénicas desses materiais devem ser determinadas e fundamentadas nas leis
da Fisica, para no final, serem expressas analiticamente por meio de Equacdes
Constitutivas.

Com o intuito de por em prdtica esses conceitos, pesquisadores basearam-se em
conhecimentos adquiridos na drea da Mecénica dos Materiais da Engenharia e da Fisica.
mais especificamente, no campo da Mecanica dos Meios Continuos (MASE, 1970: LANIR,
1983).

No entanto, o uso desses conceitos preencheu parcialmente os requisitos necessarios
para a obtengao das Expressoes Analiticas Constitutivas dos tecidos biolégicos. Isto se deve
as diferengas encontradas nas propriedades e nas composigdes dos materiais estudados pela

Engenharia em relagdo aqueles pesquisados na drea biolégica (DAL FABRO, 1979).
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Uma dessas diferencas, de caracteristica fundamental, consiste na dependéncia da
relacio Tensdo-Deformacido ou Forca-Deformacio em func¢io do atributo tempo. Os
materiais utilizados na Engenharia geralmente ndo sao influenciados por esse atributo. Em
contra-partida, os tecidos bioldgicos, tais quais as algas intestinais, possuem estreita
correla¢ao com o fator tempo, pois, esse 6rgio, a rigor, pertence a classe dos materiais com
propriedades viscoeldsticas nio lineares (MOHSENIN, 1970; DAL FABRO, 1979).

Um material de comportamento viscoeldstico apresenta a conjungio de conceitos de
elasticidade assim como fundamentos de viscosidade. Com fregiiéncia. pesquisadores tém
utilizado, na tentativa de descrever essas propriedades, modelos mecanicos como Modelos
Analégicos de Maxwell e de Kelvin (FUNG, 1993).

Sob essas premissas, estudos com testes biomecanicos sdo realizados e
aperfei¢oados com a finalidade de obter a real capacidade da resisténcia de ruptura do
espécime contendo a anastomose e essa medida critica poderia ser representada pela
Energia Intrinseca de Deformagdo (FUNG, 1967. TIMOSHENKO e GOODIER, 1970;
FORRESTER, 1973). Essa grandeza fisica expressa o trabalho realizado por meio de uma
forca aplicada externamente sobre um corpo eldstico, deformando-o e € equivalente ao
valor da drea delimitada pela fungdo Tensio x Deformacdo ou For¢a x Deformagio
(FORRESTER, 1973; GOTTRUP, 1980: FUNG, 1993).

No entanto, o uso do suporte da Fisica e da Engenharia em abordagens
biomecénicas nos tecidos bioldgicos ainda encontra-se em fase inicial de estudo, pois, a
variabilidade de componentes macroscopicos € microscopicos encontrados nesses

materiais, além da variabilidade na quantidade e na qualidade de tecidos presentes em cada
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espécime, faz com que as Equagdes Constitutivas sejam de dificil determinagio e
aplicabilidade (BEER e JOHNSTON JUNIOR, 1980).

Em virtude disso, baseado no Principio Universal da Conservacio de Energia,
desenvolveu-se neste trabalho o teste biomecénico Energia Total de Ruptura. Esse método
tem por fungdo obter a resultante das energias aplicadas no segmento de célon contendo a

anastomose durante o ensaio mecianico.
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2.0OBJETIVO




Analisar e avaliar os efeitos de diferentes concentragoes de oxigénio durante a fase
inicial do processo de cicatrizagdao em anastomose de cdlon descendente de ratos,

comprometida ou ndo pela isquemia induzida.
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3. HIPOTESE




Assertiva 1: A isquemia interfere negativamente durante a fase inicial da
¢ioatrizagao colica.

Assertiva 2: A terapéutica hiperoxigenacdo hiperbarica eleva a fragio de oxigénio
fisicamente diluido no plasma e, conseqgiientemente, a tensao tissular de oxigénio.

Hipotese: A aplicagdo da terapéutica hiperoxigenacdo hiperbdrica durante a fase
inicial da cicatrizacdo de c6lon descendente de rato, comprometida ou ndo pela isquemia

interfere positivamente nesse processo de reparagao tecidual.

Hipdtese
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4. MATERIAIS
E
METODOS




4.1. LOCAL DE EXPERIMENTACAO

Os experimentos foram realizados no laboratorio de Técnica Cirdrgica do Nicleo de
Medicina e Cirurgia Experimental da Universidade Estadual de Campinas.

Os animais operados permaneciam no Biotério do Niicleo de Cirurgia e eram
alojados em gaiolas especificas. Cada gaiola continha cinco ratos.

O ciclo clarofescuro foi caracterizado pela ag¢do de luz artificial por periodo de 12
horas ao dia. sendo a temperatura ¢ a umidade semelhantes as do ambiente geral. Além
disso, manteve-se livre o suprimento de dgua e ragio (NUVILAB-CRI® - NUVITAL
NUTRIENTES Ltda) durante todo o experimento.

Os resultados foram obtidos e analisados no Nicleo de Medicina e Cirurgia
Experimental da Universidade Estadual de Campinas e no LABI, Laboratorio de

Bioinformdtica da Universidade Estadual do Oeste do Parand, campus de Foz do Iguagu.

4.2. ANIMAIS UTILIZADOS

Neste trabalho foram utilizados 60 ratos machos (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia), da linhagem Wistar, com massa corporal variando de 300 a 350
gramas ¢ idade aproximada de 120 dias. Os animais foram fornecidos pelo Centro de
Bioterismo — CEMIB / UNICAMP e criados sob condi¢des ambientais e alimentares

similares.

4.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.3.1. DIviISA0 EM GRUPOS E SUBGRUPOS

Os 60 animais foram divididos em dois grupos de 30 e apresentavam as
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caracteristicas a seguir:
Grupo 1 - Sem isquemia induzida. Animais onde se praticou Seccdo e anastomose
no colon descendente e
Grupo 2 — Com isquemia induzida. Animais onde se praticou sec¢io e anastomose
no colon descendente. A seguir, instalou-se a isquemia arterial e venosa nesse segmento
intestinal.
Cada grupo. por sua vez, foi dividido em trés subgrupos com 10 animais cada e
sendo caracterizados pelos seguintes aspectos (Figura 1):
® Subgrupo 1.1 — Auséncia de isquemia + ar ambiente. Controle do Grupo 1.
Composto por 10 ratos submetidos a feitura de anastomose em célon sem
isquemia e deixados evoluir respirando ar ambiente:
® Subgrupo 1.2 — Auséncia de isquemia + terapéutica por oxigénio a 100%
normobarica. Composto por 10 ratos submetidos a feitura de anastomose em
colon sem isquemia e deixados evoluir respirando ar ambiente, além de uma
sessao didria de 90 minutos, inalando oxigénio a 100%, no interior de uma
camara hiperbdrica experimental a uma atmosfera absoluta:
® Subgrupo 1.3 — Auséncia de isquemia + terapéutica por oxigénio a 100%
hiperbarica. Composto por 10 ratos submetidos 2 feitura de anastomose em
colon sem isquemia e deixados evoluir respirando ar ambiente, além de uma
sessdo didria de 90 minutos, inalando oxigénio a 100%, no interior de uma
camara hiperbdrica experimental, em condigdes hiperbdricas de duas atmosferas

absolutas;
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Subgrupo 2.1 - Isquemia + ar ambiente. Controle do Grupo 2. Composto por
10 ratos onde se praticou seccdo e anastomose no célon descendente. A seguir,
instalou-se a isquemia arterial e venosa nesse segmento Intestinal. Apos, os
animais foram deixados evoluir respirando ar ambiente;

Subgrupo 2.2 — Isquemia + terapéutica por oxigénio a 100% normobadrica.
Composto por 10 ratos onde se praticou sec¢do e anastomose no colon
descendente. A seguir, instalou-se a isquemia arterial e venosa neste segmento
intestinal. Apdés, os animais foram deixados evoluir respirando ar ambiente,
além de uma sessio didria de 90 minutos, inalando oxigénio a 100%. no interior
de uma cAmara hiperbdrica experimental a uma atmosfera absoluta e

Subgrupo 2.3 — Isquemia + terapéutica por oxigénio a 100% hiperbdrica.
Composto por 10 ratos onde se praticou sec¢dio e anastomose no colon
descendente. A seguir, instalou-se a isquemia arterial e venosa neste segmento
intestinal. Apés, os animais foram deixados evoluir respirando ar ambiente,
além de uma sessdo didria de 90 minutos, inalando oxigénio a 100%, no interior
de uma camara hiperbdrica experimental, em condi¢des hiperbdricas de duas

atmosferas absolutas.
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Subgrupo 1.1

e Sem Isquemia + Ar Ambiente
(10 animais) 5

Grupol | Subgrupo 1.2 Sem Isquemia + Sessdes de O a 100%. 1 ATA

(Sem isquemia) (10 animais)
S Subgrupo 1.3 Sem Isquemia + Sessdes de O» a 100%., 2 ATA
- 30 animais - : T . .
(10 animais) (Hiperbarica)
Subgrupo 2.1

(10 animais) Isquemia + Ar Ambiente

Grupo 2 Subgrupo 2.2

: AR R Isquemia + Sessoes de O» a 100%, | ATA
(Isquemia) (10 animais)

Subgrupo 2.3 Isquemia + Sessoes de O> a 100%, 2 ATA

- 30 animais - Bl : ;
animais (10 animais) (Hiperbarica)

Figura 1. Distribuico e caracteristicas dos Grupos e Subgrupos

4.3.2. ETAPAS EXPERIMENTAIS

O delineamento experimental foi estabelecido de acordo com as seguintes etapas:

* Preparo da pelicula de polivinilcloreto (PVC) para o envolvimento da linha
anastomotica;

*  Anestesia;

e Procedimento cirtirgico:

®  Camara hiperbdrica experimental;

® Procedimento de exposicio dos animais pertencentes aos subgrupos 1.1 e 2.1
em ambiente com ar atmosférico:

® Procedimento de exposicio dos animais dos subgrupos 1.2 e 2.2 ao oxigénio a

100% por meio de sessao didria de hiperéxia normobdrica a uma ATA:
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e Procedimento de exposigdo dos animais dos subgrupos 1.3 € 2.3 ao oxigénio a
100% por meio de sessdo diaria de hiperoxia hiperbarica a duas ATA:

e Aspectos clinicos apresentados pelos animais durante pos-operatorio;

e FEutanasia dos animais e avaliagdo macroscopica da cavidade peritoneal:

e Retirada, processamento ¢ limpeza do segmento de alga colica contendo a
anastomose:

e Desenvolvimento do Sistema de Aquisi¢do e Analise de Dados Biomecanicos —
SABI;

e Teste biomecanico Energia Total de Ruptura ¢

e Analise estatistica.

43.2.1. PREPARO DA PELICULA DE POLIVINILCLORETO (PVC) PARA
ENVOLVIMENTO DA LINHA ANASTOMOTICA

Uma pelicula de polivinilcloreto, obtida de recipientes de solugdo fisiologica
produzida pela empresa Baxter Healthcare Coorporation, era posicionada sobre a linha de
anastomose. Desse recipiente, recortaram-se fragmentos em forma de quadrado com dois
centimetros de lado e que eram mergulhados em uma cuba rim contendo solugao fisiologica
em temperatura ambiente.

Apos esses procedimentos, essas peliculas foram posicionadas em torno da

anastomose (Figura 2).
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Figura 2. Pelicula de PVC pronta para o posicionamento e fixacio sobre a anastomose

4.3.2.2. ANESTESIA

A anestesia foi realizada pela via venosa, por meio de pungio da veia da cauda do
rato com "scalp" nimero 13. A substéancia utilizada foi o pentobarbital sodico a trés por
cento (Hypnol-Fontoveter®). Esse anestésico era diluido em solugio fisiologica resultando
uma concentragdo de cinco miligramas por mililitro. A dose empregada foi 30 miligramas
por quilo, aplicada através de seringa de plastico de cinco mililitros, marca Nipro®.

O plano anestésico foi determinado de acordo com o reflexo respiratério e com a
tonicidade muscular apresentados pelos animais durante a anestesia € o procedimento
cirargico. O plano ideal era atingido quando o rato mantinha respiragdo regular e
apresentava flacidez da tonicidade muscular esquelética.

Para eventual manutengdo desse plano ¢ na necessidade de administrar doses
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suplementares de anestésico no periodo intra-operatorio, manteve-se o "scalp" fixado na

veia da cauda do animal, acoplado a seringa com a substancia pentobarbital (Figura 3).

Figura 3. Posicionamento do "scalp' conectado 4 seringa contendo a substancia
anestésica na veia da cauda do animal

4.3.2.3. PROCEDIMENTO CIRURGICO

Todos os animais foram operados pelo autor, sendo utilizada a mesma técnica ¢
instrumental (Figura 4). O dia cirargico para cada um dos seis subgrupos foi determinado
por meio de sorteio. No quarto dia pos-operatorio, depois de realizada a cutanasia, 0s
animais foram submetidos ao teste biomecanico Energia Total de Ruptura.

O ato operatorio foi dividido em procedimentos cirdrgicos gerais e especificos. O
primeiro consistiu na execugdo de etapas operatorias similares para os Grupos 1 ¢ 2.

enquanto que o segundo era caracterizado pela instalagdo do modelo de isquemia com
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comprometimento arterial e venosa no colon descendente, apos a realizagdo das
anastomoses colicas. Esses procedimentos foram executados somente nos animais

pertencentes ao Grupo 2.

Figura 4. Mesa cirurgica com os materiais utilizados durante os procedimentos

Os procedimentos cirdrgicos gerais seguiram as seguintes ctapas:

e Auséncia de jejum antes do procedimento cirurgico;

e  Pesagem do animal;

e  Anestesia;

e Anti-sepsia da area cirurgica e tricotomia da parede abdominal anterior do
animal, com solugdo topica de polivinilpirrolidona - iodo a 10%;

e Posicionamento do animal em decubito dorsal (Figura 5);
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Figura 5. Posicionamento do animal em prancheta cirirgica

Colocag¢io de campo fenestrado;

Incisdo mediana de quatro centimetros. por planos, até a cavidade peritoneal ¢
contencdo das bordas da incisdo por meio do uso de afastador tipo Finochietto
(Figura 6);

Exteriorizacdo cuidadosa das algas intestinais. Primeiro, a regiao cecal e a
seguir, o intestino delgado. Apds, essas estruturas cram protegidas em gazes
embebidas por solugdo fisiologica;

Delimitagdo do local a ser realizada a anastomose, a dois centimetros da

reflexdo peritoneal (Figura 7).
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Figura 7. Local demarcado para confec¢do da anastomose
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Malaxacdo das fezes que por ventura eram encontradas na regido delimitada

para a confec¢do da anastomose. deslocando-as para porgao distal:

Protecdo da cavidade abdominal por meio de gazes esterilizadas e posterior
seccdo do colon em sentido transversal, com tesoura de iris, no local

demarcado;

Confecgdo da anastomose em plano tunico, com pontos seromusculares.
extramucosos com justaposigdo das bordas. Passavam-se, primeiramente, dois
pontos de reparo, sendo um na borda mesocolica e outro na borda anti-
mesocolica. Apos. eram dados. em média, 20 pontos para completar a linha de
sutura. O fio foi de polipropileno, sete zeros, monofilamentar, munido de

agulha cilindrica de seis milimetros ¢ trés décimos (Prolene ®) (Figura 8);

Figura 8. Final de confeccdo da anastomose colica

Materiais e Métodos

47



Finalizando a confecgdo da anastomose, a pelicula de polivinilcloreto,
previamente preparada, era fixada em torno da anastomose, revestindo-a. Um
dos lados dessa pelicula era suturado ao mesocolon por meio de quatro pontos
de fio de polipropileno sete zeros, monofilamentar, agulha cardiovascular

de um centimetro (Prolene®) (Figura 9);

Figura 9. Fixa¢do de um dos lados da pelicula de PVC

Repetiu-se 0 mesmo procedimento no lado oposto, sendo que a fixagdo, desta
vez, se deu no musculo ileo-lombar esquerdo. No final do posicionamento da
pelicula de protegdo, essa repousava sobre o segmento de colon sem promover

compressdo (Figura 10) e

O grande omento era entdo suturada na parede gastrica anterior com 0 mesmo

Materiais e Métodos
48



fio de polipropileno sete zeros e o tecido adiposo do corddo espermatico

ressecado bilateralmente apos a ligadura em sua base por meio de fio de

algoddo. trés zeros, ndo agulhado.

Figura 10. Final de fixacdo da pelicula de PVC sobre o colon descendente contendo a
linha de sutura

Depois de realizadas essas manobras cirargicas, as algas intestinais eram

recolocadas e adequadamente posicionadas dentro do abdémen. Em seguida, infudia-se

cinco mililitros de solucdo fisiologica na cavidade abdominal para auxiliar na reidratagdo

do animal. O fechamento da parede abdominal foi realizado em dois planos:

e  Primeiro plano: sintese do peritonio, da camada muscular ¢ da aponeurose com
sutura continua, ancorada, com o fio de poliglactina trés zeros montado em

agulha gastrointestinal de dois centimetros e meio (Polivycril ®) (Figura 11);
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e Segundo plano: sutura da pele e da tela subcutanea por meio de pontos simples,

separados, fio de poliglactina dois zeros munido com agulha gastrointestinal de

trés centimetros e meio (Polivycril ®) (Figura 12):

Figura 11. Fechamento da cavidade abdominal. Primeiro plano de sutura composto
pelo peritonio, camada muscular e aponeurose
Os procedimentos cirGirgicos especificos eram realizados somente nos animais
pertencentes ao Grupo 2.
Foram delineadas as seguintes etapas:
e Ligadura da arcada marginal a quatro centimetros proximalmente a reflexao
peritoneal, compreendendo a artéria ¢ a veia marginal (Figura 13-a);

e Ligadura do tronco da artéria mesentérica caudal logo acima da emergéncia na

aorta (Figura 13-b) ¢
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e Ligadura da arcada marginal ao nivel da reflexdo peritoneal compreendendo a

artéria e a veia marginal (Figura 13-c).

Figura 12. Fechamento da parede. Sutura da pele e subcutaneo

Utilizou-se em todas as ligaduras vasculares fios de algoddo quatro zeros.
multifilamentar ¢ ndo agulhado.

A instala¢do da isquemia ocorreu sempre apos a confecgdo da anastomose (Figura
14). Com o final dos procedimentos, o instrumental era lavado ¢ mergulhado em solugdo

de alcool a 70% por um periodo de 30 minutos.

Apos o término de cada ato operatorio, o processo de limpeza dos materiais

cirurgicos era repetido.
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Figura 13. Modelo experimental de isquemia em célon. (a) Ligadura da arcada
marginal ao nivel da reflexdo peritoneal, (b) Ligadura do tronco da artéria
mesentérica caudal logo acima da emergéncia na aorta ¢ (¢) Ligadura da arcada
marginal a quatro centimetros da reflexao peritoneal. Cabeca a direita.

Figura 14. Co6lon descendente. Cinco minutos apds a instalacdo da isquemia
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4.3.2.4. CAMARA HIPERBARICA EXPERIMENTAL

A camara hiperbarica experimental encontra-se instalada no Nucleo de Medicina e
Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

Consiste de um vaso de pressdo com volume de 110 litros. Possui uma escotilha
removivel em uma das extremidades com func¢do de abertura e fechamento da camara
(Figura 15-A).

Na parede lateral, encontram-se duas vigias circulares de vidro temperado. medindo
17 centimetros de didmetro. Essas vigias permitem a visibilidade dos animais dentro da
camara, possibilitando assim, observar os mesmos durante sessdes de hiperoxia hiperbarica
(Figura 15-B).

Na outra extremidade do vaso de pressdo ha uma valvula de exaustdo com a
finalidade de permitir a liberagdo de gases durante a fase final da sessdo de hiperoxia

hiperbarica (Figura 15-C).

Figura 15 A e B. Camara hiperbdrica. Vista lateral, vigias circulares e escotilha
removivel
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Figura 15 C. Vilvula principal para promover a exaustao de gases da cimara

Além dessa valvula, existem no painel de controle outras quatro valvulas e um
fluxometro. Dois desses dispositivos sdo responsaveis pelo controle de admissao de gases,
enquanto que os outros dois, pela exaustao (Figura 16).

Uma das valvulas de admissao realiza o ajuste de alto fluxo de entrada dos gases no
sistema da camara hiperbarica enquanto a outra, efetua o ajuste fino. Ambas sdo
controladas pelo fluxémetro (Figura 16).

Os ratos eram posicionados no interior da cadmara em gaiolas especiais de
contengao, permitindo a permanéncia de at¢ 5 animais, com liberdade de movimento

(Figura 17).
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Figura 16. (a) Fluxémetro, (b) vdlvula de exaustao, (c) valvula de exaustao - ajuste
fino, (d) valvula de admisséao - ajuste fino e (e) valvula de admissao
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Figura 17. Gaiola especial de conten¢@o dos animais na cimara hiperbarica
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4.3.2.5. PROCEDIMENTO DE EXPOSICAO DOS ANIMAIS PERTENCENTES AOS
SUBGRUPOS 1.1 E 2.1 AO AR AMBIENTE

Os animais pertencentes aos subgrupos 1.1 e 2.1, apds os procedimentos cirirgicos.
eram colocados em gaiolas com cinco ratos em cada uma.

Durante todo o periodo de pos-operatdrio, esses animais permaneceram respirando

ar ambiente até o momento da eutanasia.

4.3.2.6. PROCEDIMENTO DE EXPOSICAO DOS ANIMAIS DOS SUBGRUPOS 1.2 E 2.2
A0 OXIGENIO A 100 % POR MEIO DE SESSAO DIARIA DE HIPEROXIA NORMOBARICA A
UMA ATMOSFERA ABSOLUTA

Inicialmente, cinco ratos pertencentes aos subgrupos 1.2 ou 2.2 eram operados. No
final desses procedimentos. esses cinco animais eram imediatamente submetidos a
exXposi¢do ao oxigénio em concentragdo de 100% durante 90 minutos.

Enquanto essa sessdo era realizada, operavam-se 0s cinco ratos restantes. Apos, era
aplicado o mesmo protocolo de exposi¢do ao oxigénio.

A partir do primeiro dia de pos-operatorio, os 10 ratos do mesmo subgrupo eram
submetidos conjuntamente a sessdo diaria de exposi¢do ao oxigénio, sempre no mesmo
horario.

Esses procedimentos, orientados aos subgrupos 1.2 ¢ 2.2, apresentavam o protocolo
experimental a seguir:

e [avagem da area interior do vaso de pressao da camara hiperbarica com agua;

e Posicionamento dos animais na camara;

e Fechamento da escotilha;

Materiais e Métodos

56



e Ventilagdo da camara com oxigénio a 100% durante cinco minutos com a
valvula de exaustdo aberta;

e Inicio do fluxo de admissdo constante de oxigénio a 100% em volume de 10
litros por minuto durante periodo de 90 minutos e fechamento da valvula de
exaustdo até a camara atingir a pressao de uma atmosfera absoluta e

e No final da sessao, os ratos eram retirados da camara hiperbdrica e novamente
colocados em gaiolas de contengao.

Esses procedimentos eram repetidos diariamente, sempre no mesmo hordrio, até o

terceiro dia. Na totalidade, realizaram-se quatro sessodes de hiperoxia até a eutanasia, no

quarto dia.

4.3.2.7. PROCEDIMENTO DE EXPOSICAO DOS ANIMAIS DOS SUBGRUPOS 1.3 E 2.3
AO OXIGENIO A 100% POR MEIO DE SESSAO DIARIA DE HIPEROXIA HIPERBARICA A
DUAS ATMOSFERAS ABSOLUTAS

Os animais pertencentes aos subgrupos 1.3 e 2.3 apresentaram o mesmo protocolo
cirtirgico dos subgrupos 1.2 ¢ 2.2.

Iniciou-se com o ato operatério dos cinco primeiros animais, apos 0 que, 0s ratos
eram imediatamente colocados na cimara hiperbdrica. Enquanto a sessdo de hiperoxia
hiperbarica era realizada, dava-se inicio aos atos operatorios dos cinco ratos restantes. No
final, esses animais eram também submetidos & sessdo de hiperoxigenacdo em condigdes
hiperbaricas de duas atmosferas absolutas.

A partir do primeiro dia de pés-operatorio, as sessdes ocorreram diariamente sempre

no mesmo hordrio, sendo que os animais pertencentes ao mesmo subgrupo eram todos
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colocados. a0 mesmo tempo. na camara hiperbdrica.

Os procedimentos de exposi¢do ao oxigénio a 100% em condig¢des hiperbdricas,

especificos para os subgrupos 1.3 e 2.3, foram delineadas conforme as etapas abaixo:

e Lavagem da drea interior do vaso de pressido da cidmara hiperbdrica com dgua;

e Posicionamento dos animais na ciimara;

e Fechamento da escotilha;

e Ventilagio do interior do vaso de pressdo da cimara hiperbdrica experimental
durante cinco minutos pelo oxigénio a 100% e com fluxo constante de 10 litros
por minuto, mantendo a valvula de exaustio aberta;

e Fechamento da vdlvula de exaustio;

e Inicio da pressurizagdo da cdmara com duragdo de 15 minutos até alcancar a
pressdo de duas atmosferas absolutas;

e  Manutengio da ventilagdo por um periodo de 90 minutos em fluxo constante de
10 litros por minuto com oxigénio a 100%, a duas atmosferas absolutas;

e  Despressuriza¢do durante 15 minutos e

e Recolocagdo dos animais na gaiola de contencido com a liberacio imediata de
agua e ragao.

Durante as sessdes de hiperéxia hiperbdrica, as caracteristicas clinicas apresentadas

pelos animais no interior da cimara eram observadas e monitoradas através das vigias

laterais.
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4.3.2.8. OBSERVACAO DOS ASPECTOS CLINICOS DOS ANIMAIS DURANTE O POs-
OPERATORIO

Os aspectos clinicos, observados durante o pos-operatorio, estdo relacionados
abaixo:

e Peso;

e Aspecto geral ;

e Ingestdo de alimentos:

e  Aspectos da ferida operatoria;

e Distensdo abdominal ¢

e (Caracteristicas das fezes.

4.3.2.9. EUTANASIA E AVALIACAO DA CAVIDADE ABDOMINAL

A eutanasia foi realizada no quarto dia de pos-operatorio com o uso de dose letal de
tiopental sédico a trés por cento através da veia caudal do rato. A seguir, a cavidade
abdominal era aberta por incisdo mediana de quatro centimetros.

Por meio dessa exposi¢do, a cavidade peritoneal ¢ a anastomose eram inspecionadas

com a finalidade de detectar presenga de secregdes, deiscéncias e aderéncias.

4.3.2.10. RETIRADA, LIMPEZA E PROCESSAMENTO DA ALCA COLICA CONTENDO A
ANASTOMOSE

O segmento de colon contendo a anastomose, medindo cerca de cinco centimetros
de comprimento, era retirado e submetido a limpeza.

Quando as fezes estavam presentes nas extremidades do espécime, movimentos
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suaves de malaxagdo digital eram realizados para retira-las.

As fezes que porventura estavam localizadas em area de anastomose, primeiramente
cram amolecidas e posteriormente retiradas. Apos, o lamen da alga era lavado com fluxo
lento e continuo de solugdo fisiologica para remover os residuos fecais que aderiram na
mucosa.

Essa manobra visava ndo permitir que particulas obstruissem alguma via do sistema
de medigao (Figura 18).

Os espécimes limpos, eram mergulhados individualmente, por 30 minutos, em um
recipiente tipo Becker contendo solugdo fisiologica e cloridrato de papaverina. A

concentragdo dessa solugdo era de 250 miligramas por litro a 37 graus Celsius.

Figura 18. Segmento de colon contendo a anastomose apés a limpeza

A seguir, 0 segmento de alga era reduzido a uma extensdo de quatro centimetros,
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valor esse conferido por paquimetro. A anastomose localizava-se equidistante das
extremidades ¢ os excessos proximais e distais dos segmentos foram secionados com
tesoura de iris e desprezados.

Por meio desse procedimento, os espécimes apresentavam-se com as suas paredes
relaxadas, minimizando assim. as varia¢des de contragdes espasmodicas decorrentes da

manipulagdo.

4.3.2.11. DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA DE AQUISICAO E ANALISE DE DADOS
BIOMECANICOS - SABI

O desenvolvimento do SABI foi realizado em parceria entre o Servigo de Colo-
Proctologia da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP ¢ o Laboratorio de
Bioinformatica - LABI, laboratorio esse pertencente a Universidade Estadual do Oeste do
Parana - UNIOESTE / Campus de Foz do Iguagu (Figura 19).

Esse sistema de aquisi¢do e andlise de dados biomecanicos possui como fungdo
automatizar e reproduzir matematicamente o comportamento biomecénico de alga colica de
ratos e esta inserido no teste biomecénico Energia Total de Ruptura.

O SABI ¢ composto por dois subsistemas :

e Subsistema 1 - Responsavel pela aquisi¢do de dados por meio de comunicagio

serial via RS232 e
e Subsistema 2 - Responsavel pela interpretag@o e analise de dados adquiridos.
Para isso, utiliza-se do método de integralizagdo numérica Regra dos Trapézios

com a finalidade de calcular a area delimitada pela fun¢ao For¢a x Elongagao.
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Essa area representa a energia interna acumulada pelo segmento de colon
contendo a anastomose até 0 momento de seu rompimento ¢ ¢ obtida por meio

da aplicagdo do teste biomecanico Energia Total de Ruptura

Para o desenvolvimento do sistema SABI, era necessario determinar,

primeiramente, os requisitos de implantagdo, os quais estdo relacionados a seguir:

Adaptacdo do sistema SABI as restri¢des impostas pela célula de carga da
balanca de precisdo, funcionando de acordo com as caracteristicas de
comunicagdo disponibilizadas pela interface serial RS232. incluindo as

configuragdes de velocidade, tamanho da palavra, paridade e delimitadores de

informagao, além do protocolo de comunicagdo;

5ABI - Sistemz de Aquisigdo & Analise de Dados Biomecanicos
Yersao 1.0 - Beta

Junho de 2002

Unioeste - Campus Foz do Iguagu
Servigo de Colo-Proctologia - Departamento de Cirurgia da FCM - UNICAMP

JILABI

Laboratoério de Bicinformatica
Copyright LABI - Laboratdno de Bioinforméatica

Figura 19. Janela de apresentacio do aplicativo SABI

Aquisi¢do de informagdes por meio de eventos. permitindo assim, a captagdo de
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um maior namero possivel de amostras por unidade de tempo e
conseqiientemente, permitir 0 processamento dessas informagdes sem

prejudicar a proxima aquisigao e

Garantir por meio de mecanismos de seguranga a integridade das informagoes,
tendo em vista que o ensaio mecdnico de cada espécime somente podera ser

realizado uma vez.

Além dos requisitos citados anteriormente, o sistema SABI exigiu também a

definigdo dos seguintes itens funcionais:

Interface amigavel, facilitando a utilizagdo do aplicativo pelo pesquisador,
incluindo a possibilidade de defini¢@o dos atributos da comunicagdo, iniciagdo e
finalizagao do processo de captura dos dados. Pode-se promover ainda por meio
desta interface a definigdo dos nomes, caminhos dos arquivos de saida do

sistema, visibilidade gréafica e a respectiva area;

Configuracdo do canal de comunica¢do serial, permitindo durante o tempo de
=

execucdo, a determinacgdo de seus atributos ou a sua alteragéo;

Processo de iniciagdo e finalizagdo do processo de recep¢do de pacotes relativos

a cada amostra;

Recepgao dos pacotes de dados, intervindo na extragdo do valor da forga e
posteriormente, sujeita-lo ao armazenamento em um arquivo de dados,

conjuntamente com a unidade de tempo ¢

Interpretagdo dos dados originais escritos no arquivo de dados, transformando-
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os em unidades de forca e tempo, sendo representadas pela grama-forca e
segundo, respectivamente. O ultimo atributo € diretamente proporcional em
relagdo a elongacdo do segmento de alga, pois, a velocidade de tracdo do
sistema apresenta-se constante durante todo o periodo experimental. As
amostras de dados adquiridos antes do inicio do teste biomecédnico ETR ¢ apos
a ruptura do espécime, sdo descartadas do sistema, pois ndo fazem parte da
curva que determina a energia necessaria para promover a ruptura da
anastomose do segmento de alga cdlica. ApoOs esses processos, os valores
captados sdo delineados na fung¢do For¢a x Elongagdo em forma de uma curva,
cuja integralizacdo numérica permite o calculo dessa area, sendo o seu valor
correspondente a Energia Total de Ruptura (Figura 20).

Eepert parn BMF | 2 tmpeess || Fachar |

Energia total de ruptura

Forga [gf]

cHessBIEFEELEE NS EEEESEHEREERR

Elongagao [cm]

Figura 20. Area calculada pelo aplicativo SABI e configurada em tela do computador
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O subsistema 2 assume uma posi¢do estratégica dentro dos subsistemas € modulos
implantados. pois atua de forma paralela com o experimento, possuindo a fungdo de
adquirir, tratar, gerar saidas em tempos extremamente pequenos € promover a manutengdo
da consisténcia e da seguran¢a das informagdes apdés a configuragdo do canal de

comunicagdo serial (Tabela 1).

Tabela 1. Configuracdes implementadas para o canal serial

ITEM DE CONFIGURACAO VALORES POSSIVEIS
Velocidade em bps (bits por segundo) 1200, 2400, 4800, 9600, 19200
Tamanho da palavra (em bits) 5.6,7.8

Bits de controle (Stop Bit) 1.2

Paridade Ausente, Impar ou Par

Uma vez definidos os critérios de comunicagdo, o sistema csta preparado para
iniciar a captacdo de informagdes. O protocolo implementado posiciona-se de acordo com a
orientacdo de eventos, isto €, sempre que houver a presenca de uma informagdo. a
prioridade de tratamento sera dada a ela. Além disso, a caracterizagao do fluxo de
informagdo ¢ tido como Half-Duplex, pois o sistema apresenta tanto a fungdo de
transmissor como a de receptor para o mesmo pacote de dados e este ciclo se repete ate o
final do experimento.

A seqiiéncia de execugdo do subsistema de aquisicdo de informagdes esta
demonstrada na Figura 21. Como mencionado anteriormente, o protocolo implementado
utiliza dois pacotes, um de controle que solicita um pacote de dados, ¢ o proprio pacote de

dados. O pacote de controle é especificado na Tabela 2 e o pacote de dados na Tabela 3.
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Figura 21. Diagrama de seqiiéncia do subsistema de aquisicio de dados

Depois de definidas as regras de comunicagdo serial, o sistema parte para o

tratamento do pacote de dados adquiridos, que em média, sdo em freqiiéncia de 3 por

segundo.

O tratamento ¢ feito pela interpretagdo de cada byte recebido e utiliza duas

abordagens:

e Abordagem destinada a seguranga fisica do dado adquirido e

e Abordagem voltada para a geragdo de uma saida que permita um tratamento

estratégico pelo subsistema de analise de informagdes.

Tabela 2. Pacote de controle

S (1 BYTE)

I (1 BYTE)

ASCII 13 (1 BYTE)

ASCII 10 (1 BYTE)

Materiais e Méiodos

66




Tabela 3. Pacote de dados

STATUS VALOR DO PESO UNIDADE ASCII13 ASCII 10
ID (1 BYTE) | (1 BYTE) | (1 BYTE) (10 BYTES) _(1 BYTE) (3 BYTES) (1 BYTE) (1 BYTE)

A primeira abordagem, vinculada ao requisito de seguranga, possui a preocupagao
em manter uma copia de todas as informagdes geradas pela célula de carga da balanga sob a
forma de um arquivo. Esta copia fisica de cada byte € realizada por meio da extensao

“ bak™ e possui a capacidade de identificar o grupo do experimento.

A scgunda abordagem tem por finalidade extrair de cada pacote as informagdes
relevantes para o subsistema 2. Para isso, cada byte ¢ interpretado até o final do pacote.
Apos esses procedimentos, as informagdes de controle do pacote sdo descartadas ¢
decorrente desse processo, a informagao relativa a unidade de forga ¢ separada e gravada no
arquivo de dados, sendo que o nome deste arquivo representa o grupo de amostragem do

experimento.

Definidas as abordagens utilizadas no processo de recep¢do. a finalizagao ¢ a

iniciagao do sistema SABI sera realizada pelo usuario do sistema.

Os produtos finais dos subsistemas sdo armazenados em arquivos de informagdes,
sendo esses caracterizados pelo carregamento inicial para uma area de memoria na forma
de uma matriz bidimensional, os quais contém os dados relativos a forga € ao tempo
adquirido de cada espécime desde o instante inicial do experimento at¢ o momento de

ruptura final.

No inicio do experimento ha a presenga de registros com caracteristicas instaveis, e

ap6s a montagem integral do teste biomecéanico ETR, um balango era realizado para que
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todos os testes iniciem com valores iguais (zero grama-forga). Apos o inicio do teste, serdo
considerados todos os valores captados pelo SABI até o instante anterior a ruptura da
anastomose colica. sendo que os dados adquiridos pos-rompimento ndo serdo considerados
para o calculo da 4rea. Com a delimita¢do do intervalo da curva da func¢io For¢a x Tempo,
este ultimo atributo ¢ entdo convertido para Elongagdo. pois a velocidade de tragdo do
sistema ¢ constante durante todo o experimento, e sendo assim, o tempo de ruptura

apresenta uma proporcionalidade direta em relagdo a elonga¢do da alga.

Portanto, a fungdo Forga x Tempo sera transformada em fun¢do For¢a x Elongacao
¢ a area calculada por meio da integralizagdo numérica Regra do Trapézio, determinara a

Energia Total de Ruptura acumulada no espécime para promover a sua ruptura (Figura 22).

4 Alteracio de corpo de teste

Iﬁlum 1 _ﬂ

IdentificacBo
|Rare 1

Massa pré-operatoria  Massa pos-dperatoria
300 gramas [ 265 gramas

8

i}
=

Forga [gf]
I

Comentario

g

Rato apresentava-se sadio com leve reducao do peso ___}

o

1
Elengagio [cm]

Escala | Tel&chgiﬂl

Elongagdo total Forga méxima

' cm of
| Energia total Tempo de AquisicBo

EEEZE J < s

| - | > I o | Adquirir dados atraves
o Confimar @ Cancelar | X Excur | serel |  Aquvo | 1 Fechar|

Figura 22. Formuldrio de cadastro do aplicativo SABI
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4.3.3. ESTUDO DOS PARAMETROS MECANICOS

4.3.3.1. TESTE DE RESISTENCIA BIOMECANICA ENERGIA TOTAL DE RUPTURA
(ETR)

A Energia Total de Ruptura for definida como a energia interna acumulada
necessaria para promover o rompimento da anastomose em colon descendente do rato, apos
a imposi¢do de uma forga axial externa de tragao.

Essa energia foi obtida por meio do aplicativo SABI - Sistema de Aquisi¢do €
Analise de Dados Biomecanicos, o qual esta inserido no teste de resisténcia biomecanico
Energia Total de Ruptura.

A Energia Total de Ruptura pode ser expressa por meio de unidades pertencentes ao
sistema internacional (SI) e ao sistema CGS. A presenga dessa funcionalidade foi
decorrente da aplicagdo do sistema de conversdo de unidades estabelecido pelo aplicativo
SABI (Figura 23).

Depois de retirado da solugdo de papaverina, o espécime previamente preparado foi
submetido ao seguinte procedimento:

e Introducdo de um canhio de cateter nimero 18 com a luz pérvia na extremidade

proximal da alga, e fixada com fio de seda um zero e
e Introdugdo de um canhdo de cateter nimero 18, com a luz obliterada e anexada
a um sistema de corrente, na extremidade distal da al¢a ¢ fixada com fio de seda

um zero.
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AF selecdo do sistema de unidades . x|

Tempo Disténcia-

" hora = centimetros

" minutos 7" polegadas

= segundos T pées

Forga Press&o

- Newton = mmHg

= Grama-forga " Pascal

" Dine 7 Atm

Energia
=

& Jdouls > Restaurar
Lo OK

< Erg X Cancelar |

Figura 23. Formulario de cadastro de sistema de unidades do aplicativo SABI

A regido da alga em que foi submetida a tragdo apresentava um centimetro € meio
de extensdo, valor esse confirmado com o uso de paquimetro em todos 0s espécimes antes

de serem submetidos ao teste ETR (Figura 24).

(c) (a) (b)
@ |

AWA 7ATrA

— 1,5 cm

Figura 24. Representacdo esquematica: (a) segmento de c6lon com a anastomose
(linha pontilhada), (b) canhfo niimero 18 com a luz aberta e (¢) canhdo niimero 18
com a luz vedada e fixada em sistema de corrente

O sistema proposto para promover a medi¢do da Energia Total de Ruptura por meio

do teste de resisténcia biomecanico ETR foi constituido pelos seguintes componentes:
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Sistema de tragdo de uma bomba de infusdo da marca B.BRAUN / Modelo
871.012 (Figura 25-a);

Gancho de aco inoxidavel especialmente confeccionado (Figura 25-b):

Canhio de cateter endovenoso de "teflon" nimero 18 com a luz vedada e fixada
em um sistema de corrente (Figura 25-¢):

Canhdo de cateter endovenoso de "teflon" niimero 18 com a luz aberta (Figura
25-¢);

Torneira de tripla-via com a extremidade fixada em um sistema de corrente
(Figura 25-1);

Balanga de precisdo da marca Mettler-Toledo / Modelo SB8000 (Figura 25-g)
Célula de carga da balanca de precisdo da marca Mettler-Toledo / Modelo
SB8000 (Figura 25-h);

Alavanca confeccionada para promover a conexdo da célula de carga da
balanga de precisdo com o sistema de tragdo (Figura 25-1);

Saida serial da balanga de precisdo (Figura 25-));

Cabo de comunicagdo serial (Figura 25-1);

Microcomputador PC padrdo com canal de comunicacao serial (Figura 25-m);
Cateter de polietileno (P.E. 80) - 50 centimetros de comprimento (Figura 25-n):
Seringa de plastico com volume de 10 mililitros, de marca Nipro. posicionada
no transdutor de pressdo do poligrafo (Figura 25-0);

Poligrafo marca Siemens-Elema - Modelo 804 Mingograft (Figura 25-p) ¢

Aplicativo SABI - Sistema de Aquisi¢do e Analise de Dados Biomecanicos.
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Sistema de
tragcao

Figura 25. Representaciao esquemaética do Teste Biomecinico Energia Total de
Ruptura: (a) sistema de tracgao, (b) gancho de a¢o inoxiddvel, (¢) canhio de cateter
nimero 18 com a luz vedada e fixada em sistema de corrente, (d) segmento de alca

colica contendo a anastomose na area central, (¢) canhao de cateter nimero 18 com a
luz aberta, (f) torneira de tripla-via fixada em sistema de corrente, (g) balanca de
precisdo, (h) célula de carga, (i) alavanca de conexao entre a célula de carga da
balanca com os componentes do sistema, (j) saida serial da balanca, (I) cabo de
comunicacio serial, (m) microcomputador PC padrio, (n) cateter de polietileno P.E.

Poligrafo

Transdutor |o

80, (0) transdutor do poligrafo e (p) poligrafo
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Para tornar mais diddtica e proporcionar uma melhor compreensio do teste de
resisténcia biomecénica Energia Total de Ruptura, esse método serd integralmente descrito
com Os seus componentes nas suas respectivas posicoes pronto para o inicio da realizacdo
do teste (Figura 26):

e Balanca de precisio com a célula de carga posicionada superiormente aos

componentes do sistema;

e Saida serial RS232 da balanca de precisao conectada por meio do cabo de
comunicagio serial a entrada do microcomputador PC;

e Posicionamento da alavanca de conexdo entre a célula de carga da balanca de
precisio com o restante dos componentes pertencentes ao sistema;

e  Fixacio da corrente previamente anexada em regido superior da torneira de
tripla-via na alavanca de conexdo, e este, na c€lula de carga da balanca. A via
inferior da mesma torneira de tripla-via foi acoplada ao canhio de cateter
endovenoso nimero 18 com a luz aberta, sendo esse previamente atado na alca
intestinal;

e A extremidade distal do segmento de alca, atada ao canhdo de cateter
endovenoso nimero 18 com a luz vedada e com o sistema de corrente
previamente fixada era entdo anexada ao gancho de ago inoxidavel:

e A outra extremidade do gancho de aco inoxiddvel encontrava-se fixada no
sistema de tracio da bomba de infusdo, exatamente alinhada em relagdo a célula

de carga da balanca e
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* A via lateral da torneira de tripla via foi conectada a uma das extremidades do
cateter de polietileno enquanto que a outra extremidade desse cateter a0
transdutor de pressio do poligrafo, onde uma seringa de pldstico contendo 10

mililitros de solugio fisioldgica no seu interior jd se encontrava posicionada.

Figura 26. Componentes pertencentes ao Teste de Resisténcia Biomecanica Energia
Total de Ruptura
Os componentes pertencentes ao sistema de tracio mantiveram as mesmas
propor¢Oes de localizagdo e medida na totalidade dos testes.
Com o sistema de medicdo montado, infundiu-se lentamente a solucdo fisiologica

contida no interior da seringa de pldstico pré-posicionada no transdutor do poligrafo,
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preenchendo assim. o cateter de polietileno, a via lateral da torneira de tripla-via ¢ o
segmento de alga colica, pois o fluxo da torneira de tripla-via estava aberto nas trés
diregoes.

Com esse procedimento, as bolhas de ar contidos dentro do sistema eram
eliminadas e com o posicionamento do fluxo da torneira de tripla-via na diregdo das vias
lateral e inferior. o segmento de alga e suas conexdes eram transformados em um sistema
de vasos comunicantes em rela¢do ao poligrafo. Apds essas etapas, realizou-se um balango
no poligrafo. tomando essa situagdo como linha de base zero no registro.

Em seguida, tarou-se a balanga e o movimento de trag¢do era iniciado em velocidade
de um centimetro por minuto. A partir do momento em que se iniciou 0 movimento de
arrasto, todos os componentes do sistema sofreram tragdo em diregao vertical.

Conseqiientemente. as forgas axiais crescentes aplicadas sobre o segmento de al¢a
colica transferiram-se para a célula de carga da balanga de precisdo e esses valores eram
integralmente captados. registrados ¢ analisados pelo microcomputador PC por meio do
aplicativo SABIL

A velocidade de captagdo da for¢a axial externa imposta sobre o sistema
apresentava a média de trés dados por segundo em tempo real; esses valores geravam uma
curva na tela do computador expressando a fungdo For¢a x Tempo de aquisi¢do (Figura
20,

Com a finalizagdo do processo de aquisigdo, essa fungdo Forga x Tempo era
automaticamente convertida para a fungao Forga x Elongagdo por meio do aplicativo SABIL.

Além disso. com o movimento de tragdo, originou-se uma pressao na regido

intraluminar do sistema de vasos comunicantes ¢ essa pressao cra imediatamente registrada
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pelo poligrafo.
Com o afastamento do grafico da linha de base, as variagdes da curva dessa pressao
eram adquiridas integralmente ¢ no momento de ruptura da anastomose, ¢ssa curva retorna

a sua linha de base inicial zero, decorrente da perda do liquido pela anastomose (Figura 28).
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Figura 27. Formuldrio de Aquisiciao de dados do aplicativo SABI

O registro do poligrafo se deu a uma velocidade de dois € meio milimetro por

segundo.
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Figura 28. Registro grafico da pressiao transmural captada pelo poligrafo durante o
teste ETR. Curva com ascensdo suave, formacio de plato e retorno a linha de base no
momento da ruptura
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4.3.4. ANALISE ESTATISTICA

Conforme o protocolo experimental, todos os animais, representados pelos seus
segmentos intestinais com as anastomoses, foram submetidos ao teste biomecanico Energia
Total de Ruptura e os seus resultados submetidos as andlises estatisticas. Além disso,
também foi efetuado o estudo estatistico da mortalidade decorrente do periodo de pos-
operatorio dos subgrupos pertencentes aos Grupos 1 e 2.

O teste estatistico utilizado para a avaliacdo e andlise dos resultados obtidos da
Energia Total de Ruptura foi o Mann-Whitney. Esse teste foi aplicado confrontando-se os
subgrupos dois a dois. sendo que os resultados eram considerados diferentes quando o p-
ralor foi < 0.05.

Para promover o estudo da taxa de mortalidade nos Grupos 1 e 2. era utilizado o
teste exato de Fisher, e os resultados foram considerados diferentes quando o p-valor foi <

0,05.
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. RESULTADOS




5.1. EvoLUCAO CLINICA, AVALIACAO DA CAVIDADE ABDOMINAL E DA
ANASTOMOSE

Para melhor compreensdo, as caracteristicas de cada subgrupo serdo descritas
individualmente.

Subgrupo 1.1 — Auséncia de isquemia + ar ambiente. Subgrupo controle do Grupo
1 composto por 10 animais respirando apenas ar ambiente no pos-operatorio.

Todos os animais tiveram boa evolugdo durante os quatro dias de pos-operatorio,
com boa aceitagdo de alimento e agua.

Nio ocorreram deiscéncias anastomoticas ou distensdo da parede abdominal.

As fezes encontradas nas gaiolas apresentavam-se aspecto normal durante os dias
analisados.

As cavidades abdominais, abertas apos a eutanasia, ndo apresentavam colegdes de
liquidos e as peliculas de polivinilcloreto estavam corretamente posicionadas, nao
permitindo a fixagdo de aderéncias sobre a anastomose. Com a sua remog¢ao, encontrou-se
uma fina camada de fibrina, recobrindo a linha de sutura (Figura 29).

Apos a retirada da camada de fibrina, a linha de sutura apresentava-se com bom
aspecto, sem a presenga de deiscéncias visiveis (Figura 30).

Subgrupo 1.2 — Auséncia de isquemia + oxigénio a 100% e normobarico (1 ATA).
Subgrupo pertencente ao Grupo 1 com os animais inalando ar ambiente e intercalado com
sessdo diaria de hiperoxia a 100% no interior de uma camara hiperbarica experimental, por
90 minutos a uma atmosfera absoluta. Todos os animais deste subgrupo apresentaram boa
evolucdo clinica com caracteristicas semelhantes as encontradas nos animais do subgrupo

11,
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Figura 29. Abertura longitudinal da pelicula de PVC. Fina camada de fibrina, quase
transparente, recobrindo a linha de sutura

Figura 30. Segmento de célon descendente retirado do animal pertencente ao
subgrupo 1.1
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Subgrupo 1.3 — Sem isquemia + oxigénio a 100% e hiperbarico. Subgrupo do
Grupo 1 com os animais respirando ar ambiente ¢ intercalado com sessdo diaria de
hiperoxia a 100% no interior de uma cémara hiperbarica experimental, por 90 minutos a
duas ATA. Os animais evoluiram bem clinicamente, apresentando caracteristicas
semelhantes a dos animais do subgrupo 1.1 (Figuras 31 ¢ 32).

Subgrupo 2.1 — Isquemia + ar ambiente. Subgrupo controle do Grupo 2, composto
por 10 animais e caracterizado pelo desenvolvimento do processo de cicatrizagdo da
anastomose colica comprometida pela isquemia em ar ambiente. Neste subgrupo ocorreu 0
obito de quatro animais, sendo os ratos 5, 7, 9 € 10. Os dois primeiros animais morreram no
segundo dia, enquanto os outros, no terceiro. A mortalidade desse subgrupo, de 40%, foi a

mais elevada em relagdo aos outros subgrupos.

Figura 31. Abertura longitudinal da pelicula de PVC (S1.3). Retirada da camada de
fibrina demonstrando bom aspecto da linha de sutura
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Figura 32. Segmento de célon descendente removido do animal pertencente ao S1.3

Com a necropsia, constatou-se, em todos esses animais, a presen¢a de intenso
processo inflamatorio na cavidade peritoneal e aderéncias multiplas sobre a pelicula de
polivinilcloreto. Desfeitas essas aderéncias e removidas as peliculas de PVC, os segmentos
de colon descendente apresentavam uma espessa camada de fibrina sob a regido recoberta.

Abaixo dessa camada de fibrina, encontrava-se a anastomose comprometida, com
deiscéncias de pontos de sutura e sugerindo necrose segmentar transmural distribuida ao
redor da anastomose (Figura 33). Apos a retirada da alga, ela era aberta em sentido
longitudinal observando-se extensa area com aspecto de gangrena transmural, além de
quadro inflamatério intenso da mucosa circunvizinha a esse tecido, alterando as

caracteristicas da estrutura da luz do espécime (Figura 34).

Resultados
82



QR TR ——— T S

T AL

Figura 33. Necropsia. Anastomose célica comprometida pertencente ao animal do
subgrupo 2.1 apoés a retirada da pelicula de protecdo de PVC

Figura 34. Necropsia: caracteristica da mucosa anastomdtica de rato do subgrupo 2.1
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Nos animais sobreviventes até¢ o quarto dia de pds-operatorio, apos a eutanasia, as
cavidades abdominais expostas apresentavam liquido com aparéncia turva ¢ odor fétido.

Apoés a retirada da pelicula de prote¢do de polivinilcloreto, havia uma camada
espessa com aspecto amarelado recobrindo a area sob a pelicula de PVC (Figura 35).

Sob essa camada, as areas peri-anastomoticas exibiam aparéncia de necrose
transmural segmentar margeando a linha de sutura e em menor intensidade quando

relacionada as anastomoses dos animais submetidos a necropsia (Figura 36).

Figura 35. Segmento de célon descendente pertencente ao S2.1. Presenca de espessa
camada sob a pelicula de protecio com aspecto fibrino-purulento
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Figura 36. O mesmo segmento de célon acima apos a remocao da camada de fibrina.
Tecido com aspecto necrético margeando a linha de sutura

Subgrupo 2.2 — Isquemia + oxigénio a 100% e normobarica (1 ATA). Subgrupo
pertencente ao Grupo 2 com os animais inalando ar ambiente e intercalado com sessao
diaria de hiperoxia a 100% no interior de uma camara hiperbérica experimental, por 90
minutos a uma atmosfera absoluta.

Os animais pertencentes a esse subgrupo evoluiram com trés obitos, sendo o rato 3
no segundo dia de pés-operatorio e os ratos 5 ¢ 10, no terceiro dia.

O mesmo procedimento de necropsia era realizado nesses animais, constatando-se
caracteristicas similares aos achados do subgrupo 2.1 em relagdo aos aspectos apresentados
da cavidade abdominal, do segmento de colon ¢ da linha de sutura.

Subgrupo 2.3 — Isquemia + oxigénio a 100% e hiperbarica (2 ATA). Subgrupo

pertencente ao Grupo 2 com os animais inalando ar ambiente e intercalado com sessao
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diaria de hiperoxia a 100% no interior de uma camara hiperbarica experimental, por 90
minutos a duas atmosferas absolutas.

Os animais desse subgrupo apresentaram boa evolugdo clinica. As caracteristicas
das cavidades abdominais, assim como das anastomoses apresentaram aspectos
semelhantes as encontradas nos subgrupos 1.1 ¢ 1.3 (Figura 37).

Nesse subgrupo, ocorreu um obito no terceiro dia de pds-operatério, o rato 5. ¢
durante a necropsia, constatou-se a presenca de obstrugdo do colon descendente por um
fecaloma. Esse fato comprometeu a anastomose ¢ promoveu deiscéncias em dois pontos na

linha de sutura.

Figura 37. Caracteristica da anastomose co6lica em animal pertencente ao S1.3
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5.2 ESTUDO COMPARATIVO DA MORTALIDADE ENTRE 0OS SUBGRUPOS

Durante todo o periodo experimental. que compreendia quatro dias de pos-

operatorio, ocorreram 0ito Obitos ¢ na totalidade, pertenciam ao Grupo 2.

O subgrupo 2.1 apresentou taxa de mortalidade de 40%. enquanto que os subgrupos

2.2 ¢ 2.3 atingiram os indices de 30% ¢ 10%, respectivamente.

Os resultados da mortalidade nos subgrupos pertencentes aos Grupos 1 ¢ 2 estdo

representados pela Tabela 4 e pela Figura 38.

O estudo comparativo e as analises estatisticas de mortalidade ocorrida nos
subgrupos pertencentes ao Grupo 1 e Grupo 2 foram realizados por meio do teste estatistico

de Fisher. Confrontando as taxas de mortalidade desses dois Grupos, encontrou-se uma

diferenca estatistica significante para p-valor = 0,0045.

Tabela 4. Resultados da mortalidade nos subgrupos

GRUPOS | SUBGRUPOS C]RE;zlco 1P.0.|2P.0.|3P.0.|4P.0. T(('));?TLO[_«);E
1.1 0 0 0 0 0 0
1 1.2 0 0 0 0 0 0
1.3 0 0 0 0 0 0
ol 0 0 0 1 0 4
2 22 0 0 1 2 0 3
2.3 0 0 0 1 0 1
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Mortalidade numero
de Animais

Subgrupos

Figura 38. Distribuicao grafica dos valores da mortalidade dos subgrupos 1.1, 1.2, 1.3,
2.1,22e23

5.3. TESTE DE RESISTENCIA BIOMECANICA ENERGIA TOTAL DE RUPTURA (ETR)

Neste trabalho utilizou-se o teste de resisténcia biomecanica Energia Total de
Ruptura para avaliacdo e analise da resisténcia intrinseca da anastomose em colon
descendente de rato. As rupturas sempre ocorreram na linha de sutura. Apds o teste
biomecanico Energia Total de Ruptura, as algas eram abertas no sentido longitudinal em
regido oposta ao local de rompimento.

Esse procedimento teve como finalidade analisar o padrdo macroscopico da regido
intraluminar da anastomose demonstrando a homogeneidade das suturas, a constata¢io da
localizagdo do ponto de ruptura, além de promover a analise do comprometimento da
parede da al¢a ¢ da anastomose decorrente do fator isquemia (Figura 39).

Os resultados da Energia Total de Ruptura das anastomoses colicas obtidos por

meio do teste de resisténcia biomecanica ETR estdo representados na Tabela 5 e Figura 40.
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Figura 39. Caracteristica da mucosa em segmento de al¢a colica com a sua respectiva
4rea de anastomose. (a) subgrupo 1.1 (controle), (b) subgrupo 2.3 (isquemia e
hiperd6xia hiperbirica) e (¢) subgrupo 2.1 (isquemia sem tratamento). A seta indica o
local de ruptura da linha de sutura durante o teste ETR

Subgrupos

Figura 40. Distribuicao grifica dos valores da energia total de ruptura em gf.cm
pertencentes aos subgrupos 1.1,12.13,21,2.2e23
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Tabela 5. Valores da Energia Total de Ruptura (gf.cm) dos animais pertencentes aos
subgrupos 1.1, 1.2, 1.3,2.1,2.2, ¢ 2.3

GRUPO 1 GRUPO 2

Ratos S1.1 s 1.2 S1.3 S 2.1 S22 S23
R1 15970 9341 22090 3155 1839 20690
R2 14130 6171 25720 4187 1333 7170
R3 512 10780 17430 3820 -Gbito- 19600
R4 16780 9888 18830 3356 3186 3200
R5 12706 20240 21180 -6bito- -Obito- -6bito-
R6 4822 16390 24180 2144 3481 19300
R7 12310 25120 28660 -0bito- 3869 18240
RS 15090 22860 25260 0339 2063 16510
R9 13190 13560 11720 -6bito- 4597 9871
R10 14820 9177 23020 -Obito- -Gbito- 19400

5.4. ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se o teste Mann-Whitney com a finalidade de promover a anélise estatistica
dos resultados obtidos dos subgrupos.

As avaliagoes foram realizadas comparando os subgrupos dois a dois dentro de um
mesmo grupo (Tabelas 6 a 11) e apos esse processo, os resultados dos subgrupos do Grupo
I foram confrontados, dois a dois, com os encontrados nos subgrupos pertencentes ao

Grupo 2 (Tabelas 12 a 20) .
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5.4.1. TESTE ESTATISTICO NAO PARAMETRICO DE MANN-WHITNEY ENTRE 0S

SUBGRUPOS PERTENCENTES AO GRUPO 1

Tabela 6. Comparacio dois a dois entre os subgrupos 1.1 e 1.2 - p-valor = 0,7914

SUBGRUPOS N | MEDIA | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO DP
1.1 (controle) 10 12553 13660 4822 16780 409148
1.2 10 | 143527 12170 6171 25120 6491,8

Tabela 7. Comparacio dois a dois entre os subgrupos 1.1 e 1.3 - p-valor = 0,0018

SUBGRUPOS N | MEDIA | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO DP
1.1 (controle) 10 12553 13660 4822 16780 4091.48
1.3 10 21809 22555 11720 28660 4848.,17

Tabela 8. Comparacio dois a dois entre os subgrupos 1.2 ¢ 1.3 - p-valor = 0,0142

SUBGRUPOS N | MEpia | MEDIANA | MiNIMO | MAXIMO DP
| [(5) 10 | 14352.7 12170 6171 25120 6491.8
1.3 10 21809 22555 11720 28660 484817

5.4.2. TESTE ESTATISTICO NAO PARAMETRICO DE MANN-WHITNEY ENTRE 0S

SUBGRUPOS PERTENCENTES AO GRUPO 2

Tabela 9. Comparacio dois a dois entre os subgrupos 2.1 e 2.2 - p-valor = 0,87

SUBGRUPOS N | MEDpIA | MEDIANA | MINIMO | MAXIMO DP
2.1 (controle) 6 | 2932.65 3255.5 9339 4187 1200.53
22 7 | 2909.71 3186 1333 4597 1191,58
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Tabela 10. Comparacio dois a dois entre os subgrupos 2.1 e 2.3 - p-valor = 0,0057

SUBGRUPOS N | MEDIA | MEDIANA | MiINIMO | MAXIMO DP
2.1 (controle) 2932.65 3255.5 9339 4187 1200.,33
2.3 9 | 14886.78 18240 3200 20690 64314

Tabela 11. Comparacio dois a dois entre os su bgrupos 2.2 e 2.3 - p-valor = 0,0044

SUBGRUPOS N | MEDIA | MEDIANA | MiINIMO | MAXIMO DP
2.2 7 1 2909.71 3186 1333 4597 1191.58
2.3 9 | 14886.,78 18240 3200 20690 64314

5.4.3. TESTE ESTATISTICO NAO PARAMETRICO DE MANN-WHITNEY ENTRE 0S8

SUBGRUPOS PERTENCENTES AO GRUPO 1 E GRUPO 2

Tabela 12. Comparacio dois a dois entre os subgrupos 1.1 e 2.1 - p-valor = 0,0014

SUBGRUPOS N | MEDIA | MEDIANA | MiNIMO | MAXIMO DP
1.1 10 12553 13660 4822 16780 4091 48
2:1 6 | 2932.65 32555 9339 4187 200,53

Tabela 13. Comparacio dois a dois entre os subgrupos 1.1 e 2.2 - p-valor = 0,0008

Subgrupos N | Média Mediana | Minimo | Madximo DP
1.1 10| 12553 13660 4822 16780 | 409148
2.2 7 | 2909,71 3186 1333 4597 1191,58
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Tabela 14. Comparacio dois a dois entre os subgrupos 1.1 e 2.3 - p-valor = 0,1533

SUBGRUPOS N | MEDIA | MEDIANA MiNl_MO MAXIMO DP
1.1 10 12553 13660 4822 16780 | 4091.48
2.3 9 | 14886.78 18240 3200 20690 6431.4

Tabela 15. Comparacdo dois a dois entre os subgrupos 1.2 ¢ 2.1 - p-valor = 0,0014

SUBGRUPOS N | MEDIA MEDIANA | MiNIMO | MAXIMO DpP
1.2 10| 143527 12170 6171 25120 6491.8
2.1 6 | 2932.65 3255.5 0339 4187 1200.53

Tabela 16. Comparagio dois a dois entre os subgrupos 1.2 ¢ 2.2 - p-valor = 0,0008

SUBGRUPOS N | MEDIA | MEDIANA | MiINIMO | MAXIMO DP
1.2 10| 143527 12170 6171 25120 6491.8
2.2 7 1 2909.71 3186 1333 4597 1191.58

Tabela 17. Comparagcio dois a dois entre os subgrupos 1.2 e 2.3 - p-valor = 0,9025

SUBGRUPOS N | MEDIA MEDIANA | MiNIMO | MAXIMO DP
1.2 10| 14352.7 12170 6171 25120 6491.8
2.3 0 | 14886.78 18240 3200 20690 | 643141

Tabela 18. Comparacio dois a dois entre os subgrupos 1.3 e 2.1 - p-valor = 0,0014

SUBGRUPOS N | MEDIA MEDIANA | MiNIMO | MAXIMO DP
1.3 10| 21809 22555 11720 28660 | 4848.16
2.1 6 | 2932.65 325555 0339 4187 1200.53
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Tabela 19. Comparacao dois a dois entre os subgrupos 1.3 ¢ 2.2 - p-valor = 0,0008

SUBGRUPOS N | MEDIA | MEDIANA | MiNIMO | MAXIMO DP
1.3 10| 21890 22555 11720 28660 | 4848.17
2.2 7 | 2909.71 3186 1333 4597 1191.58

Tabela 20. Comparacio dois a dois entre os subgrupos 1.3 e 2.3 - p-valor = 0,0162

SUBGRUPOS N | MEDIA MEDIANA | MiNIMO | MAXIMO DP
1.3 10 21809 22555 11720 28660 | 4848.17
2.3 9 | 14886.78 18240 3200 20690 | 643141

Por meio dos testes estatisticos, a energia total de ruptura (ETR), representante da
resisténcia mecanica intrinseca apresentada pelas anastomoses colicas foi distribuida

conforme a Figura 41.

1.1
Subgrupo

1.2 2.1

Figura 41. Disposi¢io decrescente da Energia Total de Ruptura (ETR) em gf.cm
adquirida pelos subgrupos 1.1, 1.2, 1.3, 2.1,2.2 ¢ 2.3
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6. DISCUSSAO




6.1. CONSIDERACOES INICIAIS

Deiscéncias de anastomoses colicas proporcionam o surgimento de complicagdes
graves, levando a expressivos indices de morbidade e mortalidade. Em virtude disso, torna-
se fundamental a compreensdo dos mecanismos envolvidos no seu processo de cicatrizacao.
pois. consequéncias negativas poderdo ser minimizadas (PERRY et al., 1955;
HENDRICKS ¢ MASTBOOM, 1990:; ZILLING et al., 1999).

Diversos fatores influenciam e modificam o curso de reparo tecidual intestinal, tais
como: deficiéncia nutricional (APRILLI, 1998). processo inflamatério e infeccioso
(NARESSE, 1990), disturbios metabdlicos (GOODSON e HUNT, 1978), agentes
farmacologicos (MANTOVANI et al., 1979; MINOSSL. 1995). anti-neopldsicos (YASDI et
al., 1998), formagio de aderéncias em anastomoses (WU, 2000), técnica cirirgica
empregada e a experiéncia do cirurgido (LIMJOCO, 1974; KOBAYASI e MENDES,
1082).

Além desses fatores, acredita-se que a diminui¢do da perfusio sangiifnea na ferida
cirirgica represente uma das causas mais importantes na geragio de complicagdes
operatorias. Esse evento, quando ndo revertido, compromete a oferta de oxigénio para o
tecido em cicatrizagdo, alterando assim, a sua fisiologia de reparagio (MINION et al.,
1982; IAZZETTI, 1992).

O estudo sobre anastomoses gastrointestinais € o seu processo de reparagdo
cicatricial, apresenta-se como linha de pesquisa tradicional do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (LEONARDI. 1973; MEDEIROS, 1973;
MANTOVANI et al., 1976, MANTOVANI, 1978; MEDEIROS, 1982; FAGUNDES. 1986;

QUILICI, 1988; FAGUNDES, 1990: AMARAL, 1997; NIERI, 1999; WU, 2000).
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Este trabalho estd inserido nessa linha de pesquisa e foi direcionado para as andlises
e repercussoes da agio de diferentes concentragdes de oxigénio durante a fase inicial do
processo de cicatrizagdo em anastomose de célon descendente do rato, comprometida ou
nao pela isquemia induzida.

Para a realizagio dessas avaliagdes, propos-se um método baseado no Principio
Universal da Conservacao de Energia, o teste biomecinico Energia Total de Ruptura. cuja
finalidade € determinar a resisténcia mecénica intrinseca do espécime contendo a linha de

sutura.

6.2. ANIMAL DE EXPERIMENTACAO

Investigagbes realizadas em drea bioldgica sdo constituidas por um conjunto de
fatores que freqlientemente sdo analisados com a varidvel especifica estudada. repercutindo
assim, na precisao dos resultados.

Para contornar essa situagdo, certas caracteristicas dos animais devem ser
observadas e apreciadas, tais como: homogeneidade do grupo, conhecimento da sua
fisiologia e anatomia, idade cronoldgica, peso, sexo, linhagem e disponibilidade no centro
de pesquisa.

Neste trabalho, o animal experimental escolhido foi o rato, da linhagem Wistar
(Rattus norvergicus albinus, Rodentia mammalia), provenientes do Centro de Bioterismo -
CEMIB da Universidade Estadual de Campinas credenciado pelo ICLAS - International
Council for Laboratory Animal Science.

Os procedimentos anestésicos e cirtirgicos realizados nos ratos foram efetuados com

pouca dificuldade. A manuten¢do do plano de anestesia durante o ato operatério foi
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bastante satisfatoria pela preservacio da seringa contendo a substancia anestésica em via
venosa caudal.

Os ratos foram submetidos aos procedimentos cirdrgicos sem periodo prévio de
jejum e sem realizacdo de preparo de cdlon. As fezes encontradas na drea da feitura da
anastomose, foram deslocadas cuidadosamente para a regido distal. Com essa manobra, ndao
se permitiu o contato do material fecal com estruturas da cavidade abdominal, apos a
seccdo transversal do colon.

Todos os espécimes antes de serem submetidos aos testes biomecanicos eram
imergidos, por um tempo constante, na solugdo contendo cloridrato de papaverina. A
finalidade desse procedimento era diminuir o espasmo intestinal originado apos o
manuseio, minimizando assim, as interferéncias desse atributo nos resultados obtidos

(GOTTRUP, 1980; NARESSE, 1990; WU, 2000).

6.3. AVALIACAO DO MATERIAL POLIVINILCLORETO (PVC)

Verifica-se na pritica cirirgica a presenca de um fendmeno que se origina
conjuntamente com a evolugdo do processo de cicatrizagio das anastomoses intestinais, a
formagao de aderéncias. Essas estruturas podem modificar o curso fisiolégico de reparacao
tecidual da linha de sutura (JOHNSON e WHITTING, 1962; BUCKMAN et al., 1976;
ELLIS, 1982; WU, 2000).

Portanto. quando o foco de estudo ndo for a acdo das aderéncias sobre anastomoses,
os resultados obtidos sdo mais precisos se ndo ocorresse a formagao dessas estruturas na

ferida cirdrgica (WU et al., 2003).

Discussdo

98



Diversos métodos foram aplicados com a finalidade de impedir o desenvolvimento
de aderéncias abdominais e podem ser representados pela utilizacio de substincias
anticoagulantes em cavidade peritoneal, tal qual a heparina (MAGYAR et al.. 1985). pela
eliminagdo mecénica da fibrina por meio de lavagem e uso de enzimas proteoliticas na
cavidade abdominal (JACQMAIN ¢ SHUMACKER. 1962). pela aplicagao da boa técnica
operatoria (LIMJOCO, 1974) e pela separaciio de superficies por meio do uso de materiais
naturais ou sintéticos (RUSCA et al., 1969: ELLIS, 1971; ELLIS, 1982; CHRISTEN e
BUCKMAN, 1991; BECKER et al., 1996; GARCIA-OLMO et al..1996).

Neste trabalho. utilizou-se 0 método separacio de superficies e a barreira Imposta
para proleger a anastomose das estruturas intra-abdominais foi uma pelicula de
polivinilcloreto. Esse material é amplamente usado na produciio de recipientes de solugdo
fisiolégica e de irrigagdo uroldgica.

Desde 1996, esse recipiente ¢ bastante utilizado em cirurgias de emergéncia para
contengdo do quadro de sindrome compartimental do abdémen pés-trauma e, durante o
pos-operatorio, possui propriedade de ndo aderir em alcas intestinais e nem em outros
orgdos intra-cavitdrios. Com essa finalidade, a tela de PVC foi utilizada pela primeira vez
por Londoni, na Colémbia, e recebe o nome de “Bolsa de Bogotd” (BURCH et al., 1996).

Em virtude dessas propriedades, esse material foi testado em estudo piloto no
Nicleo de Medicina e Cirurgia Experimental da UNICAMP. No quinto dia de pos-
operatorio. os resultados histolégicos obtidos do grupo SHAM foram confrontados com os
do grupo que utilizou a pelicula de polivinilcloreto, que encontrava-se repousada sobre o

colon descendente.
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As andlises histolégicas constataram que as caracteristicas das paredes dos colons
descendentes dos ratos foram similares nos dois grupos. Apds esses resultados, a pelicula
de PVC foi considerada apta para desempenhar a fun¢io de separacdo de superficie entre a
anastomose colica com o resto das estruturas da cavidade peritoneal.

WU (2000) verificou, por meio de estudos biomecanicos, o efeito das aderéncias
sobre a anastomose em colon descendente de ratos. Um dos grupos foi analisado com
aderéncias formadas sobre as anastomoses (Grupo 1), enquanto que no outro, as aderéncias
foram removidas da linha de sutura antes de serem submetidas aos testes biomecanicos
(Grupo 2). e por final, no terceiro grupo, os segmentos de colon ndo apresentavam
aderéncias sobre a anastomose decorrente da prote¢io proporcionada pela pelicula de PVC
(Grupo 3). Submetendo esses grupos aos testes pressio de ruptura a distensio por liquido.
forca de ruptura a tragdo e tensdo resultante final de ruptura a tragao. verificaram-se os
seguintes resultados: o Grupo | apresentou resisténcia mecénica superior ao Grupo 2 e esse
ao Grupo 3. Esse fato demonstrou que a formagdo de aderéncias nas linhas de sutura
interferiu nos resultados do estudo. Além disso, a retirada das aderéncias ja formadas nas
anastomoses, antes do espécime ser submetido aos testes biomecdnicos, tem de ser
realizada com cautela. Esse procedimento interfere na resisténcia mecénica da linha de
sutura, pois, por mais cuidadosa que seja a técnica empregada de remogao, micro-traumas
poderio ocorrer nesse local.

Neste trabalho, utilizou-se em todos os animais, prote¢do da linha de sutura por
meio da pelicula de polivinilcloreto. Desse modo, retirou-se um dos fatores que mais

interfere no processo de cicatrizagdo intestinal, a presenga de aderéncias sobre anastomose.
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Com iss0, 0 reparo tecidual das linhas de sutura tornou-se mais homogéneo, repercutindo

assim. positivamente na precisio dos resultados alcangados.

6.4. AVALIACAO DA INTEGRIDADE E DA RESISTENCIA DA ANASTOMOSE COLICA

Um dos aspectos mais temidos em cirurgia Colo-Proctolégica consiste em
interferéncias negativas durante a cicatrizagio da anastomose. pois, essas alteragdes podem
reduzir a resisténcia mecdnica da linha de sutura, originando complicacdes graves como as
deiscéncias (GOLIGHER et al.. 1970; HENDRICKS ¢ MASTBOOM, 1990: SANTOS
JUNIOR, 1998).

Em virtude desses eventos, diversos parimetros e modelos experimentais foram
desenvolvidos com a finalidade de avaliar e analisar os mecanismos e propriedades
pertencentes a cicatrizagdo colica, contribuindo desse modo. para a aquisicio de maior
quantidade de conhecimentos referentes a esse processo.

Independentemente do método aplicado, todos os testes sio passiveis de criticas.
Sendo assim, uma das caracteristicas fundamentais durante o desenvolvimento de modelo
experimental € tentar minimizar as varidveis que possam interferir na obtencdo de
resultados mais precisos e completos.

Neste trabalho, baseado no Principio Universal da Conservagio de Energia, propos-
se o teste biomecéanico Energia Total de Ruptura (ETR) com o intuito de medir a resisténcia
intrinseca da anastomose em célon descendente de rato. Esse teste possibilitou a
reproducao integral do comportamento do espécime contendo a linha de sutura apds a

imposic¢do de uma forga axial externa de tragdo e varidvel com o tempo.
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O método foi desenvolvido em parceria pelos Servigos de Colo-Proctologia do
Departamento de Cirurgia da Universidade Estadual de Campinas e Laboratério de
Bioinformatica - LABI da Universidade Estadual do Oeste do Parand - Foz do [guagu.

Durante o desenvolvimento do teste biomecanico Energia Total de Ruptura, alguns
conceitos e dispositivos foram modificados com o objetivo de minimizar varidveis que
poderiam interferir na precisio dos resultados.

Um dos aspectos analisados foi a maneira de fixa¢do das extremidades da alca
intestinal no sistema de tragéo.

Freqiientemente, os espécimes sao presos em sistema de tragdao por meio de garras
ou prensas universais. Esses dispositivos, além de poderem danificar a estrutura da parede
do intestino. promovem distribuicdo desigual da forca aplicada na anastomose. Esse fato
ocorre quando as prensas nao sao posicionadas paralelamente em relacdo a linha de sutura
(HENDRICKS e MASTBOOM, 1990; APRILLI, 1998).

Para contornar esses efeitos indesejaveis, no teste biomecinico ETR, as
extremidades dos segmentos de colon foram amarradas em canhdes de cateter n° 18,
respeitando a sua morfologia cilindrica.

Antes de iniciarem os testes, preencheu-se 0s componentes pertencentes ao sistema
com solucdo fisioldgica. Por meio desse procedimento, a morfologia tubular da alga foi
preservada durante a tracdo e a pressdo gerada no interior desse sistema de vasos
comunicantes distribuiu-se de forma homogénea, como rege o Principio de Pascal (WU,
2000). Além disso, a presenca desse liquido dentro do sistema proporciona, com exatidao, o
momento de ruptura da anastomose, pois, o grifico da pressdo originado pods-tragdo e

monitorada pelo poligrafo, sofre queda abrupta no instante do rompimento da anastomose.
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Os testes biomecanicos utilizam, frequentemente, ensaios uniaxiais (CARRIL,
1970; JIBORN et al., 1978a; NARESSE, 1990; SOUZA et al., 1991; MARTINS JUNIOR
et al., 1992: CHRISTENSEN et al.. 1993; AMARAL, 1997: GARCIA et al.. 1998) e
biaxiais (GARCIA-OLMO et al. 1996; WU. 2000) para a verificacdo da resisténcia
mecdnica da anastomose. Desse modo, o comportamento fisico-mecanico da alca ¢
parcialmente analisado e atributos essenciais pertencentes aos materiais viscoeldsticos, tais
como deformagdo. tempo de ruptura e médulo de elasticidade nio sdo colocados sob prova.

A parede do cdlon é uma estrutura bioldgica complexa, constituida principalmente
por agua, matriz extracelular e tecidos de sustentacdo, vascular e muscular liso
(THORNTON e BARBUL, 1997; WITTE e BARBUL, 1997). As unidades estruturais
desses componentes interagem entre si por meio de ligagdes atdomicas, moleculares,
intermoleculares, intercelulares. para no final, originar a cito-arquitetura intestinal.

Sendo assim, quando o segmento de alg¢a é submetido a tragio por meio de uma
for¢a axial externa varidvel com o tempo, em cada instante, essa forga é distribuida para as
unidades estruturais constituintes, incidindo nas respectivas interagdes bioquimicas. Com
i$50, a resisténcia intrinseca do espécime ndo poderia ser representada por uma ou outra
forga, mas sim, pela resultante das forgas aplicadas por unidade de tempo ou elongacio.
Essa grandeza equivale a energia total acumulada no corpo de prova durante o ensaio
mecdnico até 0 momento de ruptura.

Testes biomecinicos baseados na Energia Interna de Deformagdo (EID) foram
utilizados anteriormente por diversos pesquisadores e estio fundamentados no conceito da
mecéanica do meio continuo (FUNG, 1967, SOONG e HUANG, 1973; LANIR, 1983;

NIERI, 1999).
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Nesses trabalhos, a energia era calculada dentro do intervalo eldstico da funcdo
For¢a x Deformagio ou Tensdo x Deformacdo (FUNG, 1967: FORRESTER. 1973; NIERI.
1999). Esse intervalo corresponde a distancia entre o ponto inicial da curva da fungdo até o
limite de proporcionalidade (POPOV, 1978). Com isso, a avaliacdo do material bioldgico
era feita parcialmente, pois, o comportamento adquirido pelo espécime apos o limite de
proporcionalidade até o momento de ruptura ndo era analisado.

Na pritica cirtrgica em Colo-Proctologia, as maiores complicacdes operatorias sao
decorrentes da quebra de integridade da parede ou da linha de sutura, proporcionando
assim. o extravasamento do contetdo fecal.

Sob essa premissa, acredita-se que a Energia Total de Ruptura obtida por meio do
teste biomecanico ETR, representaria melhor o comportamento real e integral da resisténcia
mecénica do segmento de célon contendo a anastomose, jd que a andlise da fungdo Forga x
Elongacao foi realizada até o momento exato de ruptura.

A Energia Interna de Deformagio € obtida por meio da drea delimitada pela curva
da fungio Tensdo x Deformagdo. No entanto, para determinar o atributo tensdo. €
necessario o calculo da drea de seccdo transversal do célon no instante de seu rompimento
(NASH, 1982; HENDRICKS ¢ MASTBOOM, 1990; APRILLI. 1998).

A obtencio exata desse valor é extremamente dificil, pois as algas cdlicas
apresentam morfologia tubular e, a rigor, pertencem a classe de materiais com propriedade
viscoelastica ndo linear (DAL FABRO, 1979). Com isso., quando o segmento de intestino €
submetido & imposi¢io de uma forga axial externa de tracdo, origina-se um fendmeno
denominado "fendmeno de constricao” nesse material biologico, ou seja, a espessura da

parede na regido de seccdo transversal sofre estreitamento, alterando assim, o valor da area
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a cada instante de aplicagio da forca (POPOV, 1978). Além disso, acredita-se que a
constante de elasticidade do espécime também se modifica com a agiio dessa forca axial,
pois, a cada momento de tragdo. microrupturas ¢ modificacdes da disposicdo celular e
fibrilar ocorrem na estrutura da parede intestinal.

Outra anilise realizada nesse trabalho foi a avaliagio da deformacdio sofrida pelo
espécime apds aplicagao da forga axial externa. Esse atributo € definido como alongamento
do corpo de prova por unidade de comprimento (POPOV, 1978; NASH, 1982).

A deformagio ¢ amplamente utilizada para compor o eixo das abscissas em ensaios
de energia e apresenta-se com unidade adimensional e fregiientemente referida em cm/cm,
mm/mm ou por meio de porcentagem (TIMOSHENKO e GOODIER. 1970: POPOV. 1978:
NASH, 1982).

No método Energia Total de Ruptura, para compor a abscissa da funciio, utilizou-se
o atributo elongacdo (1) do segmento de célon, substituindo assim. a deformacao do
material, pois, os comprimentos iniciais (l,) dos espécimes eram semelhantes e
apresentavam extensao de um centimetro e meio.

Desse modo, por meio do aplicativo SABI. os valores da elongacio eram captados,
com média de aquisigdo de trés dados por segundo, do inicio do ensaio biomecénico até o
momento de ruptura da anastomose (MACHADO et al., 2002). Com isso, definiu-se o
atributo elongacao final.

O comportamento da alga intestinal estd diretamente relacionado ao fator tempo
pois, esse material biologico, apresenta-se com propriedade viscoeldstica. Sendo assim, se a

velocidade de tragdo para um mesmo espécime for modificada, energias resultantes obtidas
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serdo diterentes (POPOV, 1978; NIERI. 1999). Sendo assim, os segmentos de célon desse
trabalho foram submetidos aos ensaios ETR com velocidade de tracdo axial constante.

Fundamentado no Principio Universal da Conservagido de Energia e respeitando os
conceitos ¢ propriedades inerentes a estrutura intestinal, concebeu-se o teste biomecinico
Energia Total de Ruptura.

Baseado nesse principio, quando uma forca axial externa é aplicada sobre o corpo
de prova, a energia empregada realiza um trabalho que se iguala a energia interna
acumulada, adicionada as perdas energéticas oriundas do atrito, da temperatura. do som e
da luz. No entanto, essas perdas energéticas ja estavam inseridas no cdlculo da Energia
Total de Ruptura, pois, a for¢a externa variavel imposta pelo sistema de tracdo apresentava-
se como forca resultante.

Em razdo disso, o trabalho realizado por meio da aplicagcdo de uma forga axial
externa sobre o segmento de colon descendente de rato, foi equivalente a Energia Total de
Ruptura acumulada para promover o rompimento da anastomose, e pode ser representada

pela equagao abaixo:

ETR = ;) (FT). dI

Sendo que:
| = elongacdo maxima
l,= comprimento inicial

FT = for¢a mdxima de ruptura a tracdo
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Com essas andlises, o teste biomecanico Energia Total de Ruptura avaliou
integralmente o comportamento do segmento de alga cdlica, alcancando assim. resultados

mais completos e precisos.

6.5. SISTEMA DE AQUISICAO E ANALISE DE DADOS BIOMECANICOS — SABI

Para que o teste de resisténcia Energia Total de Ruptura pudesse avaliar maior
quantidade de atributos e propriedades da alga célica, foi implementado um sistema de
aquisicdo e andlise de dados biomecanicos denominado SABI (MACHADO et al.. 2002 e
VOLTOLINI et al., 2003).

Esse aplicativo foi desenvolvido baseado nos conceitos da Engenharia de Software
utilizando o paradigma orientado ao objeto (PRESSMAN, 2002). Com isso. requisitos
fundamentais, tais como: leiaute, interface homem-computador, armazenamento,
recuperagao, seguranga e integridade dos dados foram levados em consideracio durante a
implementacao.

A utilizagao desses conceitos teve por finalidade produzir um sistema de qualidade e
de facil utilizagdo, alcancando assim, a credibilidade dos pesquisadores da drea médica.
Além disso. o SABI, por meio de seus subsistemas, foi capaz de captar, interpretar ¢
analisar os dados extraidos dos espécimes durante os ensaios biomecénicos.

Esses dados gerados pela célula de carga eram, em tempo real, delineados na tela do
computador por uma curva pertencente a fungdo Forca x Elongagio e. aplicando-se o
método de integragdo numérica Regra do Trapézio, o SABI determinou a drea sob essa

curva (SWOKOWSKI. 1994). O valor obtido dessa drea representou a energia total
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acumulada no espécime para promover o rompimento do segmento de colon contendo a
anastomose (TIMOSHENKO e GOODIER, 1970; POPOV, 1978).

A capacidade de aquisicio de dados do SABI ¢é varidvel, pois depende
exclusivamente das caracteristicas da balanga de precisdo na qual a célula de carga estd
inserida.

Neste trabalho, o dispositivo de carga era capaz de enviar uma média de trés dados
por segundo. Com essa velocidade de emissdo e captagdo, a precisdo do experimento

apresentou-se eficiente e satisfatoria, alcangando os objetivos determinados.

6.6. MODELO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA INDUZIDA EM COLON DESCENDENTE

Os modelos de isquemia induzida apresentados na literatura realizavam, com
freqiiéncia, alteragdes do fluxo sangiiineo por meio de bloqueios das artérias retas do
segmento de intestino estudado e em extensio equidistante de dois centimetros da linha de
sutura (KIRK e IRVIN, 1977; COHEN et al., 1985; FOSTER et al., 1985; VAN der HAM
et al.. 1992: ADAMS et al., 1992; HAMZAOGLU et al., 1998).

Neste trabalho, durante a padronizagdo da 1squemia, repetiu-se num estudo piloto o
modelo experimental anteriormente descrito. No quarto dia de pés-operatério, os resultados
demonstraram que os segmentos de alca descendente de ratos apresentavam boa vitalidade
e sem alteragcdes macroscopicas visivels.

Acredita-se que esse fato era decorrente da circulagio colateral exuberante
encontrada na parede do célon desses animais, promovendo assim, a suficiéncia para o

restabelecimento do fluxo sangiiineo desse segmento de alga.
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Em virtude disso, tentou-se estabelecer um modelo com maior intensidade de
Isquemia, cuja finalidade era alcangar resultados mais evidentes em relacio aos efeitos da
acdo de diferentes concentragdes de oxigénio no processo de reparo tecidual da anastomose
colica.

O cdlon descendente do rato é irrigado por trés sistemas arteriais, sendo
representados pelas artérias célica média, célica direita e retal.

Neste trabalho, a isquemia foi induzida no célon descendente, interrompendo-se o
fluxo sanguineo arterial e venoso da arcada marginal ao nivel da reflexdo peritoneal e a
quatro centimetros acima dessa localizagdo, com a anastomose situada na regiio média.
Alem disso, realizou-se também ligadura do tronco da artéria mesentérica caudal,
interrompendo os principais vasos sangiiineos responsdveis pela irrigacio do célon
descendente. Apds o fechamento desse "circuito vascular”, o fluxo sangiiineo se fazia pelos
vasos intramurais da alga célica.

Com esses procedimentos, o modelo de isquemia induzida alcan¢ou mortalidade de
30% em 15 ratos, sendo que, todos os Gbitos ocorreram no terceiro dia de pés-operatério.

Na necropsia, constatou-se deiscéncias nas linhas de anastomose. dilatacio a
montante com dreas sugestivas de necrose tecidual em regido anastomdtica e peri-
anastomatica.

Nos animais sobreviventes, a eutandsia foi realizada no quarto dia de pos-
operatorio. Com a abertura do abdomen, observou-se presenca de liquido em cavidade e

areas com caracteristicas macroscopicas de gangrena em regiio anastomotica.
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A elevada taxa de mortalidade adicionada as alteragdes sugestivas de necrose
encontradas nas paredes das algas, confirmaram a gravidade da isquemia instalada pelo

modelo experimental e com isso, os objetivos propostos foram alcangados.

6.7. O EFEITO DA CONCENTRACAO DE OXIGENIO NA CICATRIZACAO DA
ANASTOMOSE COLICA

Uma das causas que mais interfere negativamente no processo de cicatrizagao € a
oferta inadequada de oxigénio a ferida cirdrgica (HUNT e PAI, 1972; FIELDING, et al.,
1980; KHOURY e WAXMAN. 1983; FOSTER, et al., 1985: VAN der HAM et al., 1992:
HIRN, 1993; TOMPACH et al.. 1997; HAMZAOGLU et al., 1998).

Esse elemento quimico participa das etapas pertencentes ao processo de respiragao
aerébica e é componente essencial na produgdo de energia para manter a homeostase
celular (LENNINGER, 1977 e WRIGHT, 2002). Desse modo, fendbmenos fundamentais de
reparo tecidual intestinal, tais como sintese de colageno, ativagdo de células de defesa,
controle da flora bacteriana, angiogénese e redugido de formagao dos radicais livres, serdao
mantidos (KNIGHTON et al., 1986; MARX et al., 1990; ZAMBONI et al., 1993; CAPRIA.
2002).

Neste trabalho, analisaram-se os efeitos de diferentes concentragdes de oxigénio em
anastomoses de colon de rato, comprometidas ou ndo por isquemia arterial ¢ venosa
induzida. Essas avaliagdes foram realizadas no quarto dia de pds-operatorio, periodo esse,
considerado critico no curso do restabelecimento da linha de sutura.

Os animais do subgrupo controle 1.1 (ar ambiente e auséncia de isquemia induzida)

apresentaram boa cicatrizagdo e uniformidade nas anastomoses, alcangando média da
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Energia Total de Ruptura de 12553 gf . em. Quando confrontou-se esse resultado com o
obtido do subgrupo 1.2 (oxigénio a 100% e auséncia de isquemia induzida) (ETR =14352.7
gf . cm), ndo foi encontrada diferenca estatistica entre esses dois subgrupos para p-valor =
0,7914.

Tomando-se a média dos resultados do subgrupo 2.1 (ar ambiente e presenca de
isquemia induzida) (ETR = 2932,65 gf . cm) e comparado com a média da Energia Total de
Ruptura obtida no subgrupo 2.2 (oxigénio a 100% e presenga de 1squemia induzida) (ETR
=2909.71 gf . cm), também ndo se obteve diferenca estatistica (p-valor = 0.87).

Sabe-se que quando organismos higidos inalam ar ambiente. a saturagao de oxigénio
na hemoglobina encontra-se em torno de 97% e a fracdo dissolvida dessa molécula no
plasma é de cerca de 0,32 ml em 100 ml de sangue arterial (MARX et al, 1990; IAZZETTI,
1996).

Durante sessoes com inalagdo de oxigénio a 100% e condigdes pressdricas de uma
atmosfera absoluta, ocorre elevagdo de 0,32 ml para 2,09 ml de oxigénio em 100 ml de
sangue arterial. Isto representa praticamente um aumento de 6,6 vezes na fracdo de
oxigénio dissolvida fisicamente no plasma (GRIM et al., 1990; HIRN, 1993: TIBBLES ¢
EDELSBERG, 1996).

Sendo assim, apesar dos ratos dos subgrupos 1.2 e 2.2 terem inalado maiores
quantidades de oxigénio em relagdo aos animais pertencentes aos subgrupos 1.1 e 2.1,
acredita-se que a elevagio da fracio dissolvida dessa molécula no plasma, e
conseqlientemente, na drea cicatrizante, nao foi suficiente para favorecer a cicatrizacio em
anastomose comprometida ou ndo pela isquemia, jd@ que, em ambas situacdes, nio

ocorreram aumentos significativos das resisténcias mecénicas nas linhas de sutura.
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KIRK e IRVIN (1977), em estudo, alcancaram resultados semelhantes, apesar das
diferencas metodoldgicas empregadas. Esses pesquisadores analisaram a resisténcia
intrinseca da derme e da anastomose célica em ratos expostos ao oxigénio a 50%,
comprometidas ou nio pela isquemia. Para avaliar o processo de cicatrizagdo, utilizou-se
dos testes forca de ruptura a tragéo. tensio de explosio e quantificagio de colageno. Os
resultados obtidos nessa pesquisa demonstraram que essa concentragdo de oxigénio nio
contribuiu para a elevagio da resistibilidade mecénica na linha de sutura.

No entanto. quando os animais do subgrupo 1.3 foram submetidos a sessdo didria de
hiperéxia hiperbdrica a duas atmosferas absolutas e com duragdo de 90 minutos, exigiu-se
maior energia para promover o rompimento das anastomoses, alcangando a media mais alta
da ETR no Grupo 1 (21809 gf . cm). A diferenca entre os resultados desse subgrupo em
relagdo aos obtidos nos subgrupos 1.1 e 1.2, foi estatisticamente significante para p-valor =
0,0018 e p-valor = 0,0142, respectivamente.

No subgrupo 2.3 utilizou-se 0 mesmo protocolo terapéutico de hiperoxia hiperbdrica
em relacdo ao subgrupo 1.3 (Grupo 1) e obteve-se o valor mais elevado da Energia Total de
Ruptura no Grupo 2 (presenga de isquemia induzida) (14886.78 gf . cm). A diferenga entre
sua média em relacio as médias dos subgrupos 2.1 e 2.2, foi estatisticamente significante
para p-valor = 0,0057 e p-valor = 0,0044, respectivamente. Além disso, eram notorias as
diferencas das caracteristicas macroscopicas das anastomoses encontradas no subgrupo 2.3
em relagio as dos subgrupos 2.1 e 2.2. Nesse subgrupo, o 2.3, nio foram observadas dreas
sugestivas de necrose tecidual e nem deiscéncias, caracteristicas essas, presentes nos

subgrupos 2.1 e 2.2.
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Uma outra caracteristica interessante nos resultados foi proporcionada quando
comparou-se a média da ETR do subgrupo 2.3 (hiperéxia hiperbdrica e presenca de
isquemia induzida) com a média do subgrupo controle 1.1 (ar ambiente e auséncia Isquemia
induzida). Esses dois subgrupos ndo apresentaram diferenga estatistica para p-valor =
0,1533.

Esse resultado demonstrou que a hiperéxia hiperbdrica auxiliou efetivamente no
processo de reparo de tecido cdlico, pois, foi capaz de elevar a resisténcia intrinseca da
anastomose comprometida pela isquemia aos valores similares encontrados no subgrupo
controle 1.1.

Durante sessdes de hiperoxigenagdo hiperbdrica a duas atmosferas absolutas, a
hemoglobina encontra-se praticamente 100% saturada. Essa saturacao € igual ou préxima
das encontradas nos organismos que inalam oxigénio a 100% ou ar ambiente. No entanto, a
fra¢do desse elemento quimico dissolvido no plasma alcanga valores de 4,56 mililitros em
100 mililitros de sangue arterial (IAZZETTI, 1992: HIRN. 1993: TIBBLES e
EDELSBERG, 1996). Essa quantidade de oxigénio representa aproximadamente 15 vezes o
valor da fracdo dissolvida dessa molécula encontrado em organismos que inalam ar
ambiente e, acima de duas vezes, em organismos que inalam oxigénio a 100%, a uma
atmosfera absoluta.

HAMZAOGLU et al. (1998) demonstraram em estudo, os efeitos da hiperdxia
hiperbdrica em anastomose célica com e sem isquemia induzida. Para a realizacio das
andlises, utilizaram pardmetros biomecanicos e bioquimicos. representados pela pressio de
explosao e dosagem de hidroxiprolina. respectivamente. Os resultados obtidos pelo teste

pressdao de explosdo evidenciaram que a terapéutica por meio da hiperdxia hiperbdrica
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promoveu aumento da resisténcia mecdnica da anastomose cdélica de ratos com e sem
presenga de 1squemia. Além disso, os animais submetidos ao tratamento com hiperéxia
hiperbarica e isquemia, alcangcaram valores similares aqueles encontrados no grupo controle
(auséncia de isquemia e auséncia de hiperdxia hiperbdrica). Esses resultados foram
semelhantes aos alcancados neste trabalho. apesar das diferencas existentes entre as
metodologias empregadas na indugdo de isquemia. no protocolo terapéutico € nos tipos de
parametros utilizados para a analise da cicatrizagao.

Em se tratando do pardmetro bioquimico, HAMZAOGLU et al. (1998)
demonstraram que a terapéutica por hiperoxia hiperbdrica ndo foi capaz de elevar a
quantidade de hidroxiprolina em anastomoses comprometidas pela isquemia, apesar da
elevacdo da resisténcia mecanica intrinseca dessa estrutura.

Esse resultado foi fundamental, pois infere que a producio e a deposicao do
colageno nio podem ser consideradas sindénimo de reparo tecidual, mas sim, parte desse
processo bioldgico (HUNT e PAI, 1972). Além disso, o colidgeno depositado nas
anastomoses ndo depende somente da sua quantidade, mas também, da qualidade desse
material protéico (HENDRICKS e MASTBOOM, 1990; WITTE e BARBUL, 1997;
MAST, 1997: APRILLI, 1998).

Vale ressaltar que, para ocorrer boa cicatriza¢ao em linha de sutura, um conjunto de
eventos tais como sintese de coldgeno, ativacio de células de defesa, controle da flora
bacteriana, angiogénese, reducdo de formacgdo dos radicais livres, liberagido de citocinas e
fatores de crescimento, precisam estar funcionando harmoniosamente, ¢ em todos esses
fendmenos, € necessdria quantidade apropriada de oxigénio (KNIGHTON et al.,1986;

MARX et al., 1990; ZAMBON!I et al., 1993; CAPRIA, 2002).
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Diversos estudos demonstraram os efeitos negativos proporcionados pela
diminuigdo da oferta de oxigénio nas fases de restabelecimento do tecido intestinal
(FOSTER et al., 1985; SHERIDAN, et al., 1987; THORNTON et al.. 1997; WITTE e
BARBUL. 1997; SAVASSI-ROCHA et al., 2002). Em contrapartida, existe quantidade
bastante limitada de trabalhos com temas direcionados especificamente para a andlise dos
efeitos da concentragcio do oxigénio acima das encontradas no ar ambiente, durante o
processo de cicatrizagdo desse orgdo (KIRK e IRVIN, 1977 e HAMZAOGLU et al., 1998).

Sendo assim, as diferencas metodolégicas fazem com que os resultados deste
trabalho sejam de dificil confrontagio com os alcancados por outros estudos. No entanto,
por meio dos resultados obtidos. constatou-se que oxigénio € requisito vital na reparagio
tecidual cdlica e que a hiperoxia hiperbdrica torna adequada a oferta dessa molécula na drea
cicatrizante, mantendo a homeostase local. Desse modo, essa terapéutica interveio
efetivamente no processo de cicatrizagdo primdria em célon descendente de rato,
comprometida ou ndo pela presenca da isquemia, aumentando assim. a sua resistibilidade

mecanica.
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7. CONCLUSOES




As avaliagdes e andlises obtidas dos resultados deste trabalho permitiram as
seguintes conclusoes:

|. A isquemia arterial e venosa influenciou negativamente na cicatriza¢io colica,
reduzindo a resisténcia intrinseca da anastomose aumentando a taxa de mortalidade:

2. O protocolo terapéutico aplicado de hiperdxia hiperbarica apresentou efeitos
benéficos durante a fase inicial da cicatrizacio em colon descendente de ratos,
comprometido ou ndo pela isquemia elevando a resisténcia intrinseca da anastomose e

3. O protocolo terapéutico aplicado de hiperdxia normobdrica ndo apresentou
efeitos benéficos durante a fase inicial da cicatrizacio em colon descendente de ratos,

comprometido ou nao pela isquemia.
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9. ANEXOS




Grupo 1: Subgrupo 1.1 - Diagrama For¢a (gf) x Elongacao (cm)

Rato 3

. 4 =
okt | E
1 2 3

2 |
e i e B
- e —

1 2 3

[ p—

B0

2 3

560} —

400-
300

200 |-

100

?l:":':] : —
FTA L I—

400

[N

3004-

500 S = SPS:
LT W PPE——— -

2003 ——

1004

[

Anexos
141



Grupo 1: Subgrupo 1.2 - Diagrama Forca (gf) x Elongacao (cm)
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Grupo 1: Subgrupo 1.3 - Diagrama Forca (gf) x Elongacao (cm)
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Grupo 2: Subgrupo 2.2 - Diagrama Forca (gf) x Elongacao (cm)
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