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A cicatrizacao das anastomoses intestinais depende de fatores locais e sistémicos. A
peritonite é fator importante que pode alterar a cicatrizagdo das anastomoses no intestino.
A hiperéxia hiperbarica (HBO) consiste na inalacdo de oxigénio a 100% em pressao
superior a atmosférica. OBJETIVO: Analisar o efeito da oxigenoterapia hiperbarica sobre
a resisténcia mecanica de anastomoses realizadas em célon distal de ratos na presenca
de peritonite induzida por ligadura e puncgao cecal utilizando o teste biomecanico de
Energia Total de Ruptura (ETR). MATERIAL e METODO: Foram utilizados 45 ratos
distribuidos em trés grupos de 15 animais. No Grupo Controle (GC), realizou-se
anastomose no célon distal sem peritonite. No Grupo Peritonite (GP), realizou-se
anastomose seis horas ap6s a inducdo da peritonite por ligadura e puncdo cecal. No
Grupo Camara Hiperbarica (GCH), realizou-se anastomose seis horas apés a indugéo da
peritonite por ligadura e pungéo cecal. Os animais dos GC e GP foram mantidos em ar
ambiente. Os animais do GCH foram colocados em uma camara hiperbarica experimental
para inalarem oxigénio a 100%, a duas atmosferas absolutas, durante 120 minutos, por
quatro dias consecutivos. A eutanasia ocorreu no quinto dia do experimento. Todos os
animais foram submetidos ao Teste de Resisténcia Biomecanico Energia Total de Ruptura
(ETR). A Energia Total de Ruptura foi definida como a energia interna acumulada
necessaria para promover o rompimento do célon apds a imposi¢cao de uma forga externa
de tracdo. RESULTADOS: O Grupo Peritonite apresentou menor média de ETR que o
Grupo Controle. Nao houve diferenca estatistica entre o Grupo Peritonite e o Grupo
Camara Hiperbarica. CONCLUSAO: A oxigenoterapia hiperbarica nZo alterou a
resisténcia mecanica de anastomoses realizadas no colon distal de ratos na presencga de

peritonite induzida por ligadura e pungao cecal.
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The cicatrization of bowel anastomosis depends on local and systemic factors. Peritonitis
is an important factor that can alter the cicatrization of anastomosis in bowels. The HBO
consists of inhaling oxygen at 100% under a pressure greater than the surrounding
atmosphere. PURPOSE: To analyze the effect of hyperbaric oxygen therapy on the
mechanical resistance of the anastomosis in the distal colon of rats in the presence of
peritonitis induced by cecal ligation and puncture using the Total Energy Rupture
biomechanical test (ETR). MATERIAL and METHOD: We used 45 rats divided into three
groups of 15 animals. In the Control Group (CG) distal colon anastomosis was carried out
without peritonitis. In the Peritonitis Group (GP), anastomosis was carried out six hours
after the induction of peritonitis by cecal ligation and puncture. In the Hyperbaric Chamber
Group (GCH), anastomosis was carried out six hours after induction of peritonitis by cecal
ligation and puncture. The animals in the study and control groups were kept in
environmental air. The GCH animals were placed in an experimental hyperbaric chamber
to inhale 100% oxygen, at two absolute atmospheres for 120 minutes, for four consecutive
days. Euthanasia occurred on the fifth day of the experiment. All animals were submitted
to the Total Energy Rupture biomechanical test (ETR). The Total Energy Rupture was
defined as the accumulated internal energy necessary to promote the rupture of the colon
after the imposition of an external force of traction.
RESULTS: The Peritonitis Group showed smaller average ETR than the Control Group.
There was no statistical difference between the Peritonitis Group and the Hyperbaric
Chamber Group. CONCLUSION: The hyperbaric oxygen therapy did not alter the
mechanical resistance of the anastomosis in the distal colon of rats in the presence of

peritonitis induced by cecal ligation and puncture.
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Introdugao

1.1 - Consideragoes Gerais

As anastomoses intestinais sdo motivo de estudo e pesquisas ha mais de
um século (1).

A cicatrizagdo adequada de uma anastomose intestinal depende de fatores
locais e sistémicos (2). Dentre os fatores sistémicos, que podem contribuir para
aumento do risco de deiscéncia estdo o sexo masculino, obesidade, desnutri¢cao,
hipoalbuminemia, tabagismo, etilismo, leucocitose, transfusdo de sangue
intraoperatoria, doencas cardiovasculares, doenga pulmonar obstrutiva crbnica e
cirurgia de urgéncia em paciente com duas ou mais doengas prévias associadas
(3,4). As deiscéncias anastomaticas representam a principal causa de mortalidade
em cirurgia colorretal (5). As fistulas do célon esquerdo sao causas de abdome
agudo (6). Estas complicagbes acarretam elevados custos fisicos, psicoldgicos,
sociais e econdémicos.

No passado, as anastomoses colorretais apresentavam elevados indices de
deiscéncia, variando de 15% a 77% (7). Com o passar do tempo, esses numeros
foram decrescendo, atualmente permanece em um intervalo de 10% a 20% (8-11).
Estes indices sdo bastante variados entre os autores 1,8% (3), 2,8% (5) e 10%
(12). Em relacao aos indices de mortalidade ocasionada pelas deiscéncias situam-
se entre 2% € 4% (11) e de 32% (3).

Além da técnica cirurgica, outros fatores interferem na qualidade da
anastomose, tais como os efeitos dos antibiéticos (13,14), dos anti-inflamatorios

hormonais e nao hormonais (15-19), dos antioxidantes (20,21), dos
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Introdugao

antineoplasicos (22), das drogas imunossupressoras (23) e de horménios (24)
sobre as fases de cicatrizacdo das anastomoses.

Citam-se ainda outros fatores que também interferem com as anastomoses
intestinais, como diabetes melito (25), trauma (26), choque (7,27-29), acao das
aderéncias (30-34) e hipoxia local (21,24,35-45).

Além dos fatores acima, a peritonite é fator importante que pode alterar a
cicatrizagdo das anastomoses intestinais (36,46-64).

A peritonite, afeccdo caractrizada como a inflamacdo do peritbnio, é
decorrente de um conjunto de doencas que frequentemente ocorrem depois da
contaminagao intra-abdominal provocada por um agente patolégico e pode ser
dividida em peritonite primaria e peritonite secundaria. A peritonite primaria resulta
da disseminacdo hematogénica de bactéria de um local remoto da cavidade
peritoneal. A peritonite secundaria pode ser causada por perfuracao de viscera
oca, deiscéncia de anastomose ou contaminagao depois de uma operagao (65).

O estudo da cicatrizacao das anastomoses no tubo digestivo constitui uma
das linhas de pesquisa mais antigas na Disciplina de Moléstias do Aparelho
Digestivo do Departamento de Cirurgia, da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). A partir de 1971, varios trabalhos e defesas de tese exploraram o
tema (66-104).

A oxigenoterapia hiperbarica também €& assunto de pesquisa no mesmo
Departamento de Cirurgia, pelo Grupo de Coloproctologia (43,99,102) e pelo seu
Grupo de Metabologia Cirurgica (105-107).

Embora o tratamento por meio de oxigenoterapia hiperbarica possa

apresentar pouco efeito sobre a cicatrizagao da ferida normal ndo complicada, ela
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parece ser efetiva nas feridas isquémicas ou com infeccdo (108). Seus efeitos
sobre anastomoses coélicas normais ou com isquemia tém sido estudados (42,43),
porém esses mesmos efeitos em anastomoses colicas na presenga de peritonite
ainda s&o controversos.

Tendo em vista estas consideracoes, torna-se justificavel a realizacdo do
trabalho experimental aqui proposto: anastomoses cdlicas na presenca de

peritonite e oxigenoterapia hiperbarica.

1.2 - Efeitos do oxigénio na cicatrizagao

O oxigénio €& elemento essencial para o metabolismo da célula,
especialmente na produgdo de energia. Sua presenga tem fundamental
importancia para a cicatrizacdo das feridas, em consequéncia do aumento da
demanda metabdlica principalmente nos processos de proliferacdo celular e de
sintese de colageno (109).

A sintese do colageno na ferida é acelerada pela exposicdo moderada
a hiperdxia. A producao de colageno é proporcional a oferta de oxigénio. Quanto
mais oxigénio & oferecido, maior sera o consumo pela ferida em cicatrizacdo. A
pressao parcial de oxigénio arterial (paO.) € mais importante na cicatrizacdo do
que a capacidade da hemoglobina de carrear oxigénio, pois existe uma relagao
direta entre a taxa de sintese de colageno com a paO, . Aumentando-se a paO;
de 82 para 200 mmHg, o transporte de oxigénio aumenta apenas 1%, porém,
ocorre um aumento de 50% na sintese de colageno. A taxa de sintese do

colageno estd mais relacionada a paO, que ao oxigénio carreado pela
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7

hemoglobina. Portanto a hemoglobina é necessaria, porém n&o é o fator mais

importante para cicatrizagao (35).

Em tecidos, tal como o musculo, onde a distancia intercapilar € menor e o
consumo de oxigénio é relativamente maior, a oferta depende mais do oxigénio
proveniente da hemoglobina eritrocitaria do que da paO,. Porém, nos tecidos
como fascias, tenddes e 0sso, onde a distancia intercapilar € maior e 0 consumo
de oxigénio relativamente menor, sua oferta depende principalmente da paO,. O
trauma tissular € seguido de lesdo na microcirculagao e contragao vascular. Isto
faz com que aumente a distancia para a difusdo do oxigénio gerando hipdxia local.
Assim sendo a paO; passa a ser o principal mecanismo de oferta de oxigénio
para este local. Portanto, tecidos de cicatrizagdo mais lenta sdo mais dependentes
da paO, do sangue e dos tecidos do que da concentragdo de hemoglobina
sanguinea (110).

Nao s6 os fagdcitos, mas a quase totalidade das células constituintes do
microambiente de uma ferida estdo equipadas para converterem o oxigénio
molecular em espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo agentes oxidantes
como radicais livres e peroxido de hidrogénio (H»0O;). Estas substancias atuam
como mensageiros celulares para induzir regeneragao, agindo na acao das
citocinas, angiogénese, motilidade celular e formacao de matriz extracelular (111).

Cré-se que as espécies reativas do oxigénio ndo sejam inerentemente
lesivas, porém, em baixas concentragdes agem como mediadores em ampla

variedade de respostas celulares (111-113).
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A angiogénese € um fator precoce critico na reparagao de lesdes teciduais.
Embora a hipoxia possa contribuir para o inicio da neovascularizagédo, este
fendbmeno nao tem, individualmente, a capacidade de manté-la. A administracao
suplementar de oxigénio acelera a neovascularizagao (114,115). O fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) constitui-se em potente estimulo para o
crescimento vascular em feridas (111). A administragdo de oxigénio estimula o
surgimento de VEGF RNA, (RNA mensageiro) em células endoteliais e
macrofagos (116,117) e aumenta a expressao da proteina VEGF em feridas ‘in
vivo” (111). O oxigénio induz o inicio da diferenciacdo do fibroblasto em
miofibroblasto (119), célula responsavel pela contragao da ferida.

Em detrimento do efeito sobre a angiogénese e aceleracdo da
neovascularizagao, a oxigenoterapia tem sido empregada experimentalmente em
cirurgias de preservagao esplénica (120-122).

O processo de cicatrizacado das feridas envolve numerosas fases e, na sua
grande maioria, dependentes diretas da presenga de oxigénio. A deposicao de
colageno é passo fundamental na cicatrizagao, ao representar a matriz de suporte
para a neovascularizagao e a remodelagao tissular. Varias passagens da sintese
de colageno sao oxigénio-dependentes (123). Da secrecdo do pro-colageno, no
ambiente extracelular, oito etapas sdo necessarias até a formacédo do colageno.
Dentre essas, a hidroxilagdo da prolina e da lisina sao fundamentais (53,124). A
enzima prolil-hidroxilase, que requer oxigénio molecular como co-fator, converte
residuos de prolina em hidroxiprolina, o que permite as cadeias de pro-colageno
assumirem sua configuracdo de tripla hélice. Apds ocorrer a formacgao da tripla

hélice e excrecdo do pro-colageno, as fibras individuais de colageno séao
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arranjadas em fibrilas lineares via ligagdo cruzada pela enzima lisil-hidroxilase,
também necessitando do oxigénio molecular como co-fator. Fisiologicamente, as
ligagcbes cruzadas extracelulares sdo, em ultima analise, responsaveis pela
resisténcia adquirida pela leséo cicatrizada (111).

Nos processos enzimaticos oxigénio-dependentes a sintese de colageno é
refletida pela taxa em que ocorre a hidroxilagao da prolina (125,126). A quantidade
de oxigénio molecular para atingir 50% da velocidade maxima (K., pela equagao
de Michaelis-Menten, onde K, = Vimax / 2) da sintese de colageno equivale a uma
paO, de 20mmHg a 25mmHg(127), com velocidade maxima (Vnax) ocorrendo a
cerca de 250mmHg. A correg¢ao da paO; na ferida é objetivo fundamental que por
si s6 pode colocar em funcionamento o mecanismo da cicatrizagdo (111). Este
valor, 250mmHg, excede a disponibilidade de oxigénio normalmente presente na
ferida, sugerindo que o oxigénio suplementar possa aumentar a sintese de
colageno. Portanto, o aumento da oxigenacao da ferida pode resultar em aumento
da deposigcao de colageno e consequente melhora da sua resisténcia mecanica

(128-131),

1.3 - Efeitos do oxigénio sobre a infecgao

A complicagdo mais comum na ferida cirurgica € a infecgdo. As bactérias

nas feridas sdao normalmente destruidas por mecanismos oxidativos intracelulares

dos leucdcitos, e o oxigénio molecular € necessario para a produgao de radicais

de oxigénio, especialmente superdxidos bactericidas (108).
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Hopf et al. (132) demonstraram uma relagéao direta entre a paO, do tecido

subcuténeo e a infeccdo na ferida de pacientes cirurgicos. Os niveis criticos de

paO, para ocorréncia de infecgdo situam-se entre 30mmHg e 40 mmHg. No

entanto, se a paO; no tecido subcutédneo for maior ou igual a 90mmHg, nao

ocorreu infecgéo.

Além da diminuigdo da producdo de radicais de oxigénio, a hipdxia causa

ativacao prematura dos leucdcitos diminuindo sua agao sobre a bactéria e também

diminuicao da producao de interleucinas (108).

Os principais mecanismos de agao da oxigenoterapia hiperbarica sobre as

infecgdes sao:

Aumento da atividade leucocitaria: os leucdcitos consomem
grandes quantidades de oxigénio molecular para produgao de
radicais de oxigénio, tais como hidroxil, peroxidos e
superoxidos, para o processo oxidativo intracelular apds a
fagocitose do patdégeno. A produgdo destes radicais aumenta
proporcionalmente ao oxigénio ofertado, ou seja, quanto maior
a oferta de oxigénio maior sera a produgdo de radicais de
oxigénio e como consequéncia, maior sera a atividade
leucocitaria (133).

Supressao do crescimento bacteriano no tecido com hiperoxia:
o crescimento bacteriano aumenta nos tecidos com hipdxia e a
elevagdo da tensdo de oxigénio nos tecidos diminui o
crescimento das bactérias. Portanto, quanto maior a tensao de

oxigénio no tecido maior sera sua resisténcia a infecgéo (134).

38



Introdugao

Acao de sinergismo com os antibiéticos: o aumento da tenséo
de oxigénio nos tecidos promove aumento da eficacia dos
aminoglicosideos (135) e do sulfametoxazol e trimetoprim
(136).

Efeito sobre as bactérias anaerdbicas: a bactéria anaerdbica
tem naturalmente capacidade de se defender dos radicais
livres e dos radicais de oxigénio. No entanto, o aumento da
producdo destes agentes antimicrobianos pelos leucocitos,
pelo aumento da oferta de oxigénio, tem acao bactericida
sobre organismos anaerobicos. Além disso, a hiperdxia
hiperbarica (HBO) inibe a producao da alfatoxina e tem efeito
de supressao do crescimento de microorganismos do género

Clostridio (137).

A hiperoxigenacdo hiperbarica interfere no metabolismo oxidativo
energético e nao-energeético na sepse. Na oxidacdo energética destaca-se o
potencial de uma compensagao transitéria da hipdxia que ocorre na sepse, por
varios mecanismos, Nos processos oxidativos n&o-energéticos age na
potencializagao da agao de granulécitos, efetores vitais na defesa imunoldgica, € o
estimulo a produgcdo de enzimas antioxidantes, aumentando a resisténcia de
tecidos integros aos radicais livres ativados (106).

A capacidade do oxigénio suplementar em reduzir os indices de infecgéo é
mediada pelas espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas pela NADPH oxidase

(dinucleotideo fosfato de nicotinamida adenina — forma reduzida) nos neutroéfilos e
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macrofagos das feridas. A concentragdo necessaria de oxigénio para atingir a
metade da velocidade maxima (K,) da produgcao de ROS situa-se na faixa de
45mmHg a 80mmHg, com velocidade maxima (Vmax) em pO2 de 300mmHg (138).

Este valor s6 pode ser alcangado pela administragcdo suplementar,
semelhante ao que ocorre na sintese do colageno. Aproximadamente 98% do
oxigénio consumido por neutréfilos e macréfagos em feridas sao utilizados para
queima na cadeia respiratéria (138). Nesses locais, as espécies reativas do
oxigénio sdo geradas por quase todas as células presentes na ferida (111).

No cdlon, a célula muscular lisa e o fibroblasto sdo responsaveis pela
produgéo de colageno. Todos os mecanismos envolvidos funcionam com pressao

parcial de oxigénio a partir de 30mmHg (139-141).

1.4 - Bases biofisicas da hiperoxia hiperbarica

A HBO consiste na inalagédo de oxigénio a 100% e em pressao superior a
atmosférica. Em Medicina Hiperbarica, geralmente os valores de pressao
ambiente sao referidos em atmosferas absolutas (atm abs ou ATA). Ao nivel do
mar, tem-se pressdo de uma ATA = 760mmHg.

A atmosfera é constituida por uma mistura de gases nas seguintes
proporgoes: 20,94% de oxigénio, 78,08% de nitrogénio, 0,04% de gas carbdnico e
pequenas quantidades de argdnio, cripténio e hélio (142).

A lei de Dalton determina que a pressao parcial de um gas, componente de
uma mistura, seja proporcional a sua fragao neste sistema. Portanto, considerando

ao nivel do mar, a pressdo ambiental de oxigénio (pO,) € de aproximadamente
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160mmHg, ou seja, 20,94% de 760mmHg, enquanto a pO; alveolar é cerca de
104mmHg (143). Na pressao de duas ATA, com 21% de oxigénio, a pO, sera de
320mmHg.

No sangue, praticamente todo oxigénio & transportado pela hemoglobina
dentro das hemacias. Cada grama de hemoglobina, em condigbes fisiolégicas e
ao nivel do mar, transporta 1,34 mililitros (ml) de oxigénio. Um individuo com 15
gramas de hemoglobina por decilitro (dl) de sangue e saturagdo de oxigénio
proxima de 100% apresenta cerca de 200 ml de oxigénio ligado a hemoglobina,
por litro de sangue (20 volumes %) (106).

O plasma transporta oxigénio apenas dissolvido fisicamente, e nas mesmas
condigdes, atinge 0,3 volumes por cento. Aproximadamente 97% do oxigénio do
sangue sao transportados pela hemoglobina e apenas 3%, o0 que equivale a 0,3ml
por dl, é transportado dissolvido no plasma (106).

O conteudo de oxigénio no sangue € determinado pela soma do oxigénio

carreado pela hemoglobina (Hb) e o oxigénio dissolvido no plasma.

Férmula do calculo do Conteudo de Oxigénio no sangue esta apresentada

abaixo:

Conteudo de Oxigénio = 1.34 (Hb) (% saturagao) + pO; (.003)
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Elevando-se a pressdao de oxigénio até 200mmHg, a saturacdo da
hemoglobina sera de 100%. Portanto, elevando-se a pressao de oxigénio acima
de 200mmHg ndo aumentaremos o transporte de oxigénio mediado pela
hemoglobina (144). Porém, o aumento da pressao parcial de oxigénio eleva seu
grau de dissolucédo no plasma de forma linear. A elevacdo de 1TmmHg na pressao
parcial de oxigénio alveolar acarretara aumento de aproximadamente 0,0031
volumes % de oxigénio dissolvido no plasma (141). Administrando-se 100% de
oxigénio a pressdao ambiente (hiperéxia normobarica), esta concentragao
multiplica-se por cinco, ou seja, 1,5ml/dl (145); a pressao de duas atmosferas,
sera 4,44ml/dl (146) e a trés atmosferas este valor sera de 6,8ml/dl (147).

Esse aumento é significativo e os tecidos em repouso extraem em média
cinco a seis volumes porcento de oxigénio (148). Aplicando-se hiperoxigenagao
hiperbarica de duas ATA, o capilar arterial passa a apresentar paO, de
1150mmHg enquanto o capilar venoso chega a 100mmHg (106,144). Sendo
assim, a tensdo de oxigénio pode exceder 2000mmHg nas artérias e pode
alcangar 400mmHg nos tecidos (146). Na hiperoxigenacao hiperbarica de 2,5
ATA, a paO; € de 2000mmHg o que gera 5,4 volume por cento (vol%) de oxigénio
dissolvido no plasma, capaz de manter as fungbes metabdlicas basais na
completa auséncia de hemoglobina. O plasma hiperoxigenado pode transportar
oxigénio para areas que sao inacessiveis para célula vermelha, ofertando oxigénio
para tecidos relativamente hipoxicos na proporgdo da tensao de oxigénio do
plasma (137). O acréscimo de oxigénio dissolvido no plasma, proporcionado pela
hiperoxigenagao hiperbarica, € mais do que suficiente para suprir as necessidades

fisiologicas dos tecidos (141).
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As exposigdes breves e intermitentes a hiperdxia hiperbarica ndo afetam as
fungdes nao-oxidativas dos neutrofilos (149), porém exposi¢gdes prolongadas,
mesmo em hiperdxia normobarica, podem levar a disfungdes importantes dos
neutrofilos e macrofagos (150).

A oxigenacéao hiperbarica na pressao de trés ATA multiplica a distancia de
difusdo do oxigénio no tecido por um fator de trés a quatro no capilar arterial e por

um fator de dois no capilar venoso (151).

1.5 - Peritonite e resisténcia mecanica de anastomose coélica

A possivel interferéncia da peritonite sobre a cicatrizagdo das anastomoses
intestinais € assunto amplamente estudado, porém, ainda controverso.

A infeccdo do peritbnio tem efeito adverso sobre a cicatrizagdao de
anastomoses codlicas. Esta infeccdo provoca significativas mudangas no
metabolismo do colageno durante a fase inicial da cicatrizagdo. O aumento da lise
do colageno neoformado associado a redugdao de sua formacao intracelular
provoca defeitos na cicatrizacdo da anastomose colica infectada (46).

A infec¢do bacteriana pode diminuir a oferta de oxigénio tecidual que é
essencial para a formacgao intracelular do colageno pelo fibroblasto (130).

Mantovani et al. (152) estudaram o efeito da oxigenoterapia hiperbarica
sobre a taxa de mortalidade em modelo de peritonite fecal. Foram estudados 46
ratos com perfuragao circular de trés milimetros (mm) de didmetro no ceco. O
grupo controle de 22 animais respirou ar ambiente e os outros 24 animais foram

colocados em camara hiperbarica a 2,5 ATA por 60 a 90 minutos, durante quatro

43



Introdugao

dias consecutivos. Os autores concluiram que a oxigenoterapia hiperbarica
diminuiu a mortalidade em modelo de peritonite fecal experimental nas primeiras
48 horas apés a perfuragéo, de 81,8% no grupo controle para 37,5% no grupo
tratado.

Naresse et al. (49) observaram que a infecgdo peritoneal exerceu efeito
deletério na evolugdo das anastomoses colicas, prolongando a fase latente do
processo cicatricial, favorecendo a deiscéncia das anastomoses.

Minossi et al. (50) demonstraram que a peritonite fecal diminuiu a
resisténcia mecanica da alga cdlica integra a partir de trés horas e persistiu até 24
horas apds a injecao intraperitoneal de suspensao de fezes humanas.

Embora a peritonite fecal difusa possa provocar alteragdes na cicatrizagao
das anastomoses, a peritonite focal induzida por perfuragdo ndao modificou o
processo de cicatrizagdo das anastomoses no célon distal de ratos (52).

A peritonite diminui a concentracdo e maturagdo do colageno em
anastomoses colocélicas, porém esta alteracdo nao interferiu na capacidade da
anastomose suportar pressao (55).

de Hingh et al. (58) observaram que a peritonite tem efeito limitado e
transitério sobre a resisténcia mecanica das anastomoses colicas. Os testes
mecanicos mostraram diminui¢do da resisténcia da anastomose no terceiro dia e
retornaram préximo aos valores do grupo controle no quinto dia de pds-operatorio.

Eles ndo observaram deiscéncia de anastomose.

44



Introdugao

1.6 - Modelo de peritonite experimental

O modelo de puncéo e ligadura cecal (PLC) foi descrito originalmente por
Wichterman et al. (153) em 1980. Os autores descreveram e padronizaram o
modelo que se difundiu amplamente e € dos mais usados na atualidade. Neste
modelo, o ceco é ligado parcialmente e puncionado com agulha o que permite o
extravasamento do conteudo para cavidade peritoneal, com consequente
peritonite fecal. O modelo resulta em choque séptico e morte que ocorre em 24
horas a 48 horas apds a pungao. Associam-se sepse polimicrobiana, bacteremia,
sendo uma fase inicial hiperdindmica seguido de uma fase tardia, hipodinamica.

Uma vantagem deste modelo € que o indice de mortalidade pode ser
modulado pelo tamanho do didmetro da agulha usada para provocar o orificio no
ceco. Quanto maior essa medida, maior a mortalidade,
assim como também o numero de puncgdes realizadas. Outra grande vantagem do
modelo é que os animais desenvolvem uma fase inicial de resposta cardiovascular
hiperdinamica, semelhante ao observado em humanos, onde o débito cardiaco
esta aumentado e a resisténcia vascular sistémica diminuida. Os animais
desenvolvem bacteremia e sinais de sepse sistémica bem como resposta
inflamatoéria. Com a passar do tempo, evoluem para uma segunda fase, onde
pioram progressivamente podendo culminar com colapso cardiovascular (choque
séptico) e morte (154).

Schoeffel et al. (155) detectaram a presengca de bactérias no exsudato

peritoneal trés horas apds a pungao e ligadura cecal.
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Brooks et al. (156) estudaram os efeitos da pung¢ado e ligadura cecal em
ratos. A PLC resultou em hemoculturas de bactéria entéricas positivas em todos
0s animais, diminuigao da atividade motora, presenca de febre a partir de quatro a
cinco horas e hipotermia, apés 17 horas. Observaram também perda de peso,
leucopenia e hipoglicemia além de mudancas histopatoldgicas no cérebro, figado,
pulmdes e sistema vascular. O modelo de PLC ndo somente resulta em sepse,
mas causa danos teciduais compativeis com desenvolvimento da sindrome de
faléncia multipla de érgdaos em humanos. Os autores concluiram que o modelo de
sepse por puncao e ligadura cecal € o melhor modelo animal para o estudo da
sepse.

Pancoto et.al. (157) constaram que a PLC promove disfungcédo progressiva
do sistema nervoso autondmico do coragédo e de vasos sanguineos nas primeiras
horas de indugao da peritonite no rato.

Scheiermann et al. (158) apresentaram um modelo de incisdo e ligadura
cecal. Realizaram uma incisdo de 1,5 centimetro (cm) no ceco, observando
mortalidade de 50% dos ratos. Os autores concluiram que o modelo provocou
peritonite bacteriana intensa com consequente disfungdo de 6rgaos sistémicos,
podendo ser usado como modelo de sepse experimental grave.

Neste estudo, as anastomoses foram realizadas seis horas apds a pungao
e ligadura cecal com o objetivo de estudar as anastomoses confeccionadas na

fase inicial da sepse no rato.
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1.7 - Afericao da resisténcia mecanica da cicatrizagao intestinal: testes

biomecanicos

Diversos modelos sao usados para aferir a resisténcia mecéanica das
anastomoses intestinais.

Os testes biomecanicos mais utilizados sao representados por ensaios
uniaxiais (33,49,159) e biaxiais (43) para a verificagao da resisténcia mecanica da
linha anastomaética ou da parede integra de segmento intestinal (99). Estes testes
biomecanicos analisam o momento da ruptura da anastomose, porém nao
representam integralmente o comportamento do tecido biolégico na sua totalidade.
Em virtude disso, o comportamento fisicomecanico da alga intestinal contendo a
anastomose é analisado parcialmente e atributos essenciais pertencentes aos
materiais viscoelasticos, tais como deformacao, tempo de ruptura e médulo de
elasticidade nao sao frequentemente avaliados nestes ensaios (100,160).

Baseados nestes conceitos, estudos com testes biomecéanicos buscaram
modelos com capacidade para aferir a resisténcia intrinseca de ruptura da alga ou
da anastomose, assim denominada Energia Intrinseca de Deformacao. A Energia
Intrinseca é entdo representada pela resultante das forgcas aplicadas por unidade
de tempo ou elongagao. Nestes modelos a energia € calculada dentro do intervalo
elastico da fungao Forgca x Deformacao ou Tensao x Deformacéo (96,160).

Wu et al. (100) descreveram o teste biomecanico Energia Total de Ruptura
(ETR). Este teste biomecanico representa, provavelmente, de modo mais
adequado o comportamento real e integral da resisténcia mecanica do segmento

de cdlon sob teste, ja que a analise da funcao Forga x Elongacéo foi realizada até
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o0 momento exato de ruptura. A Energia Interna de Deformagéo é obtida por meio
da area delimitada pela curva da funcdo Funcéo x Deformacao.

O comportamento biomecanico da alga intestinal esta diretamente
relacionado ao fator tempo em virtude desse material bioldégico possuir
propriedade viscoelastica n&o-linear. Portanto, se a velocidade de tragdo para um
mesmo espécime for modificada, energias resultantes obtidas serao diferentes.
Em razao disso, os espécimes sdo submetidos aos ensaios ETR com velocidade
de tracao axial constante. O trabalho realizado para promover o rompimento do
segmento de colon descendente de rato, por meio da aplicacédo de uma forga axial
externa, é equivalente a Energia Total de Ruptura acumulada nesse espécime
durante o ensaio mecanico (92,100).

Considerando todas estas informacodes, neste trabalho foi utilizado o teste
Biomecanico Energia Total de Ruptura (ETR) para aferir a resisténcia mecénica

das anastomoses na presenca de peritonite induzida.

1.8. Dados da Literatura

As alteragcbes provocadas pela peritonite sobre a cicatrizagdao das
anastomoses intestinais ainda € assunto discutido e controverso. Ainda mais
polémico é o efeito da oxigenoterapia hiperbarica sobre os fatores capazes de

alterar a evolugéo normal de uma anastomose.
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Shandall et al. (20) evidenciaram que a tensdo de oxigénio peri-
anastomotica encontrada no intestino delgado e no coélon de coelhos estava
diretamente relacionada com a pressao de explosao, forca de ruptura a tragao e
conteudo de hidroxiprolina nessa area. Além disso, as taxas de deiscéncia da
linha de sutura foram de 10% quando eram realizadas com tensdes tissulares peri-
anastomaticas superiores a 55mmHg e foram de 100% quando realizadas em
tensdes inferiores a 25mmHg.

Naresse et al. (49) estudaram o efeito da peritonite fecal na cicatrizagao de
anastomoses no coélon distal de ratos. Foram estudados 240 ratos e a peritonite foi
induzida pela inoculacdo de injecdo intraperitoneal de suspensdao de fezes
humanas frescas. Os autores concluiram que a infecgao peritoneal foi prejudicial a
cicatrizagdo o que poderia favorecer a deiscéncia das anastomoses.

Ahrendt et al. (161) demonstraram que a sepse intra-abdominal, provocada
por puncao e ligadura cecal, diminuiu a pressao de explosao e a concentragcao de
colageno em anastomoses no colon distal de ratos.

Ahrendt et al. (51) estudaram o efeito da sepse intra-abdominal sobre a
sintese de colageno em anastomoses cdlicas de ratos. Eles evidenciaram que a
peritonite diminuiu a sintese de colageno novo e a sintese proteica nao-
colagenosa. Além disso, a sepse intra-abdominal alterou a regulagédo da
expressao do gene do colageno tipo | e tipo Ill. Estes dois fatores contribuiram
para diminuir a forca mecanica das anastomoses cdlicas.

Hamzaoglu et al. (42) estudaram o efeito da oxigenioterapa hiperbarica na
fase inicial da cicatrizagao das anastomoses no célon esquerdo de ratos, com e

sem isquemia provocada. Utilizando o teste de Pressao de Ruptura a Distensao
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por Liquido e a dosagem de hidroxiprolina, concluiram que a isquemia piorou a
cicatrizacdo da anastomose e que a oxigenoterapia hiperbarica melhorou a
cicatrizagcdo, com e sem isquemia induzida.

de Hingh et al. (568) estudaram a anastomose realizada no célon distal na
presenca de peritonite provocada por pungao e ligadura cecal. Foram operados 96
ratos machos, sendo 47 o grupo controle e 49 o grupo peritonite. A anastomose foi
realizada 24 horas depois da indugdo da peritonite. Antibidticos e fluidos de
ressuscitacdo foram empregados. Nove ratos do grupo peritonite morreram de
septicemia nas primeiras 48 horas de pds-operatério. Nao ocorreu deiscéncia das
anastomoses no exame pos-morte. A eutanasia, dos demais animais, foi realizada
nos dias zero, um, dois, trés e cinco do pods-operatério. As anastomoses foram
aferidas por testes mecanicos (teste de pressao de explosao e teste de for¢a de
ruptura a tracdo) além da analise bioquimica (dosagem dos niveis de
hidroxiprolina e da atividade da matriz de metaloproteinase). Os testes mecanicos
mostraram diminuicdo da resisténcia da anastomose no grupo peritonite por volta
de terceiro dia e que retornaram préximo aos valores do grupo controle no quinto
dia de poés-operatorio. Nao houve diferenca dos niveis de hidroxiprolina entre os
grupos. Os autores concluiram que o efeito da peritonite bacteriana sobre a
cicatrizacdo da anastomose tem efeito limitado e transitorio.

Yagci et al. (45) avaliaram os parametros mecanicos e biomecanicos do uso
de oxigénio hiperbarico pré e pos-operatorio em anastomoses coélicas normais e
isquémicas de 80 ratos machos. As anastomoses foram realizadas no cdlon
esquerdo, sendo os grupos divididos com e sem isquemia induzida e com HBO

apenas pré-operatéria, HBO apenas pods-operatéria e em ambos. A HBO foi
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administrada com pressdo de 2,8 ATA por duas sessdes com duragao de 90
minutos por dois dias no pré-operatorio e quatro dias no pds-operatorio. A
eutanasia foi realizada no quinto dia de pds-operatério. Os autores concluiram que
a HBO combinada, pré e pds-operatoéria, aumentou os paradmetros mecanicos e
biomecanicos nas anastomoses isquémicas; também aumentou os niveis de
hidroxiprolina e, no entanto, ndo aumentou os valores da pressao de exploséo nas
anastomoses normais.

Teke et al. (60) observaram que o uso do ditiocarbamato de pirrolidina
melhorou os efeitos deletérios da peritonite, induzida por puncéao e ligadura cecal,
sobre as cicatrizagdo das anastomoses célicas em ratos.

Teke et al. (61) constaram que a peritonite provocada por pungéao e ligadura
cecal diminuiu a pressdo de explosdo e os niveis de hidroxiprolina nas
anastomoses do colon esquerdo de ratos, porém estes valores sao revertidos com
uso da “proteina C ativada” que € uma protease sérica com agao anticoagulante e
anti-inflamatéria.

Brocco et al. (62) estudaram o efeito da lavagem peritoneal com solugéo de
bupivacaina em ratos com peritonite fecal induzida pela injecdo, na cavidade
abdominal, de suspensao de fezes autdlogas diluidas, recém defecadas. Apds
seis horas, os animais eram reoperados, a cavidade era tratada com limpeza com
compressa, lavagem com soro fisioldgico ou solugdo de bupivacaina diluida em
solugao fisiolégica. Os autores concluiram que a lavagem peritoneal com solugao
de bupivacaina foi eficaz para evitar o 6bito, por 11 dias, em 100% dos animais

com peritonite fecal.
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Sucullu et al. (63) estudaram o efeito da oxigenoterapa hiperbarica na
anastomose colica na presenca de peritonite induzida experimentalmente por
puncédo e ligadura cecal. A anastomose foi realizada 24 horas depois da indugéo
da peritonite. Antibidticos e fluidos de ressuscitacdo foram empregados. Foram
operados 32 ratos de ambos os sexos que foram divididos em dois grupos, sendo
reoperados no terceiro e sétimo dias, respectivamente. Estes dois grupos foram
divididos em dois subgrupos de oito animais cada, com e sem uso da hiperodxia
hiperbarica. As sessées de camara hiperbarica foram empregadas na pressao de
2,5 ATA por 90 minutos, diariamente. A cicatrizagao das anastomoses foi aferida
por trés parametros: pressao de explosao, avaliacdo histologica (indice fibrético) e
dosagem dos niveis de hidroxiprolina. Os autores concluiram que a
oxigenoterapia hiperbarica aumentou os niveis da pressao de explosdo em ambos

0S grupos, porém nao alterou o indice fibrético e os niveis da hidroxiprolina.
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Objetivo

2 - Objetivo

Analisar e avaliar os efeitos da oxigenoterapia hiperbarica sobre a
resisténcia mecanica das anastomoses no colon distal de ratos na presenca de
peritonite provocada por puncdo e ligadura cecal, utilizando-se o teste

biomecanico de Energia Total de Ruptura.
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IANTATATANTATNTANT A

3-MATERIAL E METODO
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3.1 - Local de experimentacgao

Os experimentos foram realizados no laboratério de Técnica Cirurgica do
Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da UNICAMP.

Os animais operados foram alojados no biotério do préprio Nucleo de
Cirurgia em gaiolas especificas com cinco ratos em cada uma delas. O ciclo
claro/escuro foi caracterizado pela agao de luz artificial por um periodo de 12
horas ao dia, sendo a temperatura e umidade as mesmas do ambiente geral.

A agua e a ragdo (NUVILAB-CR1® - NUVITAL NUTRIENTES Ltda) foram
oferecidas livremente aos animais durante todo o experimento. Nao houve jejum

prévio ao ato operatorio.

3.2 - Animais utilizados

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagdo
Animal do Instituto de Biologia CEEA-IB-UNICAMP, segundo os principios éticos
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal — COBEA (Protocolo
numero 923-1).

Foram utilizados 45 ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
mammalia), da linhagem Wistar, com peso variando de 350 gramas a 400 gramas
e idade entre 100 dias e 110 dias.

Os animais eram provenientes do Centro de Bioterismo — CEMIB/

UNICAMP e criados sob condigcbes ambientais e alimentares semelhantes.
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3.3 - Procedimento experimental

3.3.1 - Divisao dos grupos

Os 45 animais foram separados aleatoriamente em trés grupos (Figura 1):

e Grupo Controle (GC): Grupo composto por 15 animais submetidos a
laparotomia, inventario da cavidade e manipulacdo das algas intestinais e
do ceco, ressec¢cdo do omento maior e da gordura do funiculo espermatico
seguido de laparorrafia. Nao se realizou pungéao e ligadura cecal. Apos seis
horas, os animais foram novamente anestesiados e submetidos a
laparotomia seguida de seccédo e anastomose no colon descendente. Os
animais foram mantidos em ar ambiente durante os cinco dias de
experimento. Sessbes de camara hiperbarica ndo foram empregadas. Os
ratos tinham livre acesso a ragdo e a agua. Os animais nao receberam
antibidticos ou hidratacdo parenteral durante o experimento. A eutanasia foi
realizada no quarto dia de pos-operatorio (Figura 2).

e Grupo Peritonite (GP): Grupo composto por 15 animais submetidos a
laparotomia, inventario da cavidade e manipulacdo das algas intestinais,
resseccao do omento maior e da gordura do funiculo espermatico; a seguir
provocou-se peritonite pelo método de pungao e ligadura cecal seguido de
laparorrafia. Apos seis horas, os animais foram novamente anestesiados e
submetidos a laparotomia, seguida de seccdo e anastomose no codlon
descendente. Os animais foram mantidos em ar ambiente durante os cinco
dias de experimento. Sessdes de camara hiperbarica ndo foram

empregadas. Os ratos tinham livre acesso a ragdo e a agua. Os animais
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nao receberam antibidticos ou hidratagado parenteral durante o experimento.
A eutanasia foi realizada no quarto dia de pds-operatério (Figura 2).

Grupo Camara Hiperbarica (GCH): Grupo composto por 15 animais
submetidos a laparotomia, inventario da cavidade e manipulacdo das alcas
intestinais, ressecgcdo do omento maior e da gordura do funiculo
espermatico; a seguir provocou-se peritonite pelo método de puncado e
ligadura cecal seguido de laparorrafia. Apos seis horas, os animais foram
novamente anestesiados e submetidos a laparotomia seguida de secgao e
anastomose no colon descendente. Logo apds o ato operatério, os ratos
deste grupo eram colocados em uma camara hiperbarica experimental para
inalarem oxigénio a 100%, a duas atmosferas absolutas de presséo,
durante 120 minutos. Cada sessao era repetida diariamente, no mesmo
horario, por quatro dias consecutivos. Nos intervalos entre as sessodes, 0s
animais respiravam ar ambiente e tinham livre acesso a ragéao e a agua. Os
animais nao receberam antibiéticos ou hidratacdo parenteral durante o
experimento. No quinto dia do experimento, ou seja, quarto dia de pos-

operatdrio, os animais eram submetidos a eutanasia (Figura 2).
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45 RATOS

GRUPO GC GRUPO GP GRUPO GCH
ANASTOMOSE +
SOMENTE ANASTOMOSE + PERITONITE +
ANASTOMOSE PERITONITE HIPERBARICA

15 RATOS 15 RATOS 15 RATOS

Figura 1 - Fluxograma do experimento.

1° DIA 2°DIA 3°DIA 4°DIA
POS- POS- POS- POS-
OPERATORIO | OPERATORIO OPERATORIO OPERATORIO
1° DIA 2°DIA 3°DIA 4° DIA 5° DIA
EXPERIMENTO | EXPERIMENTO | EXPERIMENTO | EXPERIMENTO | EXPERIMENTO
Operacao
GRUPO (Anastomose) . . . ..
CONTROLE + Ar Ambiente Ar Ambiente Ar Ambiente Eutanasia
(Anastomose) Ar ambiente
crupo [ Operacie
PERITONITE Peritonite) Ar Ambiente Ar Ambiente Eutanasia
(Anastomose + + Ar Ambiente
Peritonite) Ar ambiente
GRUPO CAMARA Operagdo Camara Camara Camara
HIPERBARICA (Anastomose + Hiperbarica Hiperbarica Hiperbarica
(Anastomose + Peritonite) P P P Eutanasia
Peritonite + t 2 ATA 2 ATA 2 ATA
Camara Cémara 2 horas 2 horas 2 horas
Hiperbarica) Hiperbarica
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3.4 - Etapas experimentais

As etapas experimentais foram delineadas de acordo com a sequéncia a
seqguir:

Anestesia;

e Procedimento cirurgico;

e Camara hiperbarica experimental;

e Observagao dos aspectos clinicos no pds-operatorio;

o Eutanasia e avaliagdo macroscoépica da cavidade peritoneal,
e Retirada e limpeza da alga cdlica;

o Estudo biomecanico de Energia Total de Ruptura (ETR);

¢ Analise estatistica.

Especificagao das etapas:

3.4.1. Anestesia

A anestesia foi realizada pela via venosa por meio de puncao da veia da

cauda do rato com “scalp” numero 23. A droga utilizada foi o pentobarbital sddico

a trés por cento (Hypnol-Fontoveter®).

O anestésico foi diluido em solugcdo fisiolégica resultando uma

concentragcdo de 25 miligramas por mililitro. A dose empregada era de 30
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miligramas por quilo, aplicada por uma seringa de plastico de cinco mililitros da
marca Nipro®.

O plano anestésico foi determinado de acordo com o reflexo respiratério e
com a tonicidade muscular apresentada pelo animal na anestesia e durante o
procedimento cirurgico. O plano ideal era atingido quando o rato mantinha
respiracao regular e apresentava flacidez muscular.

Para eventual manutencédo desse plano e na necessidade de administrar
doses suplementares de anestésico no periodo intraoperatério, manteve-se o

"scalp" fixado a veia da cauda, acoplado a seringa com o pentobarbital (Figura 3).

Figura 3 - Posicionamento do "scalp" na veia caudal conectado a seringa contendo o

anestésico.
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3.4.2. Procedimento cirurgico

Todos os animais foram operados pelo autor, sendo utilizada a mesma

técnica e instrumental cirargico (Figura 4).

Figura 4 - Mesa cirurgica com os materiais utilizados durante os procedimentos cirtirgicos

O dia cirurgico para cada grupo foi determinado por meio de sorteio. No
quinto dia de experimento, os animais eram submetidos a eutanasia e ao teste

biomecanico de Energia Total de Ruptura (ETR).

3.4.2.1. Descricao do procedimento cirurgico

Os procedimentos cirurgicos foram executados de acordo com as etapas

seguintes:

e Auséncia de jejum prévio;

e Pesagem do animal,
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Procedimento anestésico;

Tricotomia da parede abdominal anterior e antissepsia da area
cirurgica com solugao tépica de polivinilpirrolidona-iodo a 10%;
Colocagéo do animal em prancheta cirurgica apropriada em posigéao

de decubito dorsal e fixagdo dos membros (Figura 5);

Figura 5 - Posicionamento do animal na prancheta

Colocagao de campo fenestrado;
Incisdo mediana de quatro centimetros e abertura por planos até a
cavidade peritoneal e colocagcdo do afastador abdominal com

finalidade de expor amplamente as visceras abdominais (Figura 6);
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Figura 6 — Cavidade abdominal aberta com afastador.

e Inventario da cavidade abdominal e identificagdo do ceco e cdlon
descendente;

e Resseccgao e ligadura com fio de seda 3.0 do omento maior proximo
a grande curvatura gastrica,

e Ressecgao e ligadura com fio de seda 3.0 da gordura do funiculo

espermatico bilateralmente, (Figura 7).
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Figura 7: Ressecgéo da gordura do funiculo espermatico bilateralmente

ApoOs este procedimento, os animais do grupo controle eram submetidos ao
fechamento da parede abdominal enquanto os animais dos grupos GP e GCH

eram submetidos a ligadura e pungao cecal antes de realizar o fechamento.

3.4.2.2. Descricao da técnica de puncao e ligadura cecal

Identificagdo e mobilizagdo do ceco e manobra de malaxar o conteudo
intraluminal do cdlon ascendente no sentido proximal para preencher o ceco com
fezes. A seguir, procedeu-se a ligadura parcial do ceco como fio monofilamentar
de polipropileno 4.0 (Prolene ®) com agulha cilindrica, imediatamente abaixo da
valvula ileocecal, ndo englobando os vasos cecais, com a finalidade de aumentar

a pressao intraluminal e sem promover a isquemia do 6rgéo (Figura 8). A seguir,
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realizaram-se dez pungdes na face antimesentérica do ceco com agulha de calibre
40mm por 1,2 mm ou G=18,5, equidistantes cinco milimetros entre cada puncgao,
no total de cinco centimetros de extensdo. Pelos orificios feitos, ocorria

extravasamento de conteudo fecal do ceco (Figura 9).

Figura 8 — Ligadura do ceco.
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Figura 9 — Pungéo do ceco.

Posteriormente, o ceco era cuidadosamente posicionado dentro da
cavidade abdominal e a parede abdominal fechada em dois planos.

Apés seis horas do fechamento da parede abdominal, os animais foram
novamente anestesiados e reoperados para confecgdo da anastomose. A ligadura
e puncao cecal nao foi tratada, de modo que, a peritonite provocada manteve-se

durante todos os dias do experimento até a eutanasia.
3.4.2.3. Descricao da técnica da anastomose

A cavidade abdominal foi aberta apds a seccdo dos fios de fechamento;
identificacdo e secgao transversal do célon descendente dois centimetros acima
da reflexdo peritoneal com microtesoura. Iniciou-se anastomose com um ponto de
reparo na face antimesentérica e outro ponto na borda mesentérica do cdélon para

facilitar a realizacdo da anastomose. A seguir, confeccionou-se a anastomose
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término-terminal com 16 pontos separados, seromusculares extramucosos, com
fio monofilamentar de polipropileno 7.0 (Prolene ®) munido de agulha cilindrica

(Figuras 10 e 11).

Figura 11 — Animal do grupo 2: confecgdo da anastomose com peritonite.
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e AplOs a realizagdo da anastomose as algas intestinais foram
cuidadosamente posicionadas na cavidade abdominal

e Sintese da parede abdominal em dois planos:

- O primeiro plano englobou peritdnio, camada muscular e aponeurose
com sutura continua com fio inabsorvivel monofilamentar de

polipropileno 4.0 (Prolene®) com agulha cilindrica (Figura 12).

Figura 12 - Fechamento da cavidade: sutura da aponeurose

- 0 segundo plano de sutura continua envolveu pele e subcutaneo com
fio monofilamentar de polipropileno 4.0 (Prolene®) munido de agulha

cilindrica (Figura 13).
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Figura 13 — Fechamento da parede: sutura da pele e tela subcutanea.

Com o final dos procedimentos cirurgicos, o instrumental utilizado era
lavado e mergulhado em solugdo de alcool etilico a 70% por 30 minutos e
posteriormente seco em compressa limpa. Apds o término de cada ato operatério,
0 processo anterior de limpeza dos materiais era repetido.

Os animais nao receberam antibidticos ou hidratacido parenteral durante
todos os cinco dias do experimento.

Logo apdés o término das operagbes, os animais foram distribuidos
aleatoriamente sendo que os ratos dos grupos GC e GP permaneciam em gaiolas
com cinco animais e respiravam ar ambiente até a eutanasia no quinto dia do
experimento. Os animais do grupo GCH foram submetidos as sessdes diarias de
camara hiperbarica.

Os 15 ratos do grupo GCH foram levados a camara hiperbarica, apos a

recuperacgao da anestesia, de acordo com as etapas seguintes:
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e Lavagem da area interior do vaso de pressao da camara hiperbarica com agua;
e Posicionamento dos animais na camara;

e Fechamento da escotilha;

¢ Ventilacdo do interior do vaso de pressdo da camara hiperbarica experimental
durante cinco minutos pelo oxigénio a 100% com fluxo constante de dez litros por
minuto, mantendo a valvula de exaustao aberta;

e Fechamento da valvula de exaustao;

¢ Inicio da pressurizagcao da camara com duracado de 15 minutos até alcancar a
pressao de duas atmosferas absolutas;

e Manutencao da ventilagdo por um periodo de 120 minutos em fluxo constante
de dez litros por minuto com oxigénio a 100%, a duas atmosferas absolutas;

e Despressurizagdo da camara experimental com duragao de 15 minutos;

e Recolocagao dos animais na gaiola de contengdo com a liberagao imediata de

agua e ragao.

Durante as sessdes de hiperoxia hiperbarica, as caracteristicas clinicas
apresentadas pelos animais no interior da camara eram monitoradas através das
vigias laterais.

As sessbes de camara hiperbarica iniciaram-se no primeiro dia de
experimento, logo apds a recuperacéo anestésica, sempre no mesmo horario, por
quatro dias consecutivos. A eutanasia foi realizada no quarto dia de pos-

operatorio, ou seja, no quinto dia de experimento.
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3.4.3. Emprego da camara hiperbarica experimental

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

Apresenta-se por meio de um vaso de pressdo com volume de 110 litros e
possui uma escotilha removivel em uma das extremidades, cuja fungao é realizar

a abertura e o fechamento da cdmara (Figura 14).

Figura 14 - Cadmara hiperbarica. Vista lateral e frontal.

Na outra extremidade do vaso de pressao ha uma valvula de exaustdo com
a finalidade de permitir a liberacédo de gases durante a fase final da sessao de

hiperdxia hiperbarica (Figura 15).
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Figura 15 - Valvula principal (seta) para promover a exaustdo dos gases da camara.

Além dessa valvula de exaustdo, existem no painel de controle outras
quatro pequenas valvulas e um fluxébmetro. Duas dessas valvulas séao
responsaveis pelo controle de admissao de gases, enquanto as outras duas, pela
exaustéo.

Uma das valvulas de admisséo realiza o ajuste de alto fluxo de entrada dos
gases no sistema da camara hiperbarica, enquanto que a outra efetua o ajuste
fino. Ambas sao controladas pelo fluxdmetro. As valvulas de exaustao apresentam

0 mesmo processo de controle em relagéo as valvulas de admissao (Figura 16).
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Figura 16 - (A) Fluxémetro, (B) valvula de exaustao - ajuste de alto fluxo, (C) valvula de exaustdo -
ajuste fino do fluxo, (D) valvula de admisséo - ajuste de fino fluxo e (E) valvula de exaustao - ajuste

de alto fluxo.

Na parede lateral da camara encontram-se duas vigias circulares de vidro
temperado, com 17 centimetros de didmetro. Essas vigias permitem a visibilidade
dos animais dentro da camara, possibilitando assim, a observagdo dos mesmos

durante as sessodes de hiperdxia hiperbarica (Figura 17).

Figura 17 - Camara hiperbarica. Vista lateral com a presencga de duas vigias circulares e

do fluxémetro na porgdo superior indicando duas atmosferas absolutas de pressao.
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O posicionamento dos ratos no interior da camara foi feito em gaiolas
especiais de contencéo, permitindo a permanéncia de até dez animais com total

liberdade de movimento (Figura 18).

J

Figura 18 - Gaiola especial de contengdo dos animais na camara hiperbarica.

3.4.4. Observacao dos aspectos clinicos no pos-operatério

Apds o procedimento cirurgico, os animais foram colocados em gaiolas de
contencdo. Foram observados até o completo despertar, verificando-se a
frequéncia respiratoria e sua movimentagéo na gaiola. Quando os ratos estavam
totalmente recuperados da anestesia, os pertencentes ao grupo GCH eram
levados a camara hiperbarica. Os demais permaneciam nas gaiolas respirando ar
ambiente.

Durante os quatro dias seguintes ao ato cirurgico, foram observados os
aspectos clinicos abaixo relacionados:

e Peso;
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¢ Ingestao de alimentos;
e Aspectos da cicatrizagao;
e Distensdo abdominal;

e Aspecto das fezes.

3.4.5 - Eutanasia e avaliagao macroscopica da cavidade peritoneal

A eutanasia foi realizada no quarto dia de pds-operatério com o uso de
dose letal de tiopental sédico a trés por cento, intravenoso, pela veia caudal. A
sequir, a cavidade abdominal era aberta por incisdo mediana xifopubica.

A cavidade peritoneal era inventariada com a finalidade de detectar a
presencga de secregdes (liquido livre na cavidade), edema e distensdo das algas
intestinais, peritonite bloqueada ou difusa, abscessos intracavitarios, deiscéncia da

anastomose e aderéncias.

3.4.6. Retirada e limpeza da alga cdlica

O célon descendente era seccionado, ao nivel da reflexdo peritoneal, e
quatro centimetros acima dela com tesoura de iris. A anastomose ficava entdo na
sua porgdo media. A seguir, este segmento de cdélon de quatro centimetros e
contendo a anastomose era retirado e submetido a limpeza intraluminal (Figura

19).
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Figura 19 - Segmento de alga cdlica de quatro centimetros apds limpeza intraluminal.

Quando havia fezes, movimentos suaves de “ordenha” digital eram
realizados para retira-las.

Apoés esses procedimentos, o lumen era lavado com fluxo lento e continuo
de solugao fisioldgica com o intuito de remover os residuos restantes de fezes que
aderem a mucosa. Essa manobra visava impedir que residuos fecais pudessem
obstruir alguma via pertencente ao sistema de medicao.

Os espécimes eram entdo mergulhados individualmente, por um periodo de
20 minutos, em um recipiente tipo “Becker” contendo solugado fisiolégica e
cloridrato de papaverina, em concentragcdo de 250 miligramas por litro, a

temperatura de 37 graus Celsius.
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Por meio desse procedimento, os espécimes apresentavam-se com as suas
paredes relaxadas, minimizando assim, as variagcdes de contracdes espasmaddicas

decorrentes da manipulagao.

3.4.7. Estudo do comportamento biomecanico da alga intestinal

3.4.7.1. Teste de Resisténcia Biomecanico de Energia Total de Ruptura

(ETR)

A Energia Total de Ruptura foi definida como a energia interna acumulada
necessaria para promover o rompimento do célon apds a imposi¢cao de uma forca
externa de tragdo. Essa energia foi medida pelo aplicativo SABI 2.0 - Sistema de
Aquisicdo e Analise de Dados Biomecanicos, o qual esta inserido no teste de
resisténcia biomecéanico Energia Total de Ruptura (43).

O sistema proposto para promover a medigao da Energia Total de Ruptura
(ETR) por meio do teste de resisténcia biomecanico foi composto pelos seguintes
equipamentos e aplicativo (Figura 20):

e Sistema de tracdo da bomba de infusdo da marca B.BRAUN /
Modelo 871.012 (Figura 20 a);

e Gancho de acgo inoxidavel especialmente confeccionado (Figura
20 b);

e Canhao do cateter endovenoso de "teflon" numero 18 com a luz

invia e fixada em um sistema de corrente (Figura 20 c);
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Canhao do cateter endovenoso de "teflon" numero 18 com a luz
aberta (Figura 20 e);

Torneira de tripla-via com a extremidade fixada em um sistema
de corrente (Figura 20 f);

Célula de carga da balanca de precisdo da marca Mettler-Toledo
/ Modelo SB8000 (Figura 20 h);

Poligrafo da marca SIEMENS-ELEMA / Modelo 804 /
MINGOGRAFT (Figura 20 p);

Cateter de polietiieno (P.E. 80) de 50 centimetros de
comprimento (Figura 20 n);

Seringa de plastico com volume de dez mililitros de marca Nipro
posicionada no transdutor de pressao do poligrafo (Figura 20 o);
Alavanca confeccionada para promover a conexao da célula de
carga da balanca de precisdo com o sistema de tragao (Figura 20
i);

Microcomputador PC padrdo com canal de comunicagao serial
(Figura 20 m);

Cabo de comunicacgéo serial (Figura 20 1);

Saida serial da balanga de precisao (Figura 20 j);

Aplicativo SABI 2.0 - Sistema de Aquisi¢cao e Analise de Dados

Biomecanicos versao 2.0 (Figura 20 q).
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Depois de retirado do copo de Becker contendo a solugao de papaverina, o

espécime previamente preparado foi submetido ao seguinte procedimento:

Introdugdo do canhdo do cateter numero 18 com a luz aberta e
do canhdo do cateter numero 18 com a luz invia e fixada ao
sistema de corrente nas extremidades proximal e distal do
segmento de alga, respectivamente;

Em seguida, estes dois canhdes eram atados, com fio de seda
2.0, nas extremidades do segmento de algca que continha a
anastomose equidistante dois centimetros de cada canhdo e com

total de quatro centimetros de extensao (Figura 20 d).
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Figura 20 - Representacédo esquematica do Teste Biomecanico Energia Total de Ruptura:
(a) sistema de tracéo, (b) gancho de aco inoxidavel, (c) canhdo do cateter numero 18 com a luz
invia e fixada em sistema de corrente, (d) segmento de alga cdlica contendo a anastomose na area
central, (e) canhao do cateter numero 18 com a luz aberta, (f) torneira de tripla-via fixada em
sistema de corrente, (g) balanga de precisdo, (h) célula de carga, (i) alavanca de conexao entre a
célula de carga da balanga com os componentes do sistema, (j) saida serial da balanga, (I) cabo de
comunicac¢do serial, (m) microcomputador PC padréo, (n) cateter de polietileno P.E. 80, (o)

transdutor do poligrafo, (p) poligrafo e (q) aplicativo SABI.
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O SABI 2.0 (Sistema de Aquisicdo e Analise de Dados Biomecénicos)
constitui-se de dois subsistemas. O primeiro responsavel pela automatizacao da
aquisicdo de dados por meio de comunicagao serial via RS232 e o segundo pela
interpretacdo e analise dos dados adquiridos durante os ensaios biomecanicos.
Esses dados gerados pela célula de carga da balanga eram, em tempo real,
delineados na tela do computador por uma curva pertencente a fungcdo Forga x
Tempo. Apdés o término da aquisicdo, essa fungdo era convertida,
automaticamente, a funcao Forca x Elongacao, ja que a velocidade de tracdo (um
centimetro por minuto) foi constante durante todo o ensaio. Aplicando-se o método
de integragcdo numérica Regra do Trapézio, o SABI 2.0 foi capaz de determinar a
area sob essa curva (Figura 21). O valor obtido dessa area representou a energia

total acumulada (ETR) para promover o rompimento do espécime sob teste (100).

& o
Forca -. :
Area Total = X S, h‘ 5 |H
=1 A
} / ’ °
V- anl i S=(H+h).B/f2
I i 8 5 s area
I - i H — altura maior
-1 S, | 3, : h — altura menor
e Sy | B — base
- -
Elengacéo

Figura 21 — Definicdo da Regra do Trapézio na integracdo numérica

Os componentes pertencentes ao teste ETR mantiveram as mesmas

proporcdes de localizacdo e medida durante os ensaios mecanicos. Com o
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sistema montado, infundiu-se a solugédo fisiolégica contida no interior da seringa
de plastico posicionada no transdutor do poligrafo, preenchendo assim, o cateter
de polietileno, a via lateral da torneira de tripla-via e 0 segmento de alga, pois o
fluxo da torneira de tripla-via estava aberto nas trés dire¢des. Esse procedimento
foi realizado para eliminar as bolhas de ar contidas dentro do sistema. Apdés,
posicionando-se o fluxo da torneira de tripla-via na direcdo das vias lateral e
inferior, 0 segmento de alga com as suas conexdes eram transformadas em um
sistema de vasos comunicantes em relagao ao poligrafo.

Depois dessas etapas, realizou-se um balango no poligrafo, tomando essa
posicao como linha de base zero. Em seguida, tarou-se a balanga e o0 movimento
de tragdo era iniciado com a velocidade de um centimetro por minuto. A partir
desse momento, originou-se um movimento de arrasto onde todos os
componentes do sistema sofreram tracdo em diregédo vertical. Com isso, as forgas
axiais crescentes aplicadas sobre o segmento de alga transferiram-se para a
célula de carga da balangca de precisdo. Esses valores eram capturados,
registrados e analisados pelo microcomputador por meio do aplicativo SABI 2.0. A
velocidade de aquisicdo da forga axial externa imposta sobre o sistema
apresentava a média de trés dados por segundo em tempo real. Esses dados
geravam uma curva na tela do computador expressando a fungédo Forga x Tempo.
Com a finalizagao do processo de aquisi¢ao, essa fungcao (Forca x Tempo) era
convertida, automaticamente, para a Fung¢do Forga x Elongagdo por meio do
aplicativo SABI 2.0. No instante de ruptura da alga, a forca axial maxima foi
denominada forga de ruptura a tracao (FT) e os dados adquiridos pds-rompimento

nao eram considerados no calculo da ETR (Figura 22).
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Além disso, com a tragdo, ocorreu a formacdo de pressdo dentro do
sistema de vasos comunicantes, sendo essa pressao registrada pelo poligrafo. As
variagdes da curva dessa pressao em relacdo ao tempo eram adquiridas e no
momento de ruptura da alga cdlica, a curva retornava a sua linha de base inicial
zero decorrente da perda do liquido pelo ponto de rompimento da parede do

especime sob teste.

Energia total de ruptura

Forca [gff

1
Elongagao [cm]

Figura 22- Area calculada pelo aplicativo SABI 2.0 : Forga (gf) x Elongacdo (cm).

3.4.8. Andlise estatistica

Conforme o protocolo experimental, todos os animais, representados pelos
seus segmentos intestinais retirados, foram submetidos ao teste de Energia Total
de Ruptura e os seus resultados submetidos a analise estatistica. Os testes
estatisticos utilizados foram Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey.

O teste de Fisher foi utilizado para verificar se houve diferenga nos grupos
com relagao ao obito.

Os resultados foram considerados diferentes quando p < 0,05.
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4-RESULTADOS
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4.1. Pés-operatorio imediato, evolugao clinica e avaliagdo da cavidade

abdominal

De forma didatica, a apresentacdo dos resultados sera dividida nos trés

grupos interessando o pos-operatoério imediato, a evolugdo clinica nos quatro dias
de pds-operatorio e a avaliagdo da cavidade apds a eutanasia.
. Grupo Controle (GC): Grupo composto por 15 animais submetidos a
laparotomia, inventario da cavidade e manipulagao das algas intestinais e do ceco,
resseccdo do omento maior e da gordura do funiculo espermatico seguido de
laparorrafia. Nao se realizou puncgao e ligadura cecal. Apds seis horas, os animais
foram novamente anestesiados e submetidos a laparotomia seguida de
anastomose no coélon descendente. Os animais foram mantidos em ar ambiente
durante os cinco dias de experimento. Sessdes de camara hiperbarica ndo foram
empregadas. Os ratos tinham livre acesso a racdo e agua. A eutanasia foi
realizada no quarto dia pos-operatorio (Figura 2)

Os animais evoluiram clinicamente bem durante os quatro dias de pds-
operatorio, com boa aceitacdo de alimento e agua. Os 15 ratos perderam peso. A
média da perda de peso no grupo foi 10,66% (Tabela 1 e Figura 32).

Nao ocorreu obito. Os ratos ndo apresentaram distensdo da parede
abdominal. As fezes encontradas nas gaiolas de contencao apresentavam-se com
aspecto normal durante os cinco dias analisados.

As cavidades abdominais foram abertas apdés a eutanasia e nao

apresentavam peritonite macroscopicamente. As visceras apresentavam-se de
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aspecto normal e ndo havia aderéncias sobre o colon. Todas as anastomoses

estavam integras. (Figura 23).

.

Figura 23 - Aspecto da cavidade do Rato 1 do Grupo Controle. Nao se observa liquido livre ou

cole¢bes na cavidade. A anastomose encontra-se integra e sem aderéncias (seta).

Grupo Peritonite (GP): Grupo composto por 15 animais submetidos a
laparotomia, inventario da cavidade e manipulacdo das algas intestinais,
ressecgao do omento maior e da gordura do funiculo espermatico; a seguir
provocou-se peritonite pelo método de pungdo e ligadura cecal seguido de
laparorrafia. Apds seis horas, os animais foram novamente anestesiados e
submetidos a laparotomia seguida de anastomose no célon descendente. Os
animais foram mantidos em ar ambiente durante os cinco dias de experimento.
Nao foram empregadas de camara hiperbarica. Os ratos tinham livre acesso a

ragao e agua. A eutanasia foi realizada no quarto dia pos-operatério (Figura 2).
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Os animais evoluiram, nas primeiras 48 horas, movimentando-se pouco na
gaiola. Permaneciam “encurvados” em posicao de flexdo do abdome. O pélo do
dorso permanecia ereto. Alimentaram-se pouco. Apds 72 horas, ficavam mais
ativos na gaiola. Todos os animais perderam peso. A média da perda de peso no
grupo foi 14,64% (Tabela 1 e Figura 28).

Ocorreram seis 6bitos nas primeiras 24 horas do experimento (Figuras 24 e

25).

Figura 24 - Rato 8 do Grupo Peritonite que foi a 6bito nas primeiras 24 horas: presenga de

peritonite difusa com acentuada distensdo do ceco e de algas de delgado.
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Figura 25 - Rato 11 do Grupo Peritonite que foi a 6bito nas primeiras 24 horas: acentuada

distenséo de algas e detalhe da anastomose integra (seta).

Alguns animais apresentaram distensdo da parede abdominal (Figura 26).
As fezes encontradas nas gaiolas de contengao apresentavam-se com aspecto

normal durante os cinco dias analisados.
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Figura 26: Rato 6 do Grupo Peritonite: acentuada distensdo do abdome.

As cavidades abdominais foram abertas apds a eutanasia e apresentavam-
se com sinais macroscopicos de peritonite difusa, como presenca de odor fétido,
acentuada distens&do das algas intestinais, grande quantidade de liquido livre na
cavidade e presenca de pontos purulentos distribuidos por toda cavidade ou
bloqueados por algas intestinais. O ceco encontrava-se distendido e com sinais de
extravasamento de fezes pelos orificios das puncdes. Havia aderéncias do ceco
principalmente com algas do delgado e as vezes com o estdbmago ou bacgo. (Figura

27).
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WY

Figura 27- Aspecto da cavidade abdominal do Rato 6 do Grupo Peritonite: presenga de grande
quantidade liquido livre na cavidade (setas), bloqueio de algas do delgado. Auséncia de aderéncias

sobre a anastomose. Pontos purulentos nos locais da pungéo cecal.

Grupo Camara Hiperbarica (GCH): Grupo composto por 15 animais submetidos
a laparotomia, inventario da cavidade e manipulagdo das algas intestinais,
ressec¢gao do omento maior e da gordura do funiculo espermatico; a seguir
provocou-se peritonite pelo método de pungdo e ligadura cecal seguido de
laparorrafia. Apds seis horas, os animais foram novamente anestesiados e
submetidos a laparotomia seguida de anastomose no célon descendente. Logo
apdés o ato operatério, os ratos deste grupo eram colocados em uma camara
hiperbarica experimental para inalarem oxigénio a 100%, a duas atmosferas
absolutas de pressdo, durante 120 minutos. Cada sessdao era repetida

diariamente, no mesmo horario, por quatro dias consecutivos. Nos intervalos entre
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as sessOes, 0s animais respiravam ar ambiente e tinham livre acesso a ragéo e
agua. No quinto dia do experimento, ou seja, quarto dia de pés-operatdrio, 0s
animais eram submetidos a eutanasia (Figura 2).

Os animais evoluiram de maneira semelhante ao grupo peritonite nas
primeiras 48 horas. Apds 72 horas, ficavam mais ativos na gaiola. Alimentaram-se
pouco. Todos o0s animais perderam peso. A média da perda de peso do grupo foi

14,49 % (Tabela 1 e Figura 28).

Tabela 1: Estatisticas descritivas da variavel peso inicial e final por grupo.

GRUPO N Variavel Média D.P. Minimo Mediana Maximo
Controle 15 M.INICIAL 385.67 20.13 350.00 396.00 400.00

M.FINAL 344.53 22.88 306.00 351.00 373.00
Peritonite 9 M.INICIAL 389.33 13.20 360.00 396.00 400.00

M.FINAL 333.00 24.27 284.00 340.00 363.00
Cémara 9 M.INICIAL 387.89 17.24 356.00 395.00 400.00
Hiperbarica M.FINAL 331.67 19.28 300.00 337.00 362.00
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Figura 28 - Box-plot do peso inicial e final de cada grupo.

Ocorreram cinco obitos nas primeiras 24 horas e um obito com 48 horas de

experimento (Figura 29).

Figura 29 - Rato 4 do Grupo GCH. Obito no primeiro dia do pés-operatério: presenga de peritonite

difusa e anastomose integra (seta).
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Alguns animais apresentaram distensdo da parede abdominal semelhante
ao grupo GP. As fezes encontradas nas gaiolas de contengdo apresentavam-se
com aspecto normal durante os cinco dias analisados.

As cavidades abdominais foram abertas apds a eutanasia e apresentavam-
se com sinais macroscopicos de peritonite difusa como presenca de odor fétido,
acentuada distens&do das algas intestinais, grande quantidade de liquido livre na
cavidade, presenga de pontos purulentos distribuidos por toda cavidade ou
bloqueados por algas intestinais. O ceco encontrava-se distendido, apresentando
extravasamento de fezes pelos orificios das puncdes. Havia aderéncias do ceco
principalmente com algas do delgado e as vezes com o estdbmago ou baco.

(Figuras 30 e 31).

Figura 30 - Aspecto da cavidade abdominal do Rato 5 do grupo GCH: presenga de grande
quantidade liquido livre na cavidade, distensdo de algas do delgado e do ceco, colegbes purulentas
disseminadas (seta amarela). Anastomose integra (seta branca).
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Figura 31 - Aspecto da cavidade abdominal do Rato 10 do grupo GCH: presenga de grande
quantidade de liquido livre na cavidade, distensdo de algas de delgado. Ceco distendido e

recoberto por secregdo purulenta espessa. Anastomose integra (seta).

4.2. Distribuicao da mortalidade entre os grupos

Durante o periodo do experimento, que compreendia quatro dias de pds-
operatdrio, ocorreram 12 6bitos, sendo seis no Grupo GP e seis no Grupo GCH.
Destes 12 animais, 11 morreram nas primeiras 24 horas apos a confec¢do da
anastomose e apenas um morreu com 48 horas do experimento. No Grupo GC
ndo ocorreu oObito (Tabela 2).

Durante a necrépsia destes 12 animais, observou-se peritonite difusa na
cavidade abdominal, porém com as anastomoses sem sinais de deiscéncia. Estes

animais nao foram submetidos ao teste de resisténcia biomecéanica.
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Tabela 2: Resultado da mortalidade por grupos.

Dia 1° pos- 2° pos- 3° pos- 4° pos- Total
Cirurgico operatério operatério operatério operatério Obitos
GRUPO GC 0 0 0 0 0 0
GRUPO GP 0 6 0 0 0 6
GRUPO GCH 0 5 1 0 0 6

4.3. Teste de Resisténcia Biomecanica Energia Total de Ruptura

Neste trabalho utilizou-se o teste de resisténcia biomecéanica Energia Total de
Ruptura (ETR) para aferir a resisténcia intrinseca das anastomoses realizadas no
célon distal de ratos.

ApdOs o teste biomecanico Energia Total de Ruptura, os espécimes eram
abertos no sentido longitudinal e em regido oposta ao ponto de rompimento. A
ruptura das algas sempre ocorreu na linha de sutura.

Este procedimento teve como finalidade analisar o padrdao macroscopico da
regido intraluminal onde estavam as anastomoses e a localizagdo do ponto de

ruptura (Figura 32).

Grupo GC | Grupo GP Grupo GCH
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Figura 32 — Caracteristica da mucosa em segmento de alga célica com a sua respectiva éarea de
anastomose nos grupos GC, GP e GCH. A seta indica o local de ruptura da linha de sutura
durante o teste ETR.

Os resultados da Energia Total de Ruptura, em grama-forga por centimetro
(gf.cm), obtidos por meio do teste de resisténcia biomecanica estao representados

na Tabela 3 e Figura 37.

gfTabela 3: Valores da Energia Total de Ruptura, em gf.cm, dos animais pertencentes aos grupos
GC, GP e GCH.

Grupo Controle  Grupo Peritonite Grupo HBO

Rato 1 238,40 149,90 Obito
Rato 2 215,60 Obito Obito
Rato 3 224,60 166,20 Obito
Rato 4 186,00 134,10 Obito
Rato 5 120,50 102,10 151,20
Rato 6 233,30 160,10 132,80
Rato 7 314,90 82,09 107,10
Rato 8 109,30 Obito 151,30
Rato 9 221,00 224,60 56,80
Rato 10 254,40 28,87 43,21
Rato 11 144,20 Obito Obito
Rato 12 137,30 Obito Obito
Rato 13 152,80 102,20 260,90
Rato 14 226,50 Obito 151,10
Rato 15 165,50 Obito 144,60
Média 196,29 127,80 133,22
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Figura 33 — Distribuicdo grafica dos valores da energia total de ruptura, em gf.cm, pertencentes
aos grupos GC, GP e GCH.

4.4. Analise Estatistica

Foram utilizadas estatisticas descritivas (média, desvio-padrao, minimo,
mediana e maximo) para a variavel continua Energia Total de Ruptura (ETR) para
cada grupo e a tabela de frequéncia para a variavel obito.

Para verificar se existe diferengca dos Grupos com relagdo ao o6bito, foi
utilizado o teste exato de Fisher.

O estudo comparativo e as analises da taxa de mortalidade ocorrida nos
trés grupos foram realizados por meio do teste estatistico de Fisher (Tabela 4).

O resultado encontrado comparando o Grupo GC em relagado aos Grupos
GP e GCH demonstrou diferenga significativa entre a taxa de mortalidade (p=

0,0107).
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Tabela 4. Tabela de dupla entrada entre Grupo x Obito.

GRUPO OBITO
0- néo 1- sim Total
Controle 15 0 15

Teste de Fisher p-valor = 0.0107

Na comparagdo da variavel Energia Total de Ruptura com relagdo aos
grupos (Controle, Peritonite e Camara hiperbarica) foi utilizada a Analise de

variancia (ANOVA) (Tabelas 5 e 6; Figura 34).

Tabela 5. Estatisticas descritivas da variavel Energia Total de Ruptura por grupo.

GRUPO N Média D.P. Minimo Mediana Maximo
Controle 15 196.29 57.16 109.30 215.60 314.90
Peritonite 9 127.80 56.58 28.87 134.10 224 .60
Camara hiperbarica 9 133.22 63.27 43.21 144 .60 260.90
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Tabela 6. Resultados da Analise de Varidncia para variavel ETR por grupo.

Fonte de Variagado p-valor
Grupo 0.0001
400
300 -
© T
B X
S 200+
-8 | ——
I :
Q *
I.ICJ 100 T
0 -
T T T
Controle Peritonite Camara Hiperbarica

Figura 34. Gréfico “Box-plot” da variavel Energia de Ruptura por grupo.

Quando a diferenga foi significativa, realizaram-se testes de comparagéao
multipla (Teste de Tukey) para identificar as diferengas. O teste de Tukey faz as
comparag¢des multiplas de dois a dois, a nivel de 5%. O nivel de significancia
adotado foi de 5%, ou seja, p < 0.05. Ele apresenta a diferenga entre as médias
dos grupos e o respectivo intervalo de confianga (95%) dessa diferenga. Quando
esse intervalo contem o valor zero, a diferenga entre os grupos nao é significativa

(Tabelas 7 e 8).
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Tabela 7: Tabela do Teste de Tukey para comparacdo entre os grupos: o simbolo (***) indica

diferencga estatistica entre os grupos.

Comparacio dos Grupos Diferenca entre Intervalo de confidncia
parag P as médias (95%)

Controle x Peritonite 63,06 2,05 a 124,08 ***

Controle x Camara Hiperbarica 68,49 7,47 a 129,51 ***

Peritonite x Camara Hiperbarica 5,43 -62,79a73,65

Tabela 8: Comparacgéo entre os grupos pelo Teste de Tukey.

Teste de Tukey Alpha= 0.05
Grupo Controle x Grupo Peritonite Significativo
Grupo Controle x Grupo Cémara Hiperbarica Significativo
Grupo Peritonite x Grupo Camara Hiperbarica Nao Significativo

Em suma, pode-se concluir que o Grupo Controle ¢é diferente
estatisticamente do Grupo Peritonite e do Grupo Camara Hiperbarica, no entanto,
o Grupo Peritonite ndo apresenta diferenga estatistica em relagdo ao Grupo

Camara Hiperbarica.
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5.1. Consideragoes Iniciais

As deiscéncias anastomoéticas podem ocorrer como consequéncia de
cicatrizacdo inadequada. Constituem-se no pior tipo de complicagdo da cirurgia
intestinal, provocando altos indices de morbidade e de mortalidade (162). As
causas para deiscéncia das anastomoses sdo multifatoriais (163), sendo que a
cicatrizacdo pode ser afetada por eventos locais e sistémicos (53).

A infeccao do peritbnio € um dos principais fatores que interferem de forma
negativa na cicatrizagdo das anastomoses colicas (46,49,59-61,63,64,161).

Por outro lado, a oxigenoterapia hiperbarica parece aumentar a resisténcia
mecanica das anastomoses, na presenca ou ndo de isquemia induzida
(42,43,45,164).

Este trabalho teve como objetivo analisar o efeito da hiperoxigenacao
hiperbarica sobre a resisténcia mecanica de anastomoses realizadas no colon
distal de ratos, na presenca de peritonite difusa induzida por puncao e ligadura
cecal.

Para esta finalidade, elegeu-se o teste biomecanico Energia Total de
Ruptura (ETR) com o propdsito de se aferir a qualidade da cicatrizacao intestinal,

por meio da sua resisténcia mecanica.
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5.2. Animal de Experimentagao

O animal escolhido foi o rato da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia mammalia), provenientes do Centro de Bioterismo — CEMIB da
UNICAMP credenciado pelo ICLAS - International Council for Laboratory Animal
Science.

Os procedimentos anestésicos e cirurgicos foram realizados de maneira
semelhante em todos os animais, sendo os grupos escolhidos aleatoriamente. A
manutengdo do plano anestésico durante todo o ato operatério foi bastante
satisfatoria, pela preservacao da seringa contendo a substancia anestésica em via
venosa caudal.

Os ratos foram submetidos aos procedimentos cirdrgicos sem periodo
prévio de jejum e sem preparo de colon. A eutanasia foi realizada no quarto dia de
pos-operatorio, em analogia com trabalhos que estudaram anastomoses e por ser
considerado fase critica da cicatrizacao intestinal (21,42,43,49,99,165). Todos os
espécimes, antes de serem submetidos ao teste biomecéanico, foram imersos
durante 20 minutos em solugao de cloridrato de papaverina, com a finalidade de
diminuir o espasmo intestinal originado pelo manuseio, minimizando assim, suas

interferéncias nos resultados obtidos (33,43,49,99,166).
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5.3. Modelo experimental de peritonite

Varios modelos experimentais de peritonite tém sido descritos na literatura,
mas o modelo de pungao e ligadura cecal (PLC) tem como grande vantagem
poder-se modular o indice de mortalidade pelo tamanho da agulha utilizada, bem
como o numero de pungdes realizadas (154). Além disso, a PLC provoca sepse e
simula a faléncia multipla de érgaos em humanos (156,157). Neste estudo foram
realizadas dez puncgdes na borda antimesentérica do ceco, sendo a mortalidade
de 40% nos grupos peritonite e camara hiperbarica.

Uma vez que as aderéncias sobre as anastomoses podem interferir na
resisténcia intrinseca das mesmas (98,101), associou-se ao modelo original de
PLC, a ressec¢ao do omento maior e da gordura dos funiculos espermaticos
bilateralmente.

Na presenca de peritonite, Schoeffel et al. (155) detectaram bactérias no
exsudato peritoneal trés horas apos a puncéo e ligadura cecal.

Brooks et al. (156) demonstraram ocorréncia de bactérias entéricas na
hemocultura, além de perda de peso, diminuicdo da atividade motora e febre em
todos os animais submetidos a PLC.

Brocco et al. (62) realizaram tratamento da peritonite fecal em ratos seis
horas apds indugao da peritonite. Demonstraram que a lavagem peritoneal com
solugcado de bupivacaina foi eficaz para evitar 6bito em 100% dos animais com
peritonite fecal induzida pela inoculagdo de fezes autélogas diluidas na cavidade

peritoneal.
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No presente trabalho, a anastomose também foi realizada seis horas apds a
inducédo da peritonite. A eutanasia foi realizada no quarto dia de pds-operatério.
ApoOs a abertura do abdome observou-se, no Grupo Controle, anastomoses
integras e auséncia de peritonite. Nos Grupos Peritonite e Camara Hiperbarica,
todas as anastomoses estavam integras, porém com sinais sugestivos de
peritonite difusa, tais como odor fétido, grande quantidade de liquido livre na
cavidade, acentuada distensao das algas intestinais, formagcao de multiplos
abscessos e aderéncias viscerais nos locais de pungcdo no ceco. Nao ocorreram
aderéncias sobre as anastomoses. As aderéncias que se formaram ocorriam
principalmente entre os orificios de puncdo no ceco e as algcas do delgado,

estdbmago ou bacgo.

5.4. Peritonite e resisténcia das anastomoses colicas

Gutman et al. (48) constataram que a peritonite ndo teve efeito sobre a
pressao de explosao de anastomoses intestinais.

Naresse et al. (49) concluiram que a peritonite fecal foi prejudicial a
cicatrizacao intestinal o que poderia favorecer a deiscéncia das anastomoses.

Minossi et al. (50) demonstraram que a peritonite fecal diminuiu a
resisténcia mecanica da alga colica integra a partir de trés horas e persistiu até 24

horas apds a injecao intraperitoneal de suspensao de fezes humanas.
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Ahrendt et al. (51,161) realizaram também PLC e evidenciaram diminui¢ao
da resisténcia mecanica das anastomoses colicas com reducao da pressao de
explosao e concentragédo de colageno na presencga de peritonite induzida.

Biondo-Simdes et al. (55) demonstraram que a peritonite ndo interfere na
capacidade da anastomose colica suportar pressao, apesar da peritonite ter
provocado diminuicdo da concentragao e maturagcido do colageno.

de Hingh et al. (68) realizaram anastomoses no célon distal de ratos 24
horas apds a inducado de peritonite também por PLC. Houve nove o6bitos de um
total de 49 animais no grupo peritonite, porém, as anastomoses estavam integras
no exame pos-mortem. Também realizaram os testes mecanicos pressédo de
explosao e forgca de ruptura a tragédo além de analise bioquimica. Os testes
mecanicos, realizados nos dias zero, um, dois, trés e cinco do pds-operatorio,
mostraram diminuicdo da resisténcia da anastomose por volta do terceiro dia e
retomada préximo aos valores do grupo controle no 5° dia de pds-operatorio,
demonstrando que o efeito da peritonite sobre a cicatrizacdo de anastomoses tem
efeito limitado e transitério. Também nao observaram deiscéncias anastomoticas
devidas a peritonite.

Teke et al. (61) observaram que a peritonite provocada por PLC diminuiu a
pressao de explosdo e os niveis de hidroxiprolina nas anastomoses do colon
esquerdo de ratos, mas esses valores foram revertidos com uso de “proteina C
ativada”.

Neste trabalho, a peritonite fecal provocou reducédo significativa da
resisténcia mecéanica das anastomoses no quarto dia de pés-operatério (ETR =

196,29 gf.cm no Grupo Controle versus ETR = 127,80 gf.cm do Grupo Peritonite).

108



Discussdo

5.5.Hiperoxigenagao hiperbarica no modelo experimental peritonite

Mantovani et al. (152) relataram que a oxigenoterapia hiperbarica diminuiu
significativamente a taxa de mortalidade em modelo de peritonite fecal, de 81,8%
para 37,5%, utilizando-se camara hiperbarica a 2,5 ATA por 60 a 90 minutos,
durante quatro dias consecutivos.

Neste trabalho, no entanto, a taxa de mortalidade foi idéntica (40%) no
grupo com peritonite fecal difusa sem tratamento e no grupo tratado com HBO.
Aqui se utilizou camara hiperbarica a duas ATA, por 120 minutos, também durante
quatro dias.

Hamzaoglu et al. (42) utilizaram oxigenoterapia hiperbarica na fase inicial de
cicatrizacdo de anastomoses colicas de ratos, com e sem isquemia induzida.
Realizaram 14 sessbes de 90 minutos na pressdo de 2,5 ATA, durante quatro
dias. Através do teste de Pressédo de Ruptura a Distensdo por Liquido e dosagem
de hidroxiprolina, verificaram que a isquemia piorou a cicatrizagdo da anastomose,
€ que a oxigenioterapia hiperbarica, melhorou a cicatrizagdo, com e sem isquemia
induzida.

Yagci et al. (45) empregaram oxigénio hiperbarico no pré e pds-operatorio
de anastomoses colicas normais e isquémicas de ratos. Empregaram 2,8 ATA em
duas sessdes de 90 minutos, dois dias no pré-operatério e quatro dias no pos-
operatorio com a eutanasia realizada no quinto dia. Os autores concluiram que a

HBO combinada, pré e pds-operatéria, melhorou os paradmetros mecanicos e
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biomecanicos e os niveis de hidroxiprolina nas anastomoses isquémicas, porém
nao aumentou os valores da pressao de explosao nas anastomoses normais.

Liongo et al. (167) utilizaram parametros clinicos, mecanicos e
biomecanicos para avaliar as anastomoses es6fago-jejunais, sem isquemia ou
infeccdo, em ratos. Concluiram que a oxigenoterapia hiperbarica nao interferiu no
processo de cicatrizacdo destas anastomoses.

Embora a HBO pareca ser eficaz nas anastomoses célicas na presenca de
isquemia, o0 seu uso na presenca de peritonite difusa ainda permanece
controverso.

Sucullu et al. (63) estudaram o efeito da oxigenoterapia hiperbarica em
anastomoses colicas realizadas apds 24 horas da indugao de peritonite por PLC.
Antibiotico, ampicilina-sulbactan, e fluidos de ressuscitacdo foram empregados. A
cicatrizacdo das anastomoses foi aferida por trés parametros: pressdo de
explosao, avaliagado histolégica e dosagem dos niveis de hidroxiprolina. Os
autores concluiram que a oxigenioterapia hiperbarica, 2,5 ATA por 90 minutos
diariamente, durante 3 e 7 dias, melhorou a pressao de explosao e nao alterou os
demais parametros

Neste trabalho ndo foram utilizados antibiéticos ou hidratagcdo parenteral.
Portanto, o efeito de sinergismo entre HBO e os antibiéticos ndo ocorreu. As
anastomoses foram realizadas na fase inicial da sepse. O foco de peritonite, ou
seja, as pungdes no ceco, nao foram tratadas cirurgicamente, permanecendo
assim durante todo experimento. A média da Energia Total de Ruptura foi de
127,8 gf.cm no Grupo Peritonite e de 133,22 gf.cm no Grupo Camara Hiperbarica,

nao havendo diferenga estatistica entre os dois grupos.
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5.6. Consideracgdes finais

No trabalho onde a oxigenoterapia hiperbarica foi empregada para tratar
anastomoses colicas em presenga de peritonite, ela foi efetiva em aumentar a
resisténcia mecanica (63).

Porém, neste trabalho, a hiperdxia hiperbarica nao foi capaz de reverter os
danos locais e sistémicos de sepse grave, bem como nao diminuiu a mortalidade
neste modelo de peritonite fecal difusa. A terapéutica com camara hiperbarica nao
melhorou a resisténcia mecénica das anastomoses no quarto dia de pds-
operatdrio na presenca de peritonite.

Abre-se linha de pesquisa para obtencdo de outros modelos de peritonite
para estudo das anastomoses. Talvez a hiperdxia hiperbarica influencie resultados
em outras condicdes de peritonite menos intensa ou possa alterar outros
parametros ndo-mecanicos tais como histolégico ou imunoldgico. Também fica em
aberto a agdo de um maior numero de sessdes de camara hiperbarica.

Nesta mesma linha de pesquisa, além do teste Biomecanico Energia Total
de Ruptura, outros métodos, biomecanicos ou néo, poderao ser empregados para
avaliar os efeitos da hiperoxigenacao hiperbarica sobre as anastomoses cdlicas na

presenca de peritonite.
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6. Conclusao
As avaliagcbes e analises dos resultados deste trabalho permitem a seguinte
conclusao:
e A hiperoxigenacgao hiperbarica néo altera a resisténcia mecanica das
anastomoses realizadas no colon distal de ratos na presenca de

peritonite induzida por pungéao e ligadura cecal.
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