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realizacbes de amanha sao as
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Franklin Roosevelt



RESUMO

Introdugao: A cirurgia laparoscopica apresenta diversas vantagens em relagao
a cirurgia aberta, sendo cada vez mais utilizada. Para prover exposi¢cao
cirargica é utilizado pneumoperitdnio com diéxido de carbono (CO2), gerando
aumento da pressao abdominal. O CO2 é utilizado em diversas especialidades
médicas para melhorar o processo cicatricial. Os possiveis efeitos benéficos
deste gas na cirurgia laparoscépica motivou este estudo.

Objetivo: Verificar os efeitos do CO2 e da pressao abdominal na cicatrizagao
de anastomoses colbnicas em ratos.

Material e método: 70 ratos foram distribuidos em 4 grupos. Foi realizada uma
resseccdo de segmento coldnico proximal a reflexdo peritoneal com
anastomose coldnica término-terminal video-assistida, utilizando um novo
modelo experimental, com pneumoperitbnio nas pressdées de 5 mmHg (grupo
1), 12 mmHg (grupo IlI) ou 20 mmHg (grupo lll). A mesma operagao foi realizada
por laparotomia (grupo V). Os animais dos grupos |, Il e lll foram divididos em
subgrupos para uso de CO2 ou hélio para confecgao do pneumoperitdnio. Os
animais foram mortos apés 7 dias. Foram avaliados os seguintes parametros:
obito, peso, achados intra-operatorios, pressao de ruptura da anastomose,
forca de ruptura da anastomose, caracteristicas histopatoldgicas,
histomorfometria do colageno, dosagem de hidroxiprolina, fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) e densidade de microvasos (CD31).

Resultados: A pressao e os gases nao influenciaram nos 6bitos, nos achados
intraoperatorios, na pressao de ruptura da anastomose, na for¢a de ruptura da
anastomose, na histopatologia, na dosagem de hidroxiprolina, no VEGF e no
CD31. Ha uma maior perda de peso na pressao de 20 mmHg em relagcédo a
cirurgia aberta (p=0,037). Na histomorfometria, o CO2 aumentou o percentual
de colageno em relagao ao hélio na pressao de 20 mmHg (p=0,004).
Conclusao: O CO2 nao influenciou na cicatrizagdo de anastomoses em cdélon
esquerdo de ratos nas pressdes de 5 mmHg e 12 mmHg. Na pressédo de 20
mmHg, o CO2 aumentou o percentual do colageno na regidao anastomaética em
relagao ao hélio.

Palavras-chave: Pneumoperitbnio, Dioxido de carbono, Hélio, Pressao

abdominal, Anastomose, Cicatrizagao, Cdlon, Colageno.



ABSTRACT

Introduction: Laparoscopic surgery has several advantages over open
surgery, being increasingly used. Pneumoperitoneum with carbon dioxide
(CO2) is used to provide surgical exposure, increasing abdominal pressure.
CO2 is used in various medical specialties to improve the healing process. The
possibility of beneficial effects caused by this gas in laparoscopic surgery
motivated this study.

Objective: To investigate the effects of CO2 and abdominal pressure on the
healing of colonic anastomosis in rats.

Methods: 70 rats were divided in 4 groups. We performed a video-assisted
resection of a colonic segment proximal to the peritoneal reflection with an end-
to-end colonic anastomosis, using a new experimental model, at
pneumoperitoneum pressures of 5 mmHg (group 1), 12 mmHg (group II) or 20
mmHg (group lll). The same operation was performed by laparotomy (group
IV). The animals in groups |, Il and Il were divided into subgroups to use CO2
or helium for pneumoperitoneum. The animals were killed after 7 days. We
evaluated the following parameters: mortality, weight, intraoperative findings,
bursting pressure, breaking strength, histopathologic features,
histomorphometry of collagen, serum hydroxyproline, vascular endothelial
growth factor (VEGF) and microvessel density (CD31).

Results: Neither the pressure nor the gas influenced in mortality, intraoperative
findings, bursting pressure, breaking strength, histopathology, VEGF and CD31.
There was a greater weight loss in pneumoperitoneum pressure of 20 mmHg
compared to open surgery (p=0.037). In histomorphometry, the CO2 increased
the percentage of collagen in relation to helium at a pressure of 20 mmHg
(p=0.004).

Conclusion: The CO2 had no effect on anastomotic healing in the left colon of
rats at pressures of 5 mmHg and 12 mmHg. At a pressure of 20 mmHg, CO2
increased the percentage of collagen in the anastomosis compared to helium.
Keywords: Pneumoperitoneum, Carbon dioxide, Helium, Abdominal pressure,

Anastomosis, Healing, Colon, Collagen.
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1 INTRODUGAO

A introducdo da videolaparoscopia na pratica médica foi uma grande
revolugao na cirurgia nos ultimos anos. Suas vantagens em relagao a cirurgia
aberta com menor dor pos operatéria, retorno mais rapido da motilidade
intestinal, com menor permanéncia hospitalar, retorno mais rapido ao trabalho
e melhor resultado estético levaram a popularizagdo do método (BUUNEN et
al., 2009; LACY et al.,, 2008; KUHRY et al.,, 2008; JAYNE et al.,, 2007;
VELDKAMP et al., 2005; GUILLOU et al.,, 2005). Estas vantagens eram
atribuidas exclusivamente as pequenas incisdes, no entanto o papel do
pneumoperiténio com didxido de carbono (CO2) esta recebendo cada vez mais
atencao, apesar de nao estar ainda bem esclarecido.

A primeira cirurgia laparoscopica no trato gastrointestinal foi a
apendicectomia, em 1983, seguida pela colecistectomia em 1987 (DUBOIS et
al., 1991). As primeiras colectomias video-laparoscépicas foram realizadas por
Jacobs em 1990 (JACOBS et al., 1991). No Brasil, a primeira intervencéo
laparoscopica no colon foi realizada por Regadas no ano seguinte (REGADAS
et al.,, 1992; REGADAS et al., 1995). Apods a publicacdo do estudo COST
(CLINICAL OUTCOMES OF SURGICAL THERAPY STUDY GROUP, 2004),
que demonstrou resultados oncoldgicos na colectomia video-laparoscopica
semelhantes aos obtidos na cirurgia aberta com melhor evolugédo pos-
operatdria, varios cirurgides se entusiasmaram com o procedimento pela via
laparoscoépica.

A complicagdo mais temida na cirurgia colorretal é a deiscéncia
anastomatica, que esta intimamente relacionada a deficiéncia na cicatrizacao.
Esta complicacado apresenta alto indice de morbimortalidade. Diversos fatores
podem influenciar a cicatrizacdo da anastomose colénica, como preparo de
colon, técnica cirurgica, estado nutricional, tensdo na sutura, sutura manual ou
mecanica, infecgdo e uso de agentes farmacoldgicos (RAVO, 1988; KORUDA,;
ROLANDELLI, 1990; SOUSA et al., 1991; OLIVEIRA et al., 1994).

A cicatrizacao intestinal na cirurgia laparoscépica pode ser influenciado
pelo tipo de gas utilizado, pela pressao intra-abdominal e pelo tempo de

exposi¢ao ao pneumoperiténio.
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O pneumoperitdnio € utilizado nas colectomias video-laparoscépicas
com finalidade de prover exposicdo cirurgica adequada por um periodo
prolongado, entre 80 e 360 minutos (JACOB; SALKY, 2005). O diéxido de
carbono € o gas escolhido para o pneumoperitbnio, por apresentar baixa
toxicidade, rapida excrecgéo, baixo custo, baixo risco de embolia gasosa, alta
capacidade de compensacgao pulmonar e nao ser inflamavel (MYNBAEV et al.,
2009; MENES; SPIVAK, 2000).

O CO2 é um gas de alta solubilidade e alta difusdo entre as membranas.
Ele é aproximadamente 20 a 25 vezes maior do que a velocidade de difusao do
oxigénio. O CO2 é carregado no sangue na forma de acido carbdnico,
bicarbonato iénico ou combinado com a hemoglobina (MENES; SPIVAK,
2000).

O diéxido de carbono é utilizado na medicina desde a idade média,
quando os banhos de agua carbonada em piscinas naturais de agua termal
foram utilizados para o tratamento de pacientes com problemas circulatorios.
Atualmente o CO2 ¢ utilizado por varias especialidades médicas como
ortopedia, reumatologia, dermatologia, angiologia, anestesia, endoscopia,
cirurgia laparoscopica e cirurgia plastica. A atividade terapéutica do CO2 é
determinada pela reacdo inflamatéria local causada pelo gas nos tecidos
promovendo a recuperacgao tecidual (ABRAMO, 2010).

A aplicacao transcutdnea de CO2 (carboxiterapia) vem sendo usada na
cirurgia plastica e dermatologia com finalidade de melhora estética de celulites,
tecidos adiposos localizados, cicatrizes e irregularidades pos lipoaspiragao
(LEE, 2010; NACH et al., 2010). O uso do CO2 transcutadneo aumenta a
quantidade de capilares na derme, causa vasodilatacdo e aumenta o fluxo
sanguineo local (SONMEZ et al., 2009). Além disso o CO2 aumenta o
colageno tecidual (FERREIRA et al., 2008). O CO2 também vem sendo
utilizado em Uulceras vasculares e pé diabético, acelerando a cicatrizagao
(PIAZZOLLA, 2011).

Na endoscopia alta e baixa, o uso de CO2 em substituicdo ao ar
ambiente leva a menor dor e desconforto apdés o exame, elimina o risco de
explosbes com uso do cautério, possibilita exames radiologicos e de
ultrassonografia apés o exame endoscopico, além de facilitar a concomitancia

de cirurgia laparoscoépica com a endoscopia (BRETTHAUER, 2010).
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Os efeitos do CO2 na cicatrizagcdo da anastomose colbnica é
controverso. O CO2, na cirurgia laparoscopica, leva a hipercarbia, acidemia e
hipertensado pulmonar (GERGES et al., 2006). A hipercarbia induzida pelo uso
de dioxido de carbono leva a vasodilatagao periférica, podendo aumentar a
oxigenagao na regiao anastomotica, o que poderia melhorar a cicatrizagao,
compensando os efeitos do aumento da pressao abdominal (ROSCH et al.,
2004; ROSCH et al., 2005). Este efeito teria portanto semelhanga aos efeitos
benéficos encontrados no uso do didxido de carbono na carboxiterapia.

O CO2 diminui a atividade inflamatéria mediada por macréfagos,
diminuindo os niveis plasmaticos de TNF alfa e IL-6 (MACHADO et al., 2010;
FUENTES et al., 2006). Esta atividade anti-inflamatdéria pode contribuir com a
melhor recuperagcédo nos pacientes operados por cirurgia laparoscopica. Hanly
et al. (2003) observaram diminuicao da atividade inflamatéria e stress per-
operatoério quando foi utilizado pneumoperitbnio na pressao de 3 mmHg com
CO2 em ratos com sepse comparado com pneumoperitdnio de 3 mm Hg com
hélio e cirurgia aberta.

Alguns autores, no entanto, afirmam que o uso do pneumoperitbnio de
CO2 causa um ambiente de hipdxia o que pode piorar a cicatrizagao intestinal
(TYTGAT et al.,, 2011). Mynbaev et al. (2009) sugeriram que o ambiente de
hipéxia melhoraria com o uso de Oxigénio (0O2) associado ao CO2 no
pneumoperitbnio. Tytgat et al. (2011) observaram piora da pressao de ruptura
da anastomose de intestino delgado em ratos submetidos a pneumoperiténio
com CO2 nas pressdes de 5 mm Hg e 10 mm Hg em relagéo a cirurgia aberta.
Neste estudo nao foi observado alteragdes na neoangiogénese ou sinais de
isquemia no sitio anastomético. Matsuzaki et al. (2010) observaram que o CO2
leva a hipdxia a nivel celular na pressao de 15 mmHg em ratos. O mesmo nao
foi verificado ao se utilizar a pressdao de 2 mmHg e 8 mmHg.

Alguns estudos experimentais para verificar qual seria o melhor gas na
cirurgia colorretal laparoscépica ja foram realizados. O 6xido nitroso, ar
ambiente, nitrogénio, argénio e hélio podem ser gases alternativos ao CO2
(MENES; SPIVAK, 2000). O hélio € uma boa alternativa como substituto ao
CO2. Ele é um gas inerte, nao leva a retencdo de CO2 e consequentemente
nao leva a acidose, além de nao interferir na resposta inflamatéria. Goiten et al.

(2005) nao observaram diferenca na perfusdo intestinal durante
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pneumoperitbnio prolongado com CO2 ou hélio. Rosch et al. (2005) também
ndo observaram diferenca em  pardmetros  histopatolégicos e
imunohistoquimicos em anastomoses de intestino delgado utilizando-se
pneumoperiténio com CO2 e hélio, comparado com um grupo controle.

O aumento da pressao intra-abdominal, causado pelo pneumoperiténio,
leva a efeitos sistémicos como alteragdes do equilibrio acido-base, de gases
sanguineos, pulmonares e cardiovasculares (SAFRAN; ORLANDO, 1994). No
sistema cardiovascular observa-se a diminuigdo do retorno venoso, diminui¢cao
da pré-carga, aumento da resisténcia vascular sistémica e pulmonar, aumento
da pds-carga e diminuigao do débito cardiaco. Entre as alteragdes pulmonares
estdo a diminuigdo da complacéncia pulmonar e o aumento da resisténcia do
sistema respiratério. Observa-se também reducgao da perfusao renal, levando a
oliguria (SHARMA et al., 1996; GUTT et al., 2004). Outra importante alteracéo
verificada no aumento da pressao intra-abdominal € a diminuicdo do fluxo
sanguineo esplancnico, o que poderia ocasionar a isquemia do célon,
prejudicando a cicatrizagcdo da anastomose coldnica, levando a deiscéncia
(POLAT et al., 2002). A reducdo da oxigenacao intestinal piora o processo
cicatricial (POSMA et al., 2007; POSMA et al.,2009; POSMA et al., 2010).

Polat et al. (2002) estudaram cicatrizacdo de anastomoses colénicas em
ratos submetidos a pneumoperitdbnio com CO2 a pressao de 14 mmHg, 20
mmHg, 25 mmHg e 30 mmHg antes da laparotomia por 60 minutos. Foi
demonstrada redugdo progressiva nos valores da pressdo de ruptura da
anastomose e piora nos parametros histopatoldgicos de cicatrizagdo com o
aumento da pressao intraperitoneal, com diferenga estatistica a partir de 20
mmHg em relagéo ao grupo controle.

Avital et al. (2007) mediram parametros cardiorrespiratérios em ratos
submetidos a pneumoperitbnio com 5 mmHg, 8 mmHg e 12 mmHg. Foi
demonstrado que as alteracgdes fisioldgicas que mais se assemelham aquelas
da cirurgia laparoscopica em humanos ocorrem na pressdao de 5 mmHg em
ratos. As pressdes de 8 mmHg e 12 mmHg em ratos se assemelham a
hipertensao intra-abdominal. Em outros estudos, os autores também sugerem
que pressdes de até 6 mmHg em ratos equivalem a pressao intra-abdominal de
12 a 15 mmHg em humanos (BERGUER et al., 1997; ROSCH et al., 2005;
GUTT; SCHMANDRA, 1999).
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Kologlu et al. (1999) realizaram um estudo em ratos mantidos com
pneumoperitbnio com ar ambiente sob diferentes pressdes apds anastomoses
coldnicas até o 4° dia pds-operatorio. Foi verificada menor pressao de ruptura e
diminuicdo da concentragdo de hidroxiprolina nas anastomoses dos grupos
tratados em relacdo ao grupo controle, sugerindo um retardo no processo
cicatricial.

A cicatrizagao intestinal € um processo complexo, e varios parametros
podem ser utilizados sua avaliagao, entre eles: parametros clinicos, mecanicos,
histopatoldgicos, imunohistoquimicos e bioquimicos (HENDRIKS;
MASTBOOM, 1990).

Entre os parametros mecanicos estdo a pressao e a for¢a de ruptura da
anastomose. A pressao de ruptura € a medida da resisténcia da anastomose
ao aumento da pressao intra-luminal. A forca de ruptura é a medida da
resisténcia da anastomose a forgas longitudinais. A pressao de ruptura reflete
melhor a forca a que a anastomose é submetida fisiologicamente, que pode
levar a formacgao de deiscéncias (HENDRIKS; MASTBOOM, 1990).

O colageno é responsavel pela resisténcia da anastomose. Portanto o
processo de degradacao e sintese de colageno no pds operatério afetam a
anastomose e o0 risco de deiscéncia. A hidroxiprolina € um aminoacido
presente nas proteinas de colageno nos tecidos. A concentragdo de
hidroxiprolina esta diretamente ligado a quantidade de colageno presente, no
entanto, ndo esta relacionado ao tipo de colageno (HENDRIKS; MASTBOOM,
1990). Outra forma de avaliar a concentragao de colageno é a histomorfometria
com a vantagem de demonstrar o tipo do colageno (RABAU et al, 1995).

O fator de crescimento vascular (VEGF) é um importante regulador da
angiogénese no processo cicatricial, sendo portanto responsavel pela
diminuicdo da hipdxia que interfere na viabilidade tecidual, diminuindo risco de
deiscéncia anastomotica (ADAS et al, 2011).

A laparoscopia vem sendo utilizada cada vez mais em cirurgias
complexas como as colectomias. Com a utilizagao crescente, questiona-se os
efeitos da pressdo abdominal e do CO2 em anastomoses colénicas. Para
estudarmos estes efeitos idealizamos um novo modelo experimental em ratos
de facil reproducdo, e utilizamos as pressdes e tempos adequados de

pneumoperitbnio com gases distintos, isolando assim efeitos da pressao e dos
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gases. O CO2 é utilizado em diversas especialidades médicas de forma
terapéutica, com finalidade de melhorar processos de cicatrizagdo. Seria este
gas também benéfico na cicatrizagdo de anastomoses na cirurgia colorretal?
Este trabalho foi idealizado para verificar possiveis efeitos benéficos da
utiizacdo do CO2 na cicatrizagdo de anastomose coldénica na cirurgia

laparoscoépica.
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2 OBJETIVO

Avaliar os possiveis efeitos do didoxido de carbono e da pressao intra-
abdominal provocada pelo pneumoperitbnio na cicatrizagdo de anastomoses

realizadas no célon esquerdo de ratos.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 CONSIDERACOES GERAIS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental
da Area de Clinica CirGrgica da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia — UnB, com colaboragcédo do Laboratério de Patologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia - UnB, do Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica da Universidade Federal de Goias — UFG e do Laboratério de
Bioquimica e Transplante Hepatico da Cirurgia Experimental da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

O protocolo de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no
Uso Animal — CEUA, do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de
Brasilia — UnB (UnBDOC n 73136/2010) . Os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA.

A redagao do trabalho foi realizada de acordo com as normas da
Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT NBR 14724:2011).

3.2 ANIMAL DE EXPERIMENTAGAO

Foram utilizados 70 ratos, Rattus norvergicus, da linhagem Wistar,
machos, com aproximadamente 90 dias de vida e peso de 244 a 420 g. Os
ratos foram produzidos e adquiridos do Biocien/Labocien do Centro

Universitario de Brasilia — UniCEUB.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Os 70 ratos foram aleatoriamente distribuidos em 3 grupos de 20
animais, de acordo com a pressao utilizada, e 1 grupo controle de 10 animais:

| — Animais submetidos a pneumoperitdnio na pressao de 5 mmHg

Il — Animais submetidos a pneumoperiténio na pressao de 12 mmHg

[Il — Animais submetidos a pneumoperiténio na pressao de 20 mmHg

IV — Animais submetidos a laparotomia
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Os animais dos grupos |, Il e Il foram distribuidos em 2 subgrupos com
10 animais cada, em que o gas utilizado para o pneumoperitdnio foi o diéxido
de carbono (subgrupos I-CO2, [I-CO2 e IlI-CO2) ou o hélio (subgrupos I-He, lI-
He e lll-He) (figura 1).

FIGURA 1 — ALOCACAO DE ANIMAIS EM GRUPOS E SUBGRUPOS DE ACORDO COM O
TRATAMENTO REALIZADO

Grupo I-CO2
10 ratos
Grupo |
5 mmHg
20 ratos Grupo I-He
10 ratos
Grupo 1I-CO2
T 10 ratos
12 mmHg
20 rat
D10k Grupo II-He
S 10 ratos
Grupo I1I-CO2
Grupo 10 ratos
20 mmHg
20 ratos
Grupo lll-He
10 ratos
Grupo IV G Y
Cirurgia aberta lgugc:os

FONTE: O autor (2013)

Todos os animais foram anestesiados e submetidos a resseccédo de
segmento colénico de 1 cm, entre 2,5 e 3,5 cm proximalmente a reflexdo
peritoneal, e reconstrugdo do transito colénico por anastomose término-
terminal.

Os animais dos grupos |, Il e lll foram submetidos a pneumoperiténio
com didxido de carbono ou hélio, a uma presséo de 5, 12 ou 20 mm Hg por 60
minutos antes da ressecc¢éo coldnica e mais 30 minutos com a mesma pressao

apos a anastomose.
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Os animais do grupo IV foram submetidos a laparotomia 60 minutos
antes da ressecgao colbnica, e a laparorrafia foi realizada 30 minutos apés a
anastomose.

Todos os animais foram reoperados no sétimo dia pds-operatério para
se avaliar achados intraoperatérios (peritonite, abscesso, deiscéncia de
anastomose, obstrugdo intestinal, aderéncias intra-abdominais), pressao de
ruptura da anastomose, forca de ruptura da anastomose, achados
histopatolégicos, histomorfometria do colageno, concentragcédo de hidroxiprolina,
expressao de VEGF e densidade de microvasos (CD31).

Caso algum animal viesse a 6bito antes do sétimo dia pos-operatorio por
causa nao relacionada a anastomose, seria realizada sua substituigao.

As operagdes foram realizadas em sessoées, por lotes de sete animais,
sendo um de cada subgrupo e um do grupo controle. A ordem das operacdes
foi definida de forma aleatoria.

Os animais foram numerados sequencialmente de acordo com a ordem

de realizagao das operacoes, de 1 a 70.

3.4 PROCEDIMENTO ANESTESICO E CIRURGICO

3.4.1 Consideracgbes gerais

Os ratos permaneceram no Alojamento de Animais da Faculdade de
Medicina, confinados em gaiolas, em lotes de trés ou quatro animais, com
regime de doze horas de luz artificial e doze horas de escuridao, recebendo
dieta padrédo de laboratorio e agua a vontade, por um periodo de sete dias de

aclimatacao (figura 2).
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FIGURA 2 - ALOJAMENTO DE ANIMAIS DA FACULDADE DE MEDICINA

FONTE: O autor (2013)

Imediatamente antes da indugdo anestésica, tiveram seus pesos
aferidos em balanca eletrbnica (Marte balanga eletrobnica modelo AS5500 C,
Marte Balangas e Aparelhos de Precisao Ltda — Sdo Paulo, SP) e anotados.

Os procedimentos anestésicos e cirurgicos foram supervisionados por
médicos-veterinarios do Laboratdrio de Cirurgia Experimental.

As operagdes foram realizadas com material cirdrgico limpo, néao
esterilizado.

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados pelo mesmo

cirurgiao.
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3.4.2 Anestesia

Os animais foram anestesiados com cloridrato de xilazina, na dose de 5
mg/kg peso por via intramuscular e cloridrato de cetamina, na dose de 25
mg/kg peso também por via intramuscular. No periodo transoperatério doses

adicionais de anestésico foram administradas de acordo com as necessidades.

3.4.3 Preparo do campo operatorio, pneumoperitbnio e introducdo dos

trocateres.

Cada animal foi colocado em decubito dorsal sobre placa de madeira,
com seus membros fixados com fita de esparadrapo. Apds tricotomia da regiao
abdominal anterior, procedeu-se, entdo, a antissepsia da pele do abdome com
solucao de polivinilpirrolidona iodo alcodlico.

Nos grupos |, Il e Ill foi introduzida uma agulha de Veres
intraperitonealmente, na linha média, 2 cm abaixo da cicatriz umbilical (figura
3).
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FIGURA 3 - INTRODUGAO DA AGULHA DE VERES PARA REALIZACAO DO
PNEUMOPERITONIO

FONTE: O autor (2013)

A seguir, uma mangueira de silicone ligada a um insuflador laparoscoépico (Karl
Storz) foi acoplada a agulha, sendo iniciado o pneumoperitdnio com fluxo de 1
L/min a uma pressdo de 5 mmHg, 12 mmHg ou 20 mmHg com gas diéxido de
carbono ou hélio, por 60 minutos, de acordo com o subgrupo. Apds, foi
realizada uma incisdo mediana 0,5 cm abaixo do apéndice xiféide, com 0,7 cm

de extensdo, e introduzido um trocater de 7 mm (figura 4).
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FIGURA 4 — INTRODUGAO DO TROCATER DE 7 MM ABAIXO DO APENDICE XIFOIDE

FONTE: O autor (2013)

Em seguida foi introduzida a 6tica de 7 mm na cavidade peritoneal, acoplada a
um conjunto de processadora (Endoview — Recife, PE), fonte de luz (Endoview
— Recife, PE) e monitor (Sony) sendo realizado uma laparoscopia de toda a
cavidade. A mangueira do insuflador era entédo trocada para o trocéater supra-
umbilical. No local em que foi realizada a pungdo com agulha de Veres, era

introduzido um trocater de 5 mm, sob visao direta (figura 5).
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FIGURA 5 — INTRODUGAO DO TROCATER DE 5 MM INFRA-UMBILICAL SOB VISAO
DIRETA

FONTE: O autor (2013)

Apds a introdugcdo do trocater infra-umbilical, era introduzido uma pinga
Maryland de 5 mm (Edlo) neste portal para manipulagao e identificacdo das
estruturas abdominais (figuras 6 e 7).

FIGURA 6 — INTRODUGAO DA PINCA DE 5 MM PARA MANIPULAGAO DAS ESTRUTURAS
INTRA-ABDOMINAIS POR LAPAROSCOPIA

FONTE: O autor (2013)
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FIGURA 7 — MANIPULAGAO DE ESTRUTURAS INTRA-ABDOMINAIS POR LAPAROSCOPIA

FONTE: O autor (2013)

Nos animais do Grupo IV foi realizada uma incisdo mediana com
aproximadamente 4 cm de extensdo, com sua extremidade caudal a 1 cm da
genitalia externa do animal. Estes animais assim permaneceram por 60

minutos (figura 8).
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FIGURA 8 — ANIMAL DO GRUPO IV SUBMETIDO A LAPAROTOMIA

FONTE: O autor (2013)

3.4.4 Resseccéao e reconstrugao colbnica

Nos animais dos grupos |, Il e lll, era identificado por laparoscopia a
reflexdo peritoneal. Apds 60 minutos de pneumoperiténio, o colon esquerdo era

apreendido com a pinga de 5 mm, 3 cm acima da reflexao peritoneal (figura 9).
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FIGURA 9 - IDENTIFICAGAO E APREENSAO DO COLON ESQUERDO PROXIMO A
REFLEXAO PERITONEAL POR LAPAROSCOPIA

FONTE: O autor (2013)

O pneumoperiténio era desfeito e o segmento colbnico era trazido para fora da

cavidade peritoneal (figura 10).
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FIGURA 10 — EXTERIORIZAGAO DO SEGMENTO DE COLON ESQUERDO PELA INCISAO
DO TROCATER INFRA-UMBILICAL

FONTE: O autor (2013)

Foi realizada a ressecg¢ao de um segmento colénico de 1 cm por secgao com
tesoura reta entre 2,5 cm e 3,5 cm da reflexdo peritoneal (figura 11).
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FIGURA 11 — RESSECGAO DO COLON COM TESOURA RETA

FONTE: O autor (2013)

No grupo IV esta resseccao foi realizada entre 2,5 cm e 3,5 cm da
reflexao peritoneal.

O segmento ressecado era lavado em solugdo de NaCl a 0,9%, e o
quadrante mesentérico direito era isolado e imerso em solugdo de NaCl a 0,9%
e congelado a — 70°C para ser utilizado posteriormente para estudo da
concentracdo de hidroxiprolina.

O trénsito coldnico era reconstruido com anastomose término-terminal,
em plano unico, com pontos continuos, englobando todas as camadas da
parede intestinal, utilizando-se fio de polipropileno 6-0 com agulha cilindrica de
1,3 cm (BRASUTURE — Sao Sebastido da Grama, SP) (figuras 12, 13 e 14).
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FIGURA 12 — ANASTOMOSE COLONICA TERMINO-TERMINAL, SUTURA POSTERIOR
CONTINUA COM FIO POLIPROPILENO

FONTE: O autor (2013)
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FIGURA 13 — ANASTOMOSE COLONICA TERMINO-TERMINAL, SUTURA ANTERIOR
CONTINUA COM FIO POLIPROPILENO

FONTE: O autor (2013)
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FIGURA 14 — ASPECTO FINAL DA RECONSTRUGCAO COLONICA

FONTE: O autor (2013)

3.4.5 Pneumoperitbnio apds anastomose e fechamento da parede abdominal

Nos grupos |, Il e Ill, apdés o término da reconstru¢do do transito
colénico, o trocater infra-umbilical era reintroduzido € o pneumoperitdnio era
refeito na mesma pressao inicial e mantido por mais 30 minutos.

No grupo controle a cavidade abdominal era mantida aberta por mais 30
minutos, sem exposicao de algas intestinais (figura 8).

Apds este tempo, nos grupos |, Il e lll, o pneumoperitdnio era desfeito,
os trocateres retirados, e era feita a sintese da parede abdominal.

No grupo |V, era feita a sintese da parede abdominal.

A sintese da parede abdominal, em todos os grupos, foi realizada em
dois planos — o primeiro, incluindo o peritdbnio, musculo e aponeurose, com
sutura continua simples e o segundo, o tecido subcutaneo e pele, com sutura
continua, utilizando-se fio de polipropileno 5-0 com agulha cilindrica de 1,5 cm
(BRASUTURE — Sao Sebastiao da Grama, SP).
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3.5 EVOLUCAO POS-OPERATORIA

ApOs a recuperagao anestésica os animais foram colocados em gaiolas,
em grupos de trés ou quatro, com agua e racdo a vontade. Os animais que
morreram foram submetidos a necropsia para determinagao da possivel causa

do 6bito, e substituidos.

3.6 REOPERAGCAO E ANALISE OPERATORIA

Os animais foram reoperados no sétimo dia pds-operatorio.
Imediatamente antes da indugao anestésica o peso de cada animal foi aferido
e anotado (Marte balanca eletrénica modelo AS5500 C, Marte Balancgas e
Aparelhos de Precisao Ltda — Sao Paulo, SP).

Apos anestesia com a mesma forma da operagao inicial, foi realizada
uma incisdo mediana xifo-pubica, que permitiu a visualizagdo completa da
cavidade abdominal. Foi pesquisada a presenca de sinais de peritonite,
abscesso, deiscéncia de anastomose ou obstrugao intestinal.

As aderéncias intra-abdominais foram avaliadas e quantificadas pelo
Escore de Nair (NAIR et al., 1974):

0 — auséncia de aderéncias;

1 — presencga de uma unica banda entre visceras ou entre uma viscera e
a parede abdominal;

2 — presenga de duas bandas entre visceras ou entre visceras e a
parede abdominal;

3 — presenca de mais de duas bandas entre visceras ou entre visceras e
a parede abdominal, ou todo o intestino formando uma massa nao aderida a
parede abdominal;

4 — presencga de viscera diretamente aderida a parede abdominal, nao
importando o numero ou extensao das bandas.

Foi feita uma incisdo no cdélon cerca de 5 cm proximal a anastomose,
onde foi introduzido uma sonda de nelaton 10 Fr intraluminal por 1 cm e fixado
com fio seda 2-0. Em seguida foi realizado lavagem do célon de maneira

anterograda com soro fisiolégico com minima pressao apods dilatagao retal. O
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reto superior era entdo cuidadosamente dissecado, e era realizada uma
ligadura com seda 2-0. Era realizado neste momento o teste de pressao de
ruptura anastomoética com manémetro registrador Z.10.RG (Zurich) (figura 15).

FIGURA 15 — COLON ESQUERDO COM SONDA PROXIMAL E RETO LIGADO PARA A
REALIZAGAO DO TESTE DE PRESSAO DE RUPTURA ANASTOMOTICA

FONTE: O autor (2013)

Em seguida era ressecado um segmento intestinal de 4 cm contendo a
anastomose em sua porg¢ao central. Foi avaliado o tipo de estrutura aderente e
a quantidade das aderéncias foi graduada de acordo com a proporgdo da
anastomose coberta pelas aderéncias em:

0 — auséncia de aderéncias;

1 — até menos de 25%;

2 —entre 25% e 50%;

3 — entre 50% e 75%;

4 — entre 75% e 100%;

5 —-100 % de anastomose coberta por aderéncias.

O segmento ressecado foi seccionado ao meio, longitudinalmente, entre
a borda mesentérica e a borda anti-mesentérica. O segmento esquerdo foi

submetido ao teste de forca de ruptura no aparelho de ensaio vertical
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denominado Versa Test (Mecmesin Versa Test, United Kingdom), de
capacitagao de tracdo de 2500 N, acoplado a um dinamdmetro digital portatil
AGF (Panambro Industria Técnica S.A. — SP). O segmento direito foi dividido
ao meio, longitudinalmente em dois fragmentos. O fragmento mesentérico
direito foi lavado em solugcao de NaCl a 0,9%, e imerso em solugao de NaCl a
0,9% e congelado a — 70°C para dosagem da concentracado de hidroxiprolina.
O fragmento anti-mesentérico direito foi fixado em formol tamponado a 10%
para exame histopatologico, histomorfometria do  colageno e
imunohistoquimica (figura 16).

FIGURA 16 — SEGMENTO COLONICO DIVIDIDO PARA TESTE DE FORGA DE RUPTURA,
EXAME HISTOPATOLOGICO, HISTOMORFOMETRICO, IMUNO-HISTOQUIMICO E
DOSAGEM DE HIDROXIPROLINA

FONTE: O autor (2013)

Em seguida os animais foram submetidos a eutanasia com superdose
de thiobarbiturato etil sédico (Thionembutal, Thiobarbiturato Etil Sédico, Abbott
Laboratdrios do Brasil Ltda) injetado na veia cava inferior.
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3.7 ESTUDO DA PRESSAO DE RUPTURA DA ANASTOMOSE

Para a determinagao da pressao de ruptura da anastomose, foi utilizado

o mandémetro registrador Z.10.RG (Zurich).

Com a anastomose in situ, foi feita uma incisdo no coélon cerca de 5 cm
proximal a esta. Foi introduzido uma sonda uretral 10 Fr intraluminal por 1 cm e
fixado com fio seda 2-0. Em seguida foi realizada lavagem do célon de maneira
anterograda com soro fisiolégico. Em seguida foi realizada infiltragcao lenta e
cuidadosa de ar para retirada do soro. O reto superior foi entédo
cuidadosamente dissecado para manter todas as aderéncias a anastomose, e

foi ligado, fechando a luz intestinal, com seda 2-0.

Um circuito de trés vias foi acoplado a sonda uretral, ao mandémetro
registrador e a um cilindro de ar comprimido. Um fluxo de 0,5 litro/minuto foi
injetado no circuito, até a ruptura da anastomose.

Foi registrada a pressdo maxima alcangada no momento da ruptura em
mmHg (figuras 17, 18 e 19).
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FIGURA 17 — DETERMINAGCAO DA PRESSAO DE RUPTURA DA ANASTOMOSE COM O
MANOMETRO REGISTRADOR Z10.RG

FONTE: O autor (2013)
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FIGURA 18 - COLON ESQUERDO INSUFLADO EM POSIGAO ANATOMICA COM
ADERENCIAS PARA DETERMINACAO DA PRESSAO DE RUPTURA DA ANASTOMOSE

FONTE: O autor (2013)

FIGURA 19 — REGISTRO GRAFICO DA INSUFLAGCAO E DA PRESSAO DE RUPTURA DA
ANASTOMOSE
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47

3.8 ESTUDO DA FORCA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE

Para a determinagao da for¢a de ruptura da anastomose, foi utilizado o
aparelho de ensaio vertical denominado Versa Test (Mecmesin Versa Test,
United Kingdom), de capacitacdo de tragdo de 2500 N, acoplado a um
dinambémetro digital portatii AGF (Panambro Industria Técnica S.A. — SP)
(figura 20).

FIGURA 20 - APARELHO DE ENSAIO VERTICAL (VERSA TEST) ACOPLADO AO
DINAMOMETRO DIGITAL

FONTE: O autor (2013)
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Foi ressecado um segmento intestinal de 4 cm contendo a anastomose
em sua porgao central. O segmento foi seccionado ao meio, entre a borda
mesentérica e a borda anti-mesentérica. A metade esquerda foi submetida ao
teste.

O fragmento retangular extraido foi fixado pelas duas extremidades por
meio da pinga superior do dinamémetro e da pinca inferior do Versa Teste com
a cicatriz cirurgica distando 0,5 cm entre as pingas (figura 21).

FIGURA 21 — SEGMENTO DO COLON POSICIONADO NO VERSA TESTE, SENDO
REALIZADO O TESTE DE FORCA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE

FONTE: O autor (2013)

A velocidade do teste de ruptura foi de 25 mm/min. e o valor de ruptura
foi expresso em Newton (N). O dinamémetro foi aferido antes de cada série de

medidas. Os testes foram realizados de forma sequencial; do rato 1 ao 70.
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3.9 ESTUDO HISTOPATOLOGICO

As pecgas, apos fixagdo em formol tamponado a 10 %, foram enviadas
ao Laboratoério de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade - UnB
para o preparo dos blocos de parafina. Foram realizados cortes
perpendiculares a zona de anastomose, e corados pela hematoxilina e eosina,
conforme a rotina do laboratério.

A avaliacdo da cicatrizacdo foi realizada por microscopia de luz, por
patologista experiente que desconhecia a que grupo de animais provinha o
material.

Os seguintes indicadores foram considerados em cada peca:

1) Colageno;

N

Fibroblastos;

w

Infiltrado Mononuclear;

I

Infiltrado Polimorfonuclear;

9]

Neovascularizacéo;

22}

Edema;

~

Ulceracao;

)
)
)
)
)
)
)
)

(o)

Necrose;

9) Abscesso;

10)Colbnias Bacterianas;

11)Corpo Estranho;

12)Crosta Fibrino-Leucocitaria.

Os indicadores 1 a 6 foram analisados e classificados em: leve (+),
moderado (++) ou intenso (+++).

Os indicadores 7 a 12 foram analisado e classificado em: ausente (-) ou

presente (+) (figura 22)
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FIGURA 22 - LAMINAS CORADAS COM HEMATOXILINA-EOSINA IDENTIFICANDO
COLAGENO (A), FIBROBLASTO (A), NEOVASOS (B), INFILTRADO DE MONONUCLEARES
(B), ABSCESSO (C), CORPO ESTRANHO (D), COLONIAS BACTERIANAS (E)

FONTE: O autor (2013)

3.10 ESTUDO HISTOMORFOMETRICO DO COLAGENO

Andlise quantitativa por histomorfometria do coldgeno presente nas
regides perianastométicas foi realizada pela avaliagédo das laminas coradas
pelo Picro-Sirius, por meio de sistema digital de analise de imagens. Observou-
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se a area total dos campos por microscopia com luz polarizada com objetiva de
10X e a analise foi realizada por um observador que desconhecia de que grupo
ou subgrupo de animais a lamina provinha. A captura das imagens foi obtida
utilizando-se uma camera digital Sony S85 (Téquio — Japao) acoplada a um
Microscépio de luz Zeiss Axion Star (Carl Zeiss Vision — Alemanha). Todas as
imagens tiveram uma resolucao de 1280 x 960 pixels e foram analisadas por
meio do software Image J (Wayne Rasband, Research Services Branch,
National Institute of Menthal Health, Bethesda, Maryland, USA) por observador
diferente do que captou as imagens e que desconhecia de que grupo ou

subgrupo de animais as imagens provinham (figura 23).

FIGURA 23 — ANALISE DO PERCENTUAL DE COLAGENO POR MEIO DO SOFTWARE
IMAGE J
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FONTE: O autor (2013)

A analise de presenca de colageno, quanto ao aparecimento das formas
jovem (tipo Ill) e madura (tipo I), foi realizada por meio da coloracao de Picro-
Sirius das laminas contendo a regidao perianastomoética e leitura das mesmas
por microscopia de luz polarizada (JUNQUEIRA, 1979, 1982; MONTES, 1991).
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3.11 ESTUDO BIOQUIMICO

Foram determinadas as concentragdes de hidroxiprolina nos dois
segmentos intestinais obtidos de cada animal, o primeiro ressecado na
operagao inicial, ou amostra pré-teste, e o segundo, contendo a anastomose,
coletado na reoperacao, ou amostra pos-teste.

Os processos de extragao e dosagem de hidroxiprolina foram realizados
segundo a técnica proposta por Stegemann & Stalder (1967) modificado por
Medugorac (1980).

3.11.1 Extracao de hidroxiprolina

O tecido passou pelas seguintes etapas:

1- Pesado aproximadamente 100 mg de tecido e colocado em placas de
Petri, para secar em estufa a 100°C por 4 horas.

2- Pesado novamente (peso seco) cada tecido e transferido para uma
ampola de vidro, adicionando HCI 6N na propor¢céo de 1 ml para cada 10 mg
de tecido.

3- Fechadas as ampolas sob chama e colocadas para hidrolisar na
estufa, entre 107 e 110°C, por 18 horas.

4- Apos esse periodo, as ampolas foram abertas e o conteudo foi
transferido para balées volumétricos de 50 ml, lavando as ampolas com 1 ou 2
ml de agua Milli-Q.

5- Adicionado aos baldes cerca de 100 mg de carvao ativado (Merck).

6- Simultaneamente, foi adicionado 20 ml de tampéo Citrato/Acetato pH
6,0 e completado o baldo para 50 ml com agua Milli-Q.

7- Filtrado a solugao em proveta, utilizando papel de filtro.

8- Separado parte da solugao para dosagem e congelado outra parte.
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3.11.2 Dosagem de Hidroxiprolina

O extrato passou pelas seguintes etapas:

1- Em placa leitora de ELISA de 96 pocos, foi adicionado 100 ul de cada
amostra (em duplicata), 100 pl de agua (branco) e 100 pl dos respectivos
padrdes.

2- Foi adicionado 50 ul de Cloramina T, e deixado a temperatura
ambiente por 20 minutos.

3- Adicionado 50 ul da Solugao de Erlich (dimetilaminobenzaldeido)

4- Colocado em estufa a 65°C por 15 minutos.

5- Lido em espectrofotdmetro Versamax a 550 nm.

6- Comparado os resultados com uma curva padrdo de OH-Prolina
(Sigma H-7279) nas concentragdes de 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 ug/ml.

3.12 ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO PARA VEGF E CD31

Laminas silanizadas com cortes histolégicos desparafinizados,
reidratados e apresentando espessura de quatro micrdmetros foram
confeccionadas a partir de blocos de parafina contendo material de bidpsia
fixado em formol.

a) Para a recuperacao antigénica, as laminas foram incubadas por 45
minutos em steamer a 95-99°C com tampao citrato pH 6.0. Logo apds, as

laminas foram resfriadas em temperatura ambiente por 20 minutos;

b) Para a inativagcao da peroxidase tecidual endégena, as laminas foram
imersas em uma solugao de H202 a 3% em temperatura ambiente por 30

minutos;

c) Apo6s lavagem das laminas com PBS (phosphate buffered saline),
estas foram incubadas com os anticorpos primarios (VEGF, policlonal,
Diagnostic Biosystems, diluicao 1:60; CD31, clone Mec 13.3, diluicao 1/50,
BIOCARE MEDICAL) por 30 min, em temperatura ambiente;

d) Apés lavagem das laminas com PBS, estas foram incubadas com o

anticorpo secundario por 30 minutos em temperatura ambiente e
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subsequentemente com o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase por 30

minutos em temperatura ambiente;

e) Todas as reacbes foram reveladas utilizando-se a solugao
cromogénica diaminobenzidina. A contra-coloracao foi feita com hematoxilina
de Harris. As laminas foram entdo desidratadas, diafanizadas e montadas.
Amostras de angiossarcoma e pele foram utilizadas como controles positivos
para anti-VEGF e anti-CD31 respectivamente.

Foram consideradas células positivas para VEGF os macréfagos, os
fibroblastos e as células endoteliais coradas em marrom no citoplasma (figura
24).

FIGURA 24 - EXPRESSAO DE VEGF EM CELULAS ENDOTELIAIS, MACROFAGOS,
LEUCOCITOS E FIBROBLASTOS — A (100X), B (400X)

FONTE: O autor (2013)

A expressdao de CD31 foi observada na membrana das células
endoteliais (figura 25).
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FIGURA 25 - EXPRESSAO DE CD31 EM CELULAS ENDOTELIAIS (400X)

A expressao de VEGF foi semi-quantificada de acordo com o numero de
células positivas: -, +, ++, +++. A expressao de CD31 (marcador de células
endoteliais) foi usada para auxiliar na semi-quantificagdo da densidade

vascular: -, +, ++, +++ na area da anastomose.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados sob o ponto de vista estatistico,
utilizando-se os softwares SPSS 20.0 (Special package for social sciences) e
Microsoft Excel.

A analise de variancia (ANOVA) com comparag¢des multiplas de Dunnett
foi realizada na analise dos pesos, pressao de ruptura da anastomose, forga de
ruptura da anastomose e concentragdo de hidroxiprolina (variaveis
paramétricas).

O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para avaliar aderéncias intra-
abdominais, cobertura da anastomose, achados histopatologicos (colageno;
fibroblastos, infiltrado mononuclear, infiltrado polimorfonuclear,
neovascularizagdo e edema), estudo histomorfométrico do colageno e
concentragao de hidroxiprolina (variaveis nao paramétricas).

O teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar ébitos, achados intra-
operatérios e achados histopatolégicos (ulceragdo, necrose, abscesso,

col6nias bacterianas, corpo estranho, crosta fibrino-leucocitaria).
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O teste U de Mann-Whitney foi utilizado para avaliar pressao de ruptura
da anastomose, forga de ruptura da anastomose, estudo histomorfométrico do
colageno e concentragao de hidroxiprolina (variaveis nao paramétricas).

O teste t de Student de amostras pareadas foi utilizado para comparar o
peso e a concentragdo de hidroxiprolina dos dias da operagdo e da
reoperacao.

Todas as probabilidades menores que 5% (p<0,05) foram consideradas

significantes.
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4 RESULTADOS

4.1 OBITOS

Dentre os 70 animais operados, dois morreram durante o experimento
(animais 9 e 47). Os dois animais pertenciam ao grupo II-CO2. Ambos
morreram no 2° DPO e a necropsia, ndo foi possivel identificar a causa do
Obito. As anastomoses se encontravam integras. Apesar dos Obitos terem
ocorridos no mesmo grupo, nao houve diferenga estatistica (p=0,130).

Ja que os obitos ndo estavam relacionados a anastomose, os dois

animais foram substituidos, conforme programado.

4.2 PESO DOS ANIMAIS

O peso inicial nos 70 animais variou de 244 g a 419,90 g (média de
342,19 g) e o peso na data da reoperacao foi de 220 g a 416,10 g (média de
314,33 g) (tabela 1).

TABELA 1 — VALORES DOS PESOS INICIAL E FINAL DOS ANIMAIS (MEDIA, MEDIANA,
DESVIO PADRAO, VALORES MINIMOS E MAXIMOS). VALORES EM GRAMAS.

Peso Inicial Peso Final
Média 342,19 g 314,33 g
Mediana 342,65 g 314,25 g
Desvio Padrao 4493 g 40,36 g
Minimo 244 g 2209
Maximo 419,90 g 416,10 g

FONTE: O autor (2013)

Houve redugao do peso no dia da reoperagao em relagdo ao peso inicial

utilizando o teste t de Student para amostras pareadas (p<0,001) (grafico1).
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GRAFICO 1 — MEDIANA E VALORES INTERVALARES DOS PESOS DOS ANIMAIS NO DIA
DA OPERAGAO E NO DIA DA REOPERAGAO.
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FONTE: O autor (2013)

Em todos os grupos/subgrupos de animais houve reducao de peso no
dia da reoperacao, em relagao ao peso inicial (p<0,001). A evolugao dos pesos
em cada subgrupo esta apresentada na tabela 2 e nos apéndices A a D.

Nao houve diferenga estatistica entre os subgrupos, no peso inicial
(p=0,871) e no peso final (p=0,981). Ao se analisar a variagcao de peso entre a
data da operacédo e a data da reoperagao nos subgrupos, ndo se observou
diferenca estatistica (p=0,127). Também nao houve diferenca estatistica entre
0 grupo controle e os subgrupos I-CO2 (p=0,998), I-He (p=1,000), 1I-CO2
(p=0,411), ll-He (p=0,997), llI-CO2 (p=0,377) e lll-He (p=0,238) (tabela 2).



59

TABELA 2 - DISTRIBUIGAO DA MEDIA E DESVIO PADRAO DOS PESOS DOS ANIMAIS NO
DIA DA OPERAGAO, NO DIA DA REOPERAGCAO E A VARIAGAO DO PESO INICIAL E DO

PESO FINAL PARA TODOS OS GRUPOS E SUBGRUPOS.

Grupo/Subgrupo Peso Inicial Peso Final Variagao de p
Peso

[-CO2 (n=10) 332,71 +43,28g 314,32 +44,07g -18,39+24,07g p=0,998

I-He (n=10) 347,73 +3524g 324,96+39,09g -22,77+18,23g p=1,000

[I-CO2 (n=10) 348,66 + 61,46 g 313,93+50,58g -34,73+16,39g p=0,411

[I-He (n=10) 337,69+38,25g 312,70+34,06g -24,99+16,47g p=0,997

[11-CO2 (n=10) 351,62+48,32g 316,44+36,469g -35,18+20,78g p=0,377

[ll-He (n=10) 348,97 +4328g 311,59+4469g -37,38+17,94g p=0,238

IV (n=10) 327,95+48,27g 306,39+41,98g -21,56+13,38¢g

p p=0,871 p=0,981 p=0,127

FONTE: O autor (2013)

Ao se analisar apenas a influéncia da pressdo no peso, nado se
considerando o gas utilizado para o pneumoperiténio, ndo houve diferenca
estatistica no peso inicial (p=0,645) e no peso final (p=0,868). No entanto, ao
se avaliar a variagdo de peso, observou-se um aumento da perda de peso a
medida que se aumenta a pressao (p=0,039). Houve diferenca estatistica entre
0 grupo submetido a pneumoperitbnio de 20 mmHg e o grupo controle
(p=0,037); e entre o grupo submetido a pneumoperitdnio de 5 mmHg e o grupo

submetido a pneumoperiténio de 20 mmHg (p=0,017) (tabela 3) (grafico 2).

TABELA 3 - DISTRIBUIGAO DA MEDIA E DESVIO PADRAO DOS PESOS DOS ANIMAIS NO
DIA DA OPERAGAO, NO DIA DA REOPERAGCAO E A VARIAGAO DO PESO INICIAL E DO
PESO FINAL DE ACORDO COM A PRESSAO DO PNEUMOPERITONIO.

Pressao Peso Inicial Peso Final Variagcdo de Peso p

5 mmHg (n=20)
12 mmHg (n=20)
20 mmHg (n=20) 350,30 +44,67 g
Controle (n=10) 327,95 +48,28 g
p p=0,645

340,22 + 39,18 g
343,18 £50,14 g

319,64 *40,91g
313,32+ 41,97 g
314,02 £ 39,77 g
306,39 + 41,98 g
p=0,868

20,58 £ 20,90g  p=0,894
20,86+ 16,76 g p=0,184
-36,28 + 18,93g p=0,037
21,56 + 13,38 g

p=0,039

FONTE: O autor (2013)
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GRAFICO 2 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA VARIAGCAO DE PESO DOS
ANIMAIS, DISTRIBUIDOS SEGUNDO A PRESSAO UTILIZADA.
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FONTE: O autor (2013)

Quando se verificou a influéncia do tipo de gas utilizado, independente
da pressao utilizada, ndo se observou diferenca estatistica no peso inicial
(p=0,563) e no peso final (p=0,794). A variagdo entre o peso final e o peso
inicial também nao mostrou diferenca (p=0,523). Nao houve diferenca
estatistica entre a cirurgia aberta e o0 uso do pneumoperitbnio com CO2
(p=0,383) ou com hélio (p=0,472) (tabela 4) (grafico 3).
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TABELA 4 - DISTRIBUIGAO DA MEDIA E DESVIO PADRAO DOS PESOS DOS ANIMAIS NO
DIA DA OPERAGAO, NO DIA DA REOPERAGCAO E A VARIAGAO DO PESO INICIAL E DO
PESO FINAL DISTRIBUIDOS DE ACORDO COM O GAS DO PNEUMOPERITONIO.

Gas Peso Inicial Peso Final Variagcdo de Peso p

CO2 (n=30) 344,33 £5050g 314,90 42,559 -29,43+21,46g p=0,383
Hélio (n=30)  344,80+38,05g 316,42+38,63g -28,38:18,16g p=0,472
Controle (n=10) 327,95+ 4828g 306,39+41,98g -21,56+ 13,38 g

p=0,563 p=0,794 p=0,523

FONTE: O autor (2013)

GRAFICO 3 — MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA VARIAGCAO DE PESO DOS
ANIMAIS, DISTRIBUIDOS SEGUNDO O GAS UTILIZADO.
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FONTE: O autor (2013)

4.3 ACHADOS INTRA-OPERATORIOS

Na relaparotomia, no 7° dia pds-operatério, foram identificadas duas
deiscéncias de anastomose bloqueadas por epiplon, uma no subgrupo [-CO2,

e outra no subgrupo llI-He (tabela 5). Nao houve diferenca estatistica entre os
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subgrupos (p=1,000). Nao houve casos de deiscéncia de anastomose livre,
com presenca de fezes na cavidade abdominal a reoperacéo.

Houve dois casos de obstrucao intestinal, ambos no subgrupo IlI-CO2
Apesar disso, ndao houve diferenga estatistica entre os subgrupos (p=0,130)
(tabela 5).

Nao se observou, na reoperagado, presenca de peritonite ou abscesso
(tabela 5).

TABELA 5 - NUMERO DE ANIMAIS COM ACHADOS INTRA-OPERATORIOS POSITIVOS NA
RELAPAROTOMIA DE ACORDO COM O GRUPO/SUBGRUPO.

Grupo/Subgrupo p
I-CO2 I-He [I-CO2 lI-He l11-CO2 lll-He v
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Deiscéncia 1 0 0 0 0 1 0 1,000
Obstrugao 0 0 0 0 2 0 0 0,130
Peritonite 0 0 0 0 0 0 0 1,000
Abscesso 0 0 0 0 0 0 0 1,000

FONTE: O autor (2013)

Quando se isolou as variaveis pressao ou gas, nao se observou
diferengas estatisticas nas deiscéncias de anastomose, obstrugao intestinal,

peritonite ou abscesso (tabelas 6 e 7).

TABELA 6 — NUMERO DE ANIMAIS COM ACHADOS INTRA-OPERATORIOS POSITIVOS NA
RELAPAROTOMIA DE ACORDO COM A PRESSAO UTILIZADA.

Pressao p
5 mmHg 12 mmHg 20 mmHg Controle
(n=20) (n=20) (n=20) (n=10)
Deiscéncia 1 0 1 0 1,000
Obstrugao 0 0 2 0 0,255
Peritonite 0 0 0 0 1,000
Abscesso 0 0 0 0 1,000

FONTE: O autor (2013)

TABELA 7 — NUMERO DE ANIMAIS COM ACHADOS INTRA-OPERATORIOS POSITIVOS NA
RELAPAROTOMIA DE ACORDO COM O GAS UTILIZADO.

Gas p
CO02 (n=30) Hélio (n=30) Controle (n=10)
Deiscéncia 1 1 0 1,000
Obstrucao 2 0 0 0,627
Peritonite 0 0 0 1,000
Abscesso 0 0 0 1,000

FONTE: O autor (2013)
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Os valores do escore de Nair segundo o grupo/subgrupo podem ser
vistos na tabela 8. Nao houve diferenca estatistica entre os subgrupos
(p=0,882).

TABELA 8 - NUMERO DE ANIMAIS SEGUNDO OS ESCORES DE NAIR A
RELAPAROTOMIA DE ACORDO COM O GRUPO/SUBGRUPO.

Escore Grupo/Subgrupo (p=0,882)
de Nair [-CO2 I-He 1I-CO2 [I-He [1-CO2 IlI-He v
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
0 6 6 4 4 5 6 4
1 1 2 3 6 4 4 4
2 1 2 2 0 1 0 2
3 2 0 1 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0

FONTE: O autor (2013)

Nao houve diferenca estatistica nos valores do escore de Nair em
relacdo a pressao utilizada (p=0,669) (tabela 9) ou em relacdo ao gas utilizado
(p=0,561) (tabela 10).

TABELA 9 - NUMERO DE ANIMAIS SEGUNDO OS ESCORES DE NAIR A
RELAPAROTOMIA DE ACORDO COM A PRESSAO UTILIZADA.

Escore Pressao (p=0,669)

de Nair 5 mmHg (n=20) 12 mmHg (n=20) 20mmHg (n=20) Controle (n=10)

0 12 8 11 4
1 3 9 8 4
2 3 2 1 2
3 2 1 0 0
4 0 0 0 0

FONTE: O autor (2013)

TABELA 10 - NUMERO DE ANIMAIS SEGUNDO OS ESCORES DE NAIR A
RELAPAROTOMIA DE ACORDO COM O GAS UTILIZADO.

Escore Gas (p=0,561)
de Nair CO2 (n=30) Hélio (n=30) Controle (n=10)
0 15 16 4
1 8 12 4
2 4 2 2
3 3 0 0
4 0 0 0

FONTE: O autor (2013)

Ao se analisar a propor¢ao da anastomose coberta por aderéncias, nao
se observou diferenga estatistica entre os grupos/subgrupos (p=0,473) (tabela
11).
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TABELA 11 — NUMERO DE ANIMAIS DE ACORDO COM A PROPORGAO DE COBERTURA
DA ANASTOMOSE A RELAPAROTOMIA DE ACORDO COM O GRUPO/SUBGRUPO.

Cobertura Grupo/Subgrupo (p=0,473)
[-CO2 I-He 1I-CO2 lI-He [1-CO2 IlI-He v
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
0-25% 3 1 1 3 2 1 0
25-50% 2 3 3 4 2 6 4
50-75% 3 3 3 3 3 1 3
75-100% 1 2 3 0 2 1 2
100% 1 1 0 0 1 1 1
FONTE: O autor (2013)

Nao houve diferengca estatistica na proporgdo da cobertura da
anastomose em relagcdo a pressao utilizada (p=0,636) (tabela 12) ou em
relacdo ao gas utilizado (p=0,377) (tabela 13).

TABELA 12 — NUMERO DE ANIMAIS DE ACORDO COM A PROPORGAO DE COBERTURA
DA ANASTOMOSE A RELAPAROTOMIA DE ACORDO COM A PRESSAO UTILIZADA.

Cobertura Presséao (p=0,636)
5 mmHg (n=20) 12 mmHg (n=20) 20mmHg (n=20) Controle (n=10)
0-25% 4 4 3 0
25-50% 5 7 8 4
50-75% 6 6 4 3
75-100% 3 3 3 2
100% 2 0 2 1

FONTE: O autor (2013)

TABELA 13 — NUMERO DE ANIMAIS DE ACORDO COM A PROPORGAO DE COBERTURA
DA ANASTOMOSE A RELAPAROTOMIA DE ACORDO COM O GAS UTILIZADO.

Cobertura Gas (p=0,377)
CO2 (n=30) Hélio (n=30) Controle (n=10)
0-25% 6 5 0
25-50% 7 13 4
50-75% 9 7 3
75-100% 6 3 2
100% 2 2 1

FONTE: O autor (2013)

4.4 PRESSAO DE RUPTURA DA ANASTOMOSE

A pressao de ruptura das anastomoses dos 70 animais variou de 0O
mmHg a 314 mmHg, com média de 193,10 mmHg, mediana de 198,25 mmHg
e desvio padrao de 55,56 mmHg. Esses valores por subgrupo podem ser

visualizados na tabela 14 e nos apéndices E a H.
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TABELA 14 - VALORES DA PRESSAO DE RUPTURA DA ANASTOMOSE POR
GRUPO/SUBGRUPO (MEDIA, MEDIANA, DESVIO PADRAO, VALORES MINIMOS E
MAXIMOS). VALORES EM MMHG.

Grupo/Subgrupo (p=0,786)

I-CO2 I-He II-CO2 ll-He -CO2  Ill-He \Y

(n=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10)
Média 166,08 199,65 194,75 206,06 189,11 19584 200,32
Mediana 179,30 207,25 197,85 212,25 187,25 1945 210,45
Desvio Padrdo 83,30 46,45 37,49 49,81 47,39 36,66 77,22
Minimo 0 113,10 148,80 120,50 112,60 139,60 63,70
Maximo 274,30 256,90 25340 269,90 271,50 268,60 314,00
p p=0,581 p=1,000 p=1,000 p=1,000 p=1,000 p=0,996

FONTE: O autor (2013)

O animal 39 do subgrupo I-CO2 apresentava uma fistula parcialmente
bloqueada, e portanto apresentou o valor da pressdao de ruptura da
anastomose de 0 mmHg.

Nao houve diferenca estatistica entre os subgrupos (p=0,786). Nao
houve diferenga estatistica entre o grupo controle e os subgrupos I-CO2
(p=0,581), I-He (p=1,000), 1I-CO2 (p=1,000), lI-He (p=1,000), 11I-CO2 (p=0,996)
e lll-He (p=1,000) (tabela 14) (grafico 4).

Nao se observou diferenga na pressao de ruptura da anastomose ao se
utilizar o hélio ou o CO2 nas pressées de 5 mmHg (p=0,406), 12 mmHg
(p=0,450) ou 20 mmHg (p=0,650) (tabela 14) (grafico 4).
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GRAFICO 4 — MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA PRESSAO DE RUPTURA DA
ANASTOMOSE DISTRIBUIDOS POR GRUPO E SUBGRUPO. VALORES EM MMHG.
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FONTE: O autor (2013)

Ao se avaliar somente a pressao utilizada no pneumoperitbnio, nao
importando o tipo de gas utilizado, ndo houve diferenca na pressao de ruptura
da anastomose (p=0,763). Nao houve diferenca estatistica entre a cirurgia
aberta e a utilizagdo de pneumoperitbnio de 5 mmHg (p=0,721), 12 mmHg
(p=1,000) e 20 mmHg (p=0,961) (grafico 5).
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GRAFICO 5 — MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA PRESSAO DE RUPTURA DA
ANASTOMOSE DISTRIBUIDOS PELA PRESSAO UTILIZADA NO PNEUMOPERITONIO.
VALORES EM MMHG.
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FONTE: O autor (2013)

Analisando apenas o gas utilizado, ndo se levando em consideragéo a
pressdao do pneumoperitdnio, nao houve diferengca no uso do CO2 ou hélio na
pressao de ruptura da anastomose (p=0,449). Nao houve diferenca estatistica
entre a cirurgia aberta e a utilizacdo de pneumoperitébnio com CO2 (p=0,567)
ou hélio (p=1,000) (grafico 6).
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GRAFICO 6 — MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA PRESSAO DE RUPTURA DA
ANASTOMOSE DISTRIBUIDOS PELO GAS UTILIZADO NO PNEUMOPERITONIO.
VALORES EM MMHG.
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FONTE: O autor (2013)

4.5 FORCA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE

A forca de ruptura da anastomose nos 70 animais variou de 0,03 N a
0,56 N, com média de 0,26 N, mediana de 0,25 N e desvio padréao de 0,12 N.
Esses valores por subgrupo podem ser visualizados na tabela 15 e nos

apéndices | a L.
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TABELA 15 - VALORES DA FORCA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE POR
GRUPO/SUBGRUPO (MEDIA, MEDIANA, DESVIO PADRAO, VALORES MINIMOS E
MAXIMOS). VALORES EM NEWTON.

Grupo/Subgrupo (p=0,356)

I-CO2 I-He I-CO2 Il-He -CO2  IlI-He 1Y

(n=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10) (n=10)
Média 0,29 0,31 0,29 0,20 0,21 0,27 0,26
Mediana 0,28 0,31 0,26 0,24 0,21 0,26 0,21
Desvio Padréo 0,13 0,12 0,13 0,08 0,15 0,10 0,14
Minimo 0,07 0,15 0,11 0,05 0,03 0,13 0,07
Méaximo 0,52 0,52 0,56 0,27 0,45 0,43 0,43
p p=0,979 p=0,821 p=0,984 p=0,832 p=0,907 p=0,999

FONTE: O autor (2013)

Nao houve diferenca estatistica entre os subgrupos (p=0,356). Nao
houve diferenga entre o grupo controle e os subgrupos I-CO2 (p=0,979), I-He
(p=0,821), 1I-CO2 (p=0,984), ll-He (p=0,832), IlI-CO2 (p=0,907) e lll-He
(p=0,999). (tabela 15) (grafico 7).

Nao houve diferenca estatistica na forca de ruptura comparando-se o
hélio ou o CO2 nas pressdes de 5 mmHg (p=0,791), 12 mmHg (p=0,148) ou
20 mmHg (p=0,289) (tabela 15) (grafico 7).

GRAFICO 7 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA FORGA DE RUPTURA DA
ANASTOMOSE DISTRIBUIDOS POR GRUPO E SUBGRUPO. VALORES EM NEWTON.
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FONTE: O autor (2013)
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Quando analisada a presséo utilizada no pneumoperitbnio, ndo se
levando em consideragdo o gas, nao houve diferenca estatistica da forca de
ruptura da anastomose (p=0,425). Nao houve diferenca estatistica entre a
cirurgia aberta e a utilizacdo de pneumoperitbnio de 5 mmHg (p=0,635), 12
mmHg (p=0,987) e 20 mmHg (p=0,977) (grafico 8).

GRAFICO 8 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA FORGA DE RUPTURA DA

ANASTOMOSE DISTRIBUIDOS SEGUNDO A PRESSAO UTILIZADA. VALORES EM
NEWTON.
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FONTE: O autor (2013)

Analisando-se separadamente a influéncia do gas utilizado no
pneumoperitdénio, ndo se levando em consideragcédo a pressao utilizada, néao se
observa diferencga estatistica (p=0,990). Nao houve diferenga estatistica entre a
cirurgia aberta e a utilizacao de pneumoperitdbnio com CO2 (p=0,984) ou hélio
(p=0,982) (grafico 9).
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GRAFICO 9 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA FORGA DE RUPTURA DA
ANASTOMOSE DISTRUBUIDOS SEGUNDO O GAS UTILIZADO. VALORES EM NEWTON.
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FONTE: O autor (2013)

4.6 ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

Nao houve diferenca estatistica ao se analisar os parametros
histopatolégicos tanto por grupo/subgrupo, quanto analisando separadamente

o tipo de gas utilizado ou a pressao utilizada (figura 26).
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FIGURA 26 — CORTES HISTOLOGICOS DA AREA DA ANASTOMOSE COLONICA DOS
ANIMAIS SUBDIVIDIDOS POR GRUPOS / SUBGRUPOS. HE — 20x

Grupo Il CO2 Grupo Il He

Grupo IV
FONTE: O autor (2013)
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Os resultados discriminados por animais se encontram nos apéndices M

a S. Os resultados estatisticos podem ser vistos na tabela 16.

TABELA 16 — VALOR DE P PARA OS DADOS HISTOPATOLOGICOS SEGUNDO O
GRUPO/SUBGRUPO, TIPO DE GAS UTILIZADO OU PRESSAO UTILIZADA.

Grupo/Subgrupo Gas Utilizado Pressao Utilizada

Colageno 0,990 0,537 1,0
Fibroblastos 0,618 0,509 0,916
Infiltrado Mononuclear 1,0 1,0 1,0
Infiltrado Polimorfonuclear 0,437 0,315 0,823
Neovascularizagao 0,731 0,945 0,814
Edema 1,0 1,0 1,0
Ulceragao 1,0 1,0 1,0
Necrose 1,0 1,0 1,0
Abscesso 0,186 0,284 0,900
Colbnias Bacterianas 0,663 0,306 0,520
Corpo Estranho 0,869 0,670 0,771
Crosta Fibrino-Leucocitaria 1,0 1,0 1,0

FONTE: O autor (2013)

4.7 HISTOMORFOMETRIA DO COLAGENO

O percentual de colageno nas fotos da regido perianastomoética nas

laminas coradas pelo picrosirius variou de 0% a 11,7%, com média de 1,3% e
mediana de 0,7% (figura 27).
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FIGURA 27 — HISTOMORFOMETRIA DAS LAMINAS CORADAS PELO PICRO-SIRIUS COM
LUZ POLARIZADA DOS ANIMAIS SUBDIVIDIDOS POR GRUPOS / SUBGRUPOS. HE — 20x.
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FONTE: O autor (2013)
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Os dados por subgrupo podem ser visualizados na tabela 17 e nos

apéndices Ta W.

TABELA 17 - PERCENTUAL DE COLAGENO NAS FOTOS DA REGIAO
PERIANASTOMOTICA DAS LAMINAS CORADAS POR PICROSIRIUS EM RELAGAO AO
GRUPO/SUBGRUPO (MEDIA, MEDIANA, DESVIO PADRAO, VALORES MINIMOS E
MAXIMOS).

Grupo/Subgrupo (p=0,019)

I-CO2 I-He I-CO2 Il-He I-cO2  IlI-He 1Y
(n=10)  (h=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10) (n=10)

Média 0,70 1,48 1,36 1,54 1,68 0,94 1,29
Mediana 0,45 0,80 0,60 1,30 1,40 0,60 0,70
Desvio Padréo 0,86 2,26 1,73 1,37 1,43 1,00 1,37
Minimo 0 0 0 0,10 0 0 0
Maximo 3,80 11,70 7,80 4,90 5,30 4,40 5,80
p p=0,052 p=0,619 p=0,602 p=0,318 p=0,179 p=0,218

FONTE: O autor (2013)

Houve diferenca estatistica entre os subgrupos (p=0,019). Quando
analisamos cada grupo separadamente, comparando o gas utilizado, nao
observamos diferenga estatistica no uso do hélio ou CO2 na pressado de 5
mmHg (p=0,185), ou na pressao de 12 mmHg (p=0,156). Ja na pressao de 20
mmHg houve maior quantidade de colageno no subgrupo que utilizou CO2 em
relacdo ao que utilizou hélio (p=0,004) (tabela 17) (grafico 10).

Nao observamos diferenca estatistica entre o grupo controle e os
subgrupos I-CO2 (p=0,052), I-He (p=0,619), II-CO2 (p=0,602), lI-He (p=0,318),
1I-CO2 (p=0,179) e lll-He (p=0,218) (tabela 17) (grafico 10).
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GRAFICO 10 — MEDIA E ERRO PADRAO DO PERCENTUAL DE COLAGENO NAS FOTOS
DA REGIAO PERIANASTOMOTICA DAS LAMINAS CORADAS POR PICROSIRIUS EM
RELAGAO AO GRUPO/SUBGRUPO.
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FONTE: O autor (2013)

Ao se analisar separadamente a influéncia da pressao utilizada, nao
considerando o gas utilizado, ndo se observou diferenga estatistica entre os
grupos (p = 0,343) (grafico 11). Nao se observou diferenga estatistica entre a
cirurgia aberta e a utilizagdo de pneumoperitdnio de 5 mmHg (p = 0,239), 12
mmHg (p = 0,897) e 20 mmHg (p = 0,897) (grafico 11).
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GRAFICO 11 — MEDIA E ERRO PADRAO DO PERCENTUAL DE COLAGENO NAS FOTOS
DA REGIAO PERIANASTOMOTICA DAS LAMINAS CORADAS POR PICROSIRIUS EM
RELAGAO A PRESSAO UTILIZADA.
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FONTE: O autor (2013)

Analisando separadamente a influéncia do gas utilizado, sem levar em
consideragcdo a pressao utilizada, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos (p=0,776). Também nao se observou diferenca estatistica entre a
cirurgia aberta e a utilizacao de pneumoperitdbnio com CO2 (p=0,817) ou hélio
(p=0,604) (grafico 12).
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GRAFICO 12 — MEDIA E ERRO PADRAO DO PERCENTUAL DE COLAGENO NAS FOTOS
DA REGIAO PERIANASTOMOTICA DAS LAMINAS CORADAS POR PICROSIRIUS EM
RELAGCAO AO GAS UTILIZADO.
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FONTE: O autor (2013)

4.8 CONCENTRACAO DE HIDROXIPROLINA
4.8.1 Concentracao de hidroxiprolina no dia da operacgao.

A concentracdo de hidroxiprolina no dia da operagao foi medida no
segmento coldnico retirado apds uma hora de pneumoperitdnio, ndo sofrendo
portanto influéncia dos 30 minutos de pneumoperitbnio realizado apés a
anastomose.

A concentracdo de hidroxiprolina no dia da operagdo nos 70 animais
variou de 0,10 a 1,20 mg/g de tecido. A média foi de 0,49 mg/g, a mediana foi
0,40 mg/g e o desvio padrao foi 0,21 mg/g de tecido. Os dados por subgrupo
podem ser visualizados na tabela 18 e nos apéndices X a AA.



79

TABELA 18 - VALORES DA CONCENT’RAQAO DE HIDROXIPROLINA NO DIA DA
OPERACAO POR GRUPO/SUBGRUPO (MEDIA, MEDIANA, DESVIO PADRAO, VALORES
MINIMOS E MAXIMOS). VALORES EM MG/G DE TECIDO.

Grupo/Subgrupo (p=0,416)

I-CO2 I-He I-CO2 Il-He -cO2  Ill-He 1Y
(n=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10) (n=10)

Média 0,38 0,46 0,53 0,49 0,59 0,51 0,45
Mediana 0,40 0,40 0,50 0,40 0,55 0,40 0,40
Desvio Padréo 0,13 0,13 0,16 0,26 0,25 0,30 0,13
Minimo 0,20 0,30 0,30 0,30 0,30 0,10 0,30
Maximo 0,70 0,70 0,80 1,20 1,20 1,10 0,70
p p=0,940 p=1,000 p=0,896 p=0,996 p=0,467 p=0,970

FONTE: O autor (2013)

Nao houve diferenca estatistica entre os subgrupos (p=0,416). Nao
houve diferenga entre o grupo controle e os subgrupos I-CO2 (p=0,940), I-He
(p=1,000), 1I-CO2 (p=0,896), ll-He (p=0,996), IlI-CO2 (p=0,467) e lll-He
(p=0,970). (tabela 18) (grafico 13).

Nao houve diferenga estatistica entre o uso do gas hélio ou CO2 nas
pressdes de 5 mmHg (p=0,104), 12 mmHg (p=0,275) e 20 mmHg (p=0,320)
(tabela 18) (grafico 13).
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GRAFICO 13 — MEDIA E ERRO PADRAO DA CONCENTRAGAO DE HIDROXIPROLINA NO
DIA DA OPERAGAO DISTRIBUIDOS POR GRUPO E SUBGRUPO. VALORES EM MG/G DE
TECIDO.
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FONTE: O autor (2013)

Quando se analisou a pressao utilizada no pneumoperitbnio, sem
considerar o gas, nao houve diferenca estatistica da concentracédo de
hidroxiprolina no dia da operagéo (p=0,215). Nao houve diferenga estatistica
entre a cirurgia aberta e a utilizacdo de pneumoperiténio de 5 mmHg (p=0,954),
12 mmHg (p=0,749) e 20 mmHg (p=0,410) (grafico 14).
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GRAFICO 14 — MEDIA E ERRO PADRAO DA CONCENTRAGAO DE HIDROXIPROLINA NO
DIA DA OPERAGCAO DISTRIBUIDOS PELA PRESSAO UTILIZADA. VALORES EM MG/G DE
TECIDO.
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FONTE: O autor (2013)

Ao se analisar separadamente a influéncia do gas utilizado no
pneumoperitdnio, ndo considerando a pressao utilizada, ndo se observou
diferencga estatistica (p=0,809). Nao houve diferenca estatistica entre a cirurgia
aberta e a utilizacdo de pneumoperitbnio com CO2 (p=0,693) ou hélio
(p=0,814) (grafico 15).
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GRAFICO 15 — MEDIA E ERRO PADRAO DA CQNCENTRAC/:\O DE HIDROXIPROLINA NO
DIA DA OPERACAO DE ACORDO COM O GAS UTILIZADO. VALORES EM MG/G DE
TECIDO.

607

HIDROXIPROLINA NO DIA DA OPERACAO (MG/G)

40

304

,204

104

,00 T T T
co2 Hélio Grupo Controle

(p=0,693) (p=0,814)
GAS
(p=0,809)

FONTE: O autor (2013)

4.8.2 Concentracao de hidroxiprolina no dia da reoperagao.

A concentragdo de hidroxiprolina no dia da reoperagdao em todos os
animais variou de 0,10 a 0,50 mg/g de tecido. A média foi de 0,29 mg/g, a
mediana foi 0,3 mg/g e o desvio padrao foi 0,11 mg/g nos 70 animais. Esses
dados por subgrupo podem ser visualizados na tabela 19 e nos apéndices X a
AA.
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TABELA 19 - VALORES DA CONCENTRAGAO DE HIDROXIPROLINA NO DIA DA
REOPERAGAO POR GRUPO/SUBGRUPO (MEDIA, MEDIANA, DESVIO PADRAO, VALORES
MINIMOS E MAXIMOS). VALORES EM MG/G DE TECIDO.

Grupo/Subgrupo (p=0,798)

I-CO2 I-He I-CO2 Il-He -cO2  Ill-He 1Y
(n=10)  (h=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10)  (n=10) (n=10)

Média 0,24 0,28 0,29 0,32 0,30 0,30 0,29
Mediana 0,25 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Desvio Padréo 0,97 0,11 0,12 0,92 0,12 0,11 0,11
Minimo 0,10 0,10 0,10 0,20 0,10 0,20 0,10
Maximo 0,40 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,40
p p=0,798 p=1,000 p=1,000 p=0,975 p=1,000 p=1,000

FONTE: O autor (2013)

Nao houve diferenca estatistica entre os subgrupos (p=0,798). Nao
houve diferenga entre o grupo controle e os subgrupos I-CO2 (p=0,798), I-He
(p=1,000), 1I-CO2 (p=1,000), ll-He (p=0,975), 1lI-CO2 (p=1,000) e llI-He
(p=1,000). (tabela 19) (grafico 16).

Nao houve diferenca estatisca entre o uso do gas hélio ou CO2 nas
pressdes de 5 mmHg (p=0,475), 12 mmHg (p=0,527) e 20 mmHg (p=0,906)
(tabela 19) (grafico 16).
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GRAFICO 16 — MEDIA E ERRO PADRAO DA CONCENTRAGAO DE HIDROXIPROLINA NO
DIA DA REOPERACAO DISTRIBUIDOS POR GRUPO E SUBGRUPO. VALORES EM MG/G
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separadamente a pressao do pneumoperitonio,

independente do gas utilizado, ndo se verificou diferenca estatistica na

concentracdo de hidroxiprolina no dia da reoperagado (p=0,545). Nao houve

diferenca estatistica entre a cirurgia aberta e a utilizagcdo de pneumoperiténio
(p=0,958) e 20 mmHg (p=0,986) (grafico

de 5 mmHg (p=0,767), 12 mmHg

17).
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GRAFICO 17 — MEDIA E ERRO PADRAO DA CONCENTRAGAO DE HIDROXIPROLINA NO
DIA DA REOPERAGAO DISTRIBUIDOS PELA PRESSAO UTILIZADA. VALORES EM MG/G
DE TECIDO.
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FONTE: O autor (2013)

Quando se analisou separadamente a influéncia do gas utilizado no
pneumoperitbnio, ndo se levando em consideragdo a pressao utilizada, nao
houve diferenga estatistica no dia da reoperacdo (p=0,699). Nao houve
diferenga estatistica entre a cirurgia aberta e a utilizacdo de pneumoperitdnio
com CO2 (p=0,897) ou hélio (p=0,940) (grafico 18).
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GRAFICO 18 — MEDIA E ERRO PADRAO DA CONCENTRACAO DE HIDROXIPROLINA NO
DIA DA REOPERAGAO DE ACORDO COM O GAS UTILIZADO. VALORES EM MG/G DE
TECIDO.
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FONTE: O autor (2013)

4.8.3 Relagdo entre a hidroxiprolina no dia da operacdo e no dia da

reoperagcao

Houve diminuicdo do valor da hidroxiprolina no dia da reoperagdao em
comparagao com o dia da operacdo em todos 0s grupos/subgrupos,
independente da pressdao ou gas utilizado no pneumoperitbnio (p<0,001)

(graficos 19 a 21).
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GRAFICO 19 — MEDIA E ERRO PADRAO DA CONCENTRAGCAO DE HIDROXIPROLINA NO
DIA DA OPERAGAO E NO DIA DA REOPERAGCAO DISTRIBUIDOS POR GRUPO E
SUBGRUPO. VALORES EM MG/G DE TECIDO.
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FONTE: O autor (2013)
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GRAFICO 20 — MEDIA E ERRO PADRAO DA CONCENTRAGCAO DE HIDROXIPROLINA NO
DIA DA OPERAGAO E NO DIA DA REOPERAGAO DISTRIBUIDOS PELA PRESSAO
UTILIZADA. VALORES EM MG/G DE TECIDO.
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FONTE: O autor (2013)
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GRAFICO 21 — MEDIA E ERRO PADRAO DA CONCENTRAQAO DE HIDROXIPROLINA NO
DIA DA OPERACAO E NO DIA DA REOPERAGAO DISTRIBUIDOS PELO GAS UTILIZADO.
VALORES EM MG/G DE TECIDO.
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FONTE: O autor (2013)

4.9 FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL (VEGF)

N&o houve diferenga estatistca ao se analisar o VEGF por
grupo/subgrupo (p=0,750). Esses dados por grupo/subgrupo podem ser
visualizados na tabela 20 e no apéndices BB a EE.

TABELA 20 — EXPRESSAO DE VEGF DE ACORDO COM O GRUPO/SUBGRUPO.

VEGF Grupo/Subgrupo (p=0,750)
[-CO2 I-He [I-CO2 II-He 111-CO2 ll-He v
(n=9) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=9)
Leve 0 0 0 0 0 0 0
Moderada 8 6 8 9 8 8 7

Intensa 4 2 1 2 2 2

1
FONTE: O autor (2013)
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Nao houve diferenca estatistica em relacdo a pressao utilizada (p=0,856)

(tabela 21) ou em relagao ao gas utilizado (p=0,841) (tabela 22).

TABELA 21 — EXPRESSAO DE VEGF DE ACORDO COM A PRESSAO UTILIZADA.

VEGF Pressao (p=0,856)
5 mmHg (n=19) 12 mmHg (n=20) 20mmHg (n=20) Controle (n=9)
Leve 0 0 0 0
Moderada 14 17 16 7
Intensa 5 3 4 2

FONTE: O autor (2013)

TABELA 22 — EXPRESSAO DE VEGF DE ACORDO COM O GAS UTILIZADO.

VEGF Gas (p=0,841)
CO2 (n=29) Hélio (n=30) Controle (n=9)
Leve 0 0 0
Moderada 24 23 7
Intensa 5 7 2

FONTE: O autor (2013)

4.10 DENSIDADE DE MICROVASOS (CD 31)

Nao houve diferengca estatistica ao se analisar o CD 31 por
grupo/subgrupo (p=0,404). Esses dados por grupo/subgrupo podem ser

visualizados na tabela 23 e no apéndices FF a ll.

TABELA 23 - DENSIDADE DE MICROVASOS (CD 31) DE ACORDO COM O
GRUPO/SUBGRUPO.

CD 31 Grupo/Subgrupo (p=0,404)
[-CO2 I-He 11-CO2 [I-He [1-CO2 lll-He v
(n=9) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=9)
Leve 0 0 0 0 0 0 0
Moderada 9 7 8 8 10 9 8
Intensa 0 3 2 2 0 1 1

FONTE: O autor (2013)

Nao houve diferenca estatistica em relacdo a pressao utilizada (p=0,554)

(tabela 24) ou em relagao ao gas utilizado (p=0,331) (tabela 25).
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TABELA 24 - DENSIDADE DE MICROVASOS (CD 31) DE ACORDO COM A PRESSAO
UTILIZADA.

CD 31 Pressao (p=0,554)
5 mmHg (n=19) 12 mmHg (n=20) 20mmHg (n=20) Controle (n=9)
Leve 0 0 0 0
Moderada 16 16 19 8
Intensa 3 4 1 1

FONTE: O autor (2013)

TABELA 25 — DENSIDADE DE MICROVASOS (CD 31) DE ACORDO COM O GAS
UTILIZADO.

CD 31 Gas (p=0,331)
CO2 (n=29) Hélio (n=30) Controle (n=9)
Leve 0 0 0
Moderada 27 24 8
Intensa 2 6 1

FONTE: O autor (2013)



92

5 DISCUSSAO

Com o advento da cirurgia laparoscoépica e sua crescente incorporagao a
pratica médica, os efeitos fisioldgicos da pressdo e do gas sobre os 6rgaos
abdominais sao cada vez mais estudados. Na cirurgia colorretal, sdo de grande
importancia os efeitos do pneumoperiténio na anastomose intestinal.

O rato é o animal classico para pesquisa, pois € de facil padronizagao
quanto a raga, sexo e peso, além de ter grande resisténcia a infecgdes e
possuir anatomia bem conhecida. O rato apresenta praticidade para
experimentos pela possibilidade de obtencédo de animais em numero suficiente,
com similaridade genética e fisioldgica, baixo custo e facilidade de manutencéao
em biotério (BERGUER; GUTT, 1994; GUTT et al., 1998).

Modelos experimentais de cirurgia laparoscopica em ratos vem sendo
utiizados (MEYER et al.,, 2007; SILVA et al., 2011). J& foram propostos
previamente modelos de colectomia laparoscopica em ratos, no entanto ha
grande dificuldade em executa-los, principalmente no que se refere a
anastomose intra-corpdrea. Além disso, nestes modelos sao necessarios
materiais especiais para microcirurgia laparoscopica (BERGUER; GUTT, 1994;
GUTT et al., 1998; TYTGAT et al., 2012).

O modelo proposto em nosso estudo, mais simples, e com uso de
material habitual de cirurgia laparoscopica, permite simular em ratos as
condicbes em que o animal é submetido na retossigmoidectomia
videolaparoscopica. Nesta operacdo, em humanos, ¢é realizado
pneumoperitdnio para a visualizagdo das estruturas abdominais, dissecgao e
ligadura dos vasos mesentéricos e liberagdo do colon. Apds estes tempos
operatérios o colon liberado é exteriorizado por uma pequena incisao
abdominal, desfazendo o pneumoperiténio. E realizada a resseccéo colénica e
a anastomose € preparada ou realizada. O pneumoperitbnio é refeito para
revisdo de hemostasia e confecgcao da anastomose quando esta ainda nao foi
realizada. No modelo animal proposto, os mesmos passos foram seguidos.

Nos modelos experimentais até entdo descritos, ha grande dificuldade
na abordagem do coélon esquerdo dos ratos. O modelo do presente estudo

permitiu a abordagem do reto e sigmoide e a realizagcdo da anastomose
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extracorpérea facilmente, diferentemente de outros estudos em ratos que
abordam o cdlon direito ou intestino delgado devido dificuldades técnicas.

Para estudarmos o papel da pressdao abdominal e do CO2 na
cicatrizacdo da anastomose coldnica idealizamos este estudo, utilizando gases
e pressodes diferentes. O gas hélio serviu como controle dos efeitos do diéxido
de carbono. Utilizamos neste estudo as pressdes de 5 mmHg, 12 mmHg e 20
mmHg. A pressdo de 5 mmHg € a pressao que no rato correspondente a
utilizada em cirurgia laparoscopica em humanos. A pressdo de 12 mmHg € a
utilizada em cirurgia laparoscépica em humanos, com efeito de hipertensao
intra-abdominal em ratos. A pressdao de 20 mmHg ¢é uma pressao com efeito
de hipertensdo intra-abdominal em humanos e ratos, além de prejudicar a
cicatrizacao intestinal em estudos anteriores em ratos (AVITAL et al., 2009;
BERGUER et al., 1997; POLAT et al., 2002; MATSUZAKI et al., 2010).

O aumento da pressdo abdominal € causado em varias situacdes
clinicas como na ascite, distensao abdominal por ileo ou obstrugdo mecanica,
reducao de hérnia gigante, pancreatite, sepse e trauma. Pressdes acima de 20
mmHg sdo denominadas hipertenséao intra-abdominal (IVATURY et al., 1997).
A hipertensao intra-abdominal cursa com graves efeitos deletérios abdominais
e sistémicos. O aumento da pressao intra-abdominal que causa hipdxia,
dificuldade ventilatéria, oliguria ou anuria, caracteriza a Sindrome do
Compartimento Abdominal, se estes sintomas reduzirem com a
descompressao abdominal (IVATURY et al., 1997). A pressao utilizada em
cirurgias laparoscépicas em humanos é de 12 a 15 mmHg. Esta presséao
permite boa visualizacdo da cavidade peritoneal com poucas alteragcdes
metabdlicas e cardiovasculares.

Alguns estudos foram realizados para comparar o pneumoperitdnio com
dioxido de carbono (CO2) e com hélio. Neuberger et al. (1996) destacaram que
o uso do hélio ndo causa retencao de CO2 e consequente acidose, no entanto
o risco de embolia gasosa € maior com este gas. Goiten et al. (2005)
demonstraram que a perfusdo intestinal ndo se altera comparando o
pneumoperitbnio com os dois gases. Rosch et al. (2005) nao verificaram
alteragbes na cicatrizacdo intestinal de ratos submetidos a pneumoperiténio

com hélio e CO2.
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Utilizamos também um grupo de cirurgia aberta para comparagao com
0s grupos submetidos a pneumoperiténio com CO2 ou hélio, além de testar a
seguranga do novo modelo cirurgico laparoscépico proposto.

A oxigenacao adequada é essencial para a perfeita cicatrizagao de uma
anastomose colbnica (POSMA et al., 2009). O aumento da pressdao abdominal
diminui o fluxo esplancnico, e pode, consequentemente, piorar a cicatrizagcao
intestinal (ROSCH et al., 2006). Por outro lado, a hipercarbia induzida pelo uso
de didxido de carbono leva a vasodilatagdo dos vasos mesentéricos, e com
isso ha aumento da oxigenagdo na regidao anastomodtica, o que poderia
melhorar a cicatrizacdo (ROSCH et al., 2005; ROSCH et al., 2006).

O processo de cicatrizagao de um tecido é didaticamente dividido em
trés fases sobrepostas: hemostasia e inflamacao, proliferagdo e maturacao.
Neste estudo, a anastomose foi avaliada no sétimo dia pds-operatério, ou seja,
quando ha interposi¢ao das fases inflamatéria e de proliferacdo. Hermann et al
(1964), estudou a cicatrizacdo de anastomoses colénicas em ratos a intervalos
desde trés horas até seis meses apds a operagao. Foi visto que, em ratos, o
processo cicatricial apresenta trés fases justapostas: exudativa ou resposta
inflamatoria aguda (zero a quatro dias); proliferativa ou de fibroplasia (trés a
quatorze dias); e de remodelagem ou de maturidade do colageno (dez a cento
e oitenta dias).

A resposta inflamatéria € menor na cirurgia laparoscopica em relacao a
cirurgia aberta. Esse efeito ndo pode ser atribuido somente a incisdes
menores. O CO2 possui atividade atenuadora da resposta inflamatéria (HANLY
et al., 2003; SIDO et al., 2004). O CO2 diminui o pH intracelular e extracelular,
0 que leva a diminuicdo da atividade do macréfago, e consequentemente
diminuicdo da producado de TNF. Ha também diminuicdo das interleucinas IL-1
e IL-6. Estas alteracbes nao foram observadas quando o hélio ou ar ambiente
foram utilizados no pneumoperiténio e também na cirurgia aberta (SIDO et al.,
2004). O aumento da citocina pro-inflamatéria IL-6 prolonga a fase aguda do
processo cicatricial, 0 que prejudica a cicatrizacdo de anastomoses colonicas
(GRECA et al., 2007).

Na cirurgia colorretal, a complicacdo mais temida € a deiscéncia de
anastomose intestinal, que pode cursar com consequéncias devastadoras para

o paciente, com alto indice de morbi-mortalidade (ABBAS, 2010). A incidéncia
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das deiscéncias anastomoéticas na literatura varia de 0 a 35% (HENDRIKS;
MASTBOOM, 1990).

O principal parametro para se estudar a cicatrizagdo das anastomoses
intestinais € o indice de deiscéncia anastomoética, porém em estudos
experimentais no rato o numero calculado de animais a ser utilizado seria
inviavel ja que este € um evento pouco incidente. Por isso usamos neste
estudo outros parametros para verificar a cicatrizagao: parametros clinicos,
mecanicos, histopatoldgicos, bioquimicos, histomorfométricos e
imunohistoquimicos.

Os parametros clinicos utilizados foram: mortalidade, peso dos animais
e achados intra-operatorios.

A mortalidade global no presente estudo foi de 2,86%, estando de
acordo com estudos prévios de cicatrizagdao de anastomoses intestinais em
ratos, que apresentam taxas de mortalidade entre 0 € 11 % (MASTBOOM et
al., 1991). Apesar dos dois 6bitos terem sido no mesmo grupo, submetido a
pressdo de 12mmHg com o diéxido de carbono, ndao houve diferenga
estatistica entre os grupos. Nao foi possivel identificar a causa do o6bito, e
portanto os animais foram substituidos conforme proposto inicialmente,
mantendo todos os grupos/subgrupos com 10 animais cada.

Em relagdo ao peso, no 7° DPO, houve redugdo do peso em todos os
grupos/subgrupos. No entanto esta reducdo foi maior quando se utilizou a
pressao de 20 mmHg. Isto pode ser devido a maior agresséao cirurgica causada
por esta pressdo no periodo per-operatério. Polat et al. (2002) encontraram
diminuigdo do peso no 7° DPO nos ratos submetidos a pneumoperiténio nas
pressoes de 14, 20, 25 e 30 mmHg, porém sem diferenca estatistica entre os
grupos. No entanto, o n € pequeno, com 5 animais apenas, 0 que pode ter
influenciado na auséncia de diferenca estatistica.

Aderéncias intraperitoneais sao causadas principalmente por cirurgias
prévias ou doencgas inflamatérias (ARUNG et al., 2012). A cirurgia
laparoscopica causa aderéncias abdominais, assim como a cirurgia aberta
(JORGENSEN et al., 1995; JACOBI et al., 2001). Na cirurgia laparoscopica, as
aderéncias sao devido a isquemia peritoneal e acidose causada pelo
pneumoperiténio (ARUNG et al., 2012). Arung et al. (2012) ndo observaram

diferengas entre a quantidade de aderéncias em cirurgia laparoscépica com
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CO2 ou cirurgia aberta em ratos. No entanto, houve menos aderéncias
utilizando-se ar ambiente para a confecgdo do pneumoperitdnio. Um estudo de
aderéncias intra-abdominais em ratos com peritonite submetidos a colectomia
direita mostrou maior quantidade de aderéncias na cirurgia aberta, comparado
a cirurgia laparoscopica utilizando-se hélio ou CO2 (JACOBI et al., 2001).
Neste estudo, tanto confecgao do pneumoperiténio com hélio ou CO2, quanto o
uso de diferentes pressbes nao alteraram a formagdao de aderéncias em
relagdo a cirurgia aberta.

Os parametros mecanicos sao de grande importancia para o estudo de
anastomoses intestinais. Os dois métodos mais utilizados para testar a
resisténcia ténsil de uma anastomose sao a forgca de ruptura e a pressao de
ruptura. Nao ha consenso na literatura a respeito de qual € o melhor método a
ser utilizado. Alguns autores preferem a utilizacdo da forca de ruptura,
considerando este método preciso e de resultados rapidos (ROSSI et al.,
2007). Outros consideram que a pressao de ruptura é mais adequada, por
melhor reproduzir as condigdes a que a anastomose intestinal sera submetida
no periodo pos-operatorio (HENDRIKS; MASTBOOM, 1990).

O teste da pressao de ruptura € o mais adequado para se avaliar a
integridade da anastomose e o risco de fistulas. Estas ocorrem em um ponto
da anastomose mais fragilizado, seja devido a uma pequena area de necrose
local ou a falha na técnica cirurgica (IKEUCHI et al., 1999). Estudos prévios
demonstram que a pressao de ruptura aumenta progressivamente na primeira
semana pos-operatoria, indicando que este seria o teste mais adequado para
avaliacao na fase inflamatéria da cicatrizagdo (MANSON et al., 2002). Nesta
fase a forga de ruptura é constante, nao refletindo as mudangas do processo
cicatricial intestinal (MANSON et al., 2002).

O teste de forga de ruptura da anastomose reflete melhor a anastomose
como um todo, sendo mais util nas fases proliferativas e de maturacéo
(HENDRIKS; MASTBOOM, 1990). A partir da fase proliferativa, a forca de
ruptura aumenta de forma progressiva (WEIBER et al.,, 1994). Esta fase
coincide com a deposigao progressiva de colageno tipo lll e I.

No presente estudo as duas técnicas mecanicas para avaliagao da
resisténcia ténsil de anastomose foram utilizadas. Executamos inicialmente o

teste de pressao de ruptura com a anastomose in situ. Com isso foi possivel
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manter as aderéncias intra-abdominais e a contribuicdo destas para a
anastomose. Em seguida realizamos o teste de ruptura da anastomose com
50% da circunferéncia da anastomose, entre a borda mesentérica e a borda
antimesentérica. Desta forma conseguimos realizar no mesmo modelo
experimental os dois testes.

Possivelmente a realizagao inicial do teste de pressao de ruptura da
anastomose influenciou os resultados da forca de ruptura. No entanto foi
possivel avaliar a mesma anastomose com os dois testes.

Neste estudo ndo observamos diferenga entre os grupos avaliando-se
os parametros de resisténcia da anastomose. Tanto a pressao de ruptura,
quanto a forga de ruptura da anastomose nao foram influenciados pela pressao
ou pelo tipo de gas.

O colageno é o principal responsavel pela forca anastomaética. Ha mais
de um século ja foi observado que a submucosa é a camada mais forte do
intestino, sendo composta quase inteiramente por colageno (HENDRICKS;
MASTBOOM, 1990). Os principais tipos de colageno sao o tipo | e tipo Ill. O
tipo | apresenta fibras largas, mais resistentes a forgas mecanicas. Ja o tipo lll,
que aumenta em tecidos em cicatrizacdo, apresenta fibras de pequeno
diametro, menos resistentes (HENDRICKS; MASTBOOM, 1990).

A sintese de colageno ¢ influenciada pela resposta inflamatéria (ROSCH
et al., 2006). O aumento da atividade inflamatéria, que ocorre por exemplo na
presenca de infecgcao, aumenta a degradacao de colageno, contribuindo com a
deiscéncia anastomoética (HENDRICKS; MASTBOOM, 1990). O aumento da
pressao intra-abdominal em ratos acima de 20 mmHg aumenta a atividade
inflamatéria em estudos experimentais em ratos, piorando a cicatrizagao
(POLAT et al., 2002). J4 o CO2 apresenta uma atividade mediadora do
processo inflamatério (HANLY et al., 2003; SIDO et al., 2004). Este efeito do
CO2 poderia atenuar a resposta inflamatéria melhorando a qualidade e a
quantidade da sintese de colageno.

Ao se analisar o colageno por histomorfometria, observamos um
aumento da quantidade de colageno com o uso de CO2, com diferenca
estatistica em relagcdo ao hélio na pressao de 20 mmHg. Nesta pressao, 20
mmHg, ha grande atividade inflamatéria (POLAT et al., 2002). O gas hélio nao

influi na atividade inflamatéria (SIDO et al., 2004). A diminuicao do colageno
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com o uso do gas hélio na pressao de 20 mmHg pode ser devido ao efeito da
atividade inflamatdria na sintese do colageno. O mesmo nao foi observado com
o uso do CO2. Possivelmente a acdo mediadora deste gas no processo
inflamatorio preservou a sintese do colageno, o que explica 0s nossos
achados.

Nao verificamos diferenga estatistica quando utilizamos a hidroxiprolina
para medirmos o colageno. A hidroxiprolina € um aminoacido encontrado nas
proteinas do colageno nos tecidos. A concentracdo de hidroxiprolina esta
relacionada com a quantidade de colageno presente. No entanto, diferentes
tipos de colageno apresentam quantidades diferentes de hidroxiprolina. O
colageno tipo Il contém maior quantidade de hidroxiprolina que o colageno tipo
| (HENDRICKS; MASTBOOM, 1990). Isto deve ter influenciado os nossos
achados, ja que a atividade inflamatéria atua na sintese, degradacéao e no tipo
do colageno presente.

Em 1904, Christian Bohr descreveu a curva de dissociagao de oxigénio-
hemoglobina e a influéncia do CO2 e do pH na liberagdo de O2 pela
hemoglobina no tecido. A diminui¢do do pH ocasionado pelo CO2 potencializa
o efeito Bohr no interior da hemacia, desviando para a direita a curva de
dissociacao do oxigénio da hemoglobina (JENSEN, 2004). A administracéo
transcutanea de CO2 utiliza este principio para tratamento de feridas cronicas,
isquémicas, em extremidades, com finalidade de aumentar a oferta de oxigénio
tecidual e promover sua cicatrizacdo (BRANDI et al., 2010, ABRAMO;
TEIXEIRA, 2011, DURAES, 2012). A aplicagéo trancutanea de CO2 aumenta o
nuamero e o didmetro dos capilares em ulceras cronicas de membros inferiores
(ABRAMO; TEIXEIRA, 2011). Seguindo o mesmo conceito, na cirurgia
laparoscopica, o CO2 e a redugao do pH poderia aumentar a oferta de oxigénio
na anastomose intestinal, além de aumentar a quantidade de vasos. Em nosso
estudo, a imunohistoquimica para CD31 nao evidenciou aumento da densidade
de microvasos com o uso de CO2 em relagdo ao gas hélio ou em relagao a
cirurgia aberta.

O fator de crescimento vascular endotelial € um potente indutor da
angiogénese. A hipoxia € um grande indutor da producédo de VEGF (LI et al.,
2003). Apesar de se acreditar que o CO2 na laparoscopia pode causar um

ambiente de hipdxia, foi demonstrado que a cirurgia laparoscopica leva a um
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menor aumento do VEGF no plasma em relacao a cirurgia aberta (GOLDFARB
et al., 2010). Possivelmente a agdo mediadora do CO2 na resposta inflamatéria
contribui para este menor aumento do VEGF. Em nosso estudo, no tecido
anastomotico, nao observamos diferenca na expressao de VEGF.

O processo cicatricial € complexo. Neste estudo foram utilizados varios
parametros de cicatrizacdo para avaliarmos a anastomose colorretal.
Verificamos que a pressdo de 20 mmHg levou a maior redugao de peso dos
animais em relagao a cirurgia aberta. Nao observamos diferenca entre o uso de
pneumoperitdnio com didxido de carbono, pneumoperitdnio com gas hélio, ou
na auséncia de pneumoperitbnio na cirurgia aberta nos achados intra-
operatdrios e nos parametros mecanicos, histopatoldgicos, imunohistoquimicos
e bioquimicos utilizados para a avaliagao da anastomose coldnica. Verificamos
que houve aumento na quantidade de colageno no estudo histomorfométrico
com uso do diéxido de carbono em relagdo ao gas hélio na pressao de 20
mmHg, possivelmente devido a agdao mediadora do CO2 na resposta

inflamatoria.
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6 CONCLUSAO

Nas condigdes experimentais em que o trabalho foi realizado, o
pneumoperiténio com diéxido de carbono mostrou-se seguro, nao influenciando
0 processo cicatricial de anastomoses em célon esquerdo de ratos na pressao
intra-abdominal de uso terapéutico, representada por 5 mmHg e em vigéncia
de uma leve hipertensao intra-abdominal, na pressédo de 12 mmHg. Em
vigéncia de grande hipertensao intra-abdominal, representada pela pressao de
20 mmHg, a avaliagao histomorfométrica, houve um aumento do percentual de
colageno na anastomose em relagao ao hélio.
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APENDICES

APENDICE A — PESO NO DIA DA OPERAGAO E NO DIA DA EUTANASIA NOS ANIMAIS DO
GRUPO I. PESO EM GRAMAS.

Grupo |
I-CO2 I-He
Animal Peso Inicial Peso Final Animal Peso Inicial Peso Final
1 269 263 4 296 290,4
8 281 285 11 303 278
16 340 305,5 20 326 273
22 419,9 416,1 28 400 380
29 356 329,5 33 389,2 382
39 340 278 42 356 302,4
48 360 334,3 43 372 343,2
50 303,5 286,6 53 350,5 338,2
63 317,7 341,2 57 321,6 3194
70 340 304 67 363 343

APENDICE B — PESO NO DIA DA OPERAGAO E NO DIA DA EUTANASIA NOS ANIMAIS DO
GRUPO Il. PESO EM GRAMAS.

Grupo Il
I-CO2 II-He
Animal Peso Inicial Peso Final Animal Peso Inicial Peso Final
2 244 220 5 276 270,5
9 376 347 12 370 348
15 291 282,5 19 305 251
25 398,5 362,6 26 385 335
30 405 364,5 34 378 347
38 405 340 40 379 348
47 361 311 44 337 322,3
51 286,5 267,3 55 327,8 313,4
61 305,6 276,4 60 309,1 299,8
69 414 368 66 310 292

APENDICE C - PESO NO DIA DA OPERAGAO E NO DIA DA EUTANASIA NOS ANIMAIS DO
GRUPO Ill. PESO EM GRAMAS.

Grupo I
111-CO2 I1l-He
Animal Peso Inicial Peso Final Animal Peso Inicial Peso Final
3 259 237,2 6 286 273,4
10 330 317 13 365 344
17 307 283,6 18 290 252
24 398,5 327 27 365 313
32 407 346,9 35 396 370
36 406 367 41 417 377,2
46 371 337,6 45 338 277,4
52 319,5 300,4 54 310,4 262,7
62 348,2 333,7 59 352,3 336,8

68 370 314 64 370 309,4
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APENDICE D - PESO NO DIA DA OPERAGAO E NO DIA DA EUTANASIA NOS ANIMAIS DO
GRUPO IV. PESO EM GRAMAS.

Grupo IV
Animal Peso Inicial Peso Final
7 261 253
14 283 275
21 272 255
23 349,8 314,5
31 398 360,5
37 400 368
49 312 282,8
56 345,3 330,3
58 3394 338,8
65 319 286

APENDICE E - TESTE DE PRESSAO DE RUPTURA DA ANASTOMOSE COLONICA DOS
ANIMAIS DO GRUPO I. VALORES EM MMHG.

Grupo |
|- CO2 | - He
Animal Teste Animal Teste
1 193,6 4 140,2
8 2245 11 236,6
16 159,9 20 170,6
22 63 28 207,9
29 165 33 113,1
39 0 42 249,3
48 274,3 43 197,7
50 130 53 206,6
63 2221 57 217,6
70 2284 67 256,9

APENDICE F — TESTE DE PRESSAO DE RUPTURA DA ANASTOMOSE COLONICA DOS
ANIMAIS DO GRUPO II. VALORES EM MMHG.

Grupo Il
Il —CO2 Il - He

Animal Teste Animal Teste
2 149,9 5 229,6
9 202,8 12 206,7
15 182,6 19 120,5
25 203 26 160,6
30 253,3 34 252,8
38 148,8 40 269,9
47 199,6 44 257
51 196,1 55 148,5
61 158 60 197,2
69 253,4 66 217,8
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APENDICE G — TESTE DE PRESSAO DE RUPTURA DA ANASTOMOSE COLONICA DOS
ANIMAIS DO GRUPO Ill. VALORES EM MMHG.

Grupo I
Il - CO2 Il - He
Animal Teste Animal Teste
3 176,9 6 218,8
10 143,5 13 174,6
17 198,8 18 192,7
24 112,6 27 179,3
32 188,4 35 2234
36 251,7 41 196,3
46 271,5 45 268,6
52 186,1 54 157,4
62 205,1 59 207,7
68 156,5 64 139,6

APENDICE H — TESTE DE PRESSAO DE RUPTURA DA ANASTOMOSE COLONICA DOS
ANIMAIS DO GRUPO IV. VALORES EM MMHG.

Grupo IV

Animal Teste
7 160
14 63,7
21 2514
23 105,8
31 165,4
37 314
49 199,6
56 221,3
58 260,5
65 260,5

APENDICE | — TESTE DE FORGA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE COLONICA DOS
ANIMAIS DO GRUPO I. VALORES EM NEWTON.

Grupo |
|- CO2 | - He
Animal Teste Animal Teste
1 0,31 4 0,39
8 0,41 11 0,43
16 0,29 20 0,52
22 0,27 28 0,37
29 0,41 33 0,17
39 0,07 42 0,27
48 0,27 43 0,23
50 0,13 53 0,23
63 0,21 57 0,15

70 0,52 67 0,35
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APENDICE J — TESTE DE FORGA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE COLONICA DOS
ANIMAIS DO GRUPO IIl. VALORES EM NEWTON.

Grupo Il
II-CO2 Il - He
Animal Teste Animal Teste
2 0,17 5 0,25
9 0,21 12 0,27
15 0,25 19 0,19
25 0,27 26 0,05
30 0,35 34 0,07
38 0,37 40 0,27
47 0,11 44 0,17
51 0,25 55 0,23
61 0,33 60 0,25
69 0,56 66 0,27

APENDICE K — TESTE DE FORGCA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE COLONICA DOS
ANIMAIS DO GRUPO Ill. VALORES EM NEWTON.

Grupo I
- CO2 Il — He
Animal Teste Animal Teste
3 0,41 6 0,35
10 0,33 13 0,19
17 0,07 18 0,35
24 0,05 27 0,21
32 0,45 35 0,39
36 0,11 41 0,43
46 0,03 45 0,17
52 0,21 54 0,25
62 0,23 59 0,13
68 0,21 64 0,27

APENDICE L — TESTE DE FORGA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE COLONICA DOS
ANIMAIS DO GRUPO IV. VALORES EM NEWTON.

Grupo IV
Animal Teste
7 0,43
14 0,07
21 0,21
23 0,21
31 0,07
37 0,43
49 0,31
56 0,21
58 0,41

65 0,21
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APENDICE M — ACHADOS HISTOPATOLOGICOS NAS ANASTOMOSES DOS ANIMAIS DO

SUBGRUPO |-CO2.

Animal 1 8 16 22 29 39 48 50 63 70
Colageno ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++
Fibroblastos +++ +++ A+ A+ - +++ +++
Infiltrado Mononuclear ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++
Infiltrado Polimorfonuclear +++ ++ ++ T = = T
Neovascularizagéao ++ ++ ++ 4+ ++ - ++ ++ 4+
Edema ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++
Ulceragao P P P P P P - P P P
Necrose A A A A A A - A A A
Abscesso P P P A A A - P P A
Colbnias Bacterianas A P P P P P - P P A
Corpo Estranho P P P P P A - A A A
Crosta Fibrino-Leucocitaria P P P P P P - P P P

APENDICE N — ACHADOS HISTOPATOLOGICOS NAS ANASTOMOSES DOS ANIMAIS DO

SUBGRUPO I-HE.

Animal 4 11 20 28 33 42 43 53 57 67
Colageno ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++
Fibroblastos +++  +++ -+ A+ ++ +++  +++ -+ e+
Infiltrado Mononuclear L T T o T o o &
Infiltrado Polimorfonuclear L T T o T o o L
Neovascularizagao ++ +++ 4+ ++ +++  +++ ++ ++ ++ ++
Edema ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Ulceragéo P P P P P P P P P P
Necrose A A A A A A A A A A
Abscesso A A A A A A A A A A
Colbnias Bacterianas A A P P A P P P P P
Corpo Estranho P P A P A A A A A P
Crosta Fibrino-Leucocitaria P P P P P P P P P P

APENDICE O — ACHADOS HISTOPATOLOGICOS NAS ANASTOMOSES DOS ANIMAIS DO

SUBGRUPO [I-CO2.

Animal 2 9 15 25 30 38 47 51 61 69
Colageno ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Fibroblastos +++  +++  H++ A+ . A R
Infiltrado Mononuclear L T T o T o o &
Infiltrado Polimorfonuclear an S o A A S
Neovascularizagao +++ ++ +++ ++ ++ +++  +++ ++ +++
Edema ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Ulceragéo P P P P P P P P P P
Necrose A A A A A A A A P A
Abscesso P A P A A A A A P P
Colbnias Bacterianas P P A A P P P P P P
Corpo Estranho P A A P P A A A P A
Crosta Fibrino-Leucocitaria P P P P P P P P P P
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APENDICE P — ACHADOS HISTOPATOLOGICOS NAS ANASTOMOSES DOS ANIMAIS DO

SUBGRUPO II-HE.

Animal 5 12 19 26 34 40 44 55 60 66
Colageno ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Fibroblastos +++  ++ A+t ++ +++ 4+ A+
Infiltrado Mononuclear L T e R o S o A S &
Infiltrado Polimorfonuclear S + ++ o+ A
Neovascularizagao +++  ++ A+ A+t ++ ++ ++ ++ ++ ++
Edema ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Ulceragéo P P P P P P P P P P
Necrose A A A A A A A A A A
Abscesso P A P A A A A A A P
Colbnias Bacterianas P A A A A P A P P P
Corpo Estranho P A P P P A P P A A
Crosta Fibrino-Leucocitaria P P P P P P P P P P

APENDICE Q — ACHADOS HISTOPATOLOGICOS NAS ANASTOMOSES DOS ANIMAIS DO

SUBGRUPO [1I-CO2.

Animal 3 10 17 24 32 36 46 52 62 68
Colageno ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Fibroblastos +++  +++ . HH+ .+
Infiltrado Mononuclear L Tt o S o S o A S &
Infiltrado Polimorfonuclear L St o R 2 o S o A S &
Neovascularizagao +++ ++ ++  +++ +++ ++ ++ ++ ++ +++
Edema ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Ulceragéo P P P P P P P P P P
Necrose A A A A A A A A A A
Abscesso A P A A A A P A A A
Colbnias Bacterianas A P P P P P A P P P
Corpo Estranho A P P P A P A P P A
Crosta Fibrino-Leucocitaria P P P P P P P P P P

APENDICE R — ACHADOS HISTOPATOLOGICOS NAS ANASTOMOSES DOS ANIMAIS DO

SUBGRUPO IlI-HE.

Animal 6 13 18 27 35 41 45 54 59 64
Colageno ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Fibroblastos +++  +++  H++ A+ . A R
Infiltrado Mononuclear L T T o T o o &
Infiltrado Polimorfonuclear S T o T T &
Neovascularizagao ++ ++ +++ ++ +++  +++ ++ +++  +++ ++
Edema ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Ulceragéo P P P P P P P P P P
Necrose A A A A A A A A A A
Abscesso A P P A P A A A A A
Colbnias Bacterianas P P P A P P A P P P
Corpo Estranho A A P P P A P A A P
Crosta Fibrino-Leucocitaria P P P P P P P P P P
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APENDICE S — ACHADOS HISTOPATOLOGICOS NAS ANASTOMOSES DOS ANIMAIS DO
GRUPO V.

Animal 7 14 21 23 31 37 49 56 58 65
Colageno ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
Fibroblastos +++  +++  +++ .+ 4 -
Infiltrado Mononuclear ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
Infiltrado Polimorfonuclear ++ ++ .+t ++ ++ +++ -
Neovascularizagao ++ +++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ +++ -
Edema ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
Ulceragao P P P P P P P P P -
Necrose A A A A A A A A A -
Abscesso A A P P A A A P A -
Colbnias Bacterianas A A A P P A P P P -
Corpo Estranho P A A P A A A P A -
Crosta Fibrino-Leucocitaria P P P P P P P P P -
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DOSAGEM DA HISTOMORFOMETRIA DO COLAGENO DAS
ANASTOMOSES COLONICA DOS ANIMAIS DO GRUPO I. VALORES EM PERCENTUAL DE
COLAGENO POR FOTO.

Grupo |
I-CO2 I-He
Animal Foto Valor Animal Foto Valor Animal Foto Valor

1 1 0,3 4 15 1,1 33 145 0
1 2 0,3 4 16 29 33 146 0,5
8 29 0,3 4 17 1,8 33 147 0,3
8 30 1,3 4 18 5,7 33 148 0,4
8 31 0,5 11 37 1,9 42 195 0,1
22 97 1,7 11 38 1,1 42 196 0,1
22 98 0 11 39 1,2 42 197 0
22 99 0,5 20 76 0,1 42 198 0
22 100 0,1 20 77 0 42 199 0
39 180 1,5 20 78 0,1 42 200 1,1
39 181 0,8 20 79 0 42 201 0,3
39 182 0,7 20 80 0 42 202 0,2
39 183 1 20 81 0,2 43 203 1,8
50 229 0 20 82 0,5 43 204 4,9
50 230 0,1 20 83 0,1 43 205 1,7
50 231 0,2 20 84 0 43 206 3,7
50 232 0 20 85 0,1 43 207 2,5
50 233 0 20 86 1,1 53 242 1,3
63 300 0,5 20 87 0,8 53 243 29
63 301 0,5 20 88 0 53 244 0,8
63 302 0 20 89 0,7 53 245 0,8
63 303 1,6 20 90 1,3 53 246 2,3
70 321 0,4 20 91 0 53 247 0,3
70 322 2 20 92 0,4 57 270 1,2
70 323 0,2 20 93 0,7 57 271 1,6
70 324 3,8 28 122 29 67 310 4,6

28 123 1,3 67 311 11,7

28 124 0,8 67 312 10,5

28 125 1,7
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APENDICE U - DOSAGEM DA HISTOMORFOMETRIA DO COLAGENO DAS
ANASTOMOSES COLONICA DOS ANIMAIS DO GRUPO II. VALORES EM PERCENTUAL DE
COLAGENO POR FOTO.

Grupo Il
[1-CO2 II-He

Animal Foto Valor Animal Foto Valor Animal Foto Valor
2 3 1,3 38 174 0,2 5 19 2,6
2 4 0,9 38 175 0,6 5 20 0,2
2 5 7 38 176 0,1 5 21 1,6
2 6 4,8 38 177 0,4 5 22 0,3
2 7 4,8 38 178 0,1 5 23 0,8
2 8 0,2 38 179 0,4 12 40 2,1
9 32 2,8 47 213 0,4 12 41 1,7
9 33 29 47 214 0,4 19 73 1,3
15 57 3,3 47 215 1,5 19 74 3,8
15 58 2,5 47 216 0 19 75 4,3
15 59 1,2 47 217 0,7 26 109 0,6
15 60 1,5 47 218 0 26 110 1,8
25 107 0,7 47 219 0 26 111 0,1
25 108 0,6 47 220 0,2 26 112 0,1
30 126 3,2 51 234 0,6 34 149 0,4
30 127 0,8 51 235 0 34 150 0,4
30 128 7,8 51 236 1,2 34 151 1,8
30 129 0,6 51 237 0,1 40 184 1,3
30 130 1,5 61 288 2 40 185 0,5
30 131 0,4 61 289 2 40 186 1,3
38 168 0,9 61 290 2,6 40 187 3,1
38 169 0,5 61 291 0,1 44 208 0,9
38 170 0,4 61 292 0 44 209 2,5
38 171 0,3 61 293 3,3 55 266 0,4
38 172 0 69 319 0,1 55 267 0,5
38 173 0,2 69 320 2,5 60 282 4,4
60 283 0,2

60 284 4,9

60 285 0,2

60 286 1,9

60 287 0,5

66 308 1,1

66 309 3,2




APENDICE V

117

DOSAGEM DA HISTOMORFOMETRIA DO COLAGENO DAS

ANASTOMOSES COLONICA DOS ANIMAIS DO GRUPO lil. VALORES EM PERCENTUAL
DE COLAGENO POR FOTO.

Grupo I
[1I-CO2 lll-He
Animal Foto Valor Animal Foto Valor Animal Foto Valor Animal Foto Valor
3 9 0,2 36 162 0 6 24 1,1 41 189 1,9
3 10 2,7 36 163 3 6 25 1,6 41 190 0,1
3 11 0,1 36 164 2,1 6 26 0,3 41 191 1
3 12 2,4 36 165 2,1 13 42 0,4 41 192 0,6
3 13 0,7 46 210 0,2 13 43 1,9 41 193 0,8
3 14 2,3 46 211 1 13 44 0 41 194 1,5
10 34 1,2 46 212 0 13 45 0,4 54 248 0,3
10 35 2,8 52 238 0,9 13 46 0,7 54 249 0,7
10 36 1,7 52 239 1,4 13 47 0,3 54 250 1,1
17 61 0,4 52 240 0,5 18 64 0,2 54 251 0,2
17 62 0,1 52 241 1,1 18 65 1,1 54 252 0
17 63 0,1 62 294 0,2 18 66 29 54 253 0,5
32 139 3,8 62 295 25 18 67 1,1 54 254 0,6
32 140 4.1 62 296 3,6 18 68 0 54 255 0
32 141 4,6 62 297 44 18 69 0 54 256 0,2
32 142 2 62 298 1,9 18 70 0,1 54 257 3,2
32 143 0,2 62 299 53 18 71 0,1 54 258 0,1
32 144 0,2 68 313 2,2 18 72 1,4 54 259 4,4
36 157 0,7 68 314 2,9 27 113 0 54 260 2,4
36 158 1,6 68 315 0,5 27 114 0,9 54 261 0,1
36 159 0,6 68 316 1,3 27 115 0 54 262 0
36 160 3,1 68 317 0 27 116 0,6 54 263 3
36 161 3,2 68 318 1,4 27 117 0,9 54 264 0,1
27 118 0,2 54 265 3,3
27 119 0,9 59 278 1,6
27 120 0,5 59 279 1,7
27 121 1 59 280 1,1
35 152 1,9 59 281 2
35 153 0,9 64 304 0,6
35 154 0 64 305 2,6
35 155 0,7 64 306 0,1
35 156 0 64 307 2,9
41 188 0
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APENDICE W - DOSAGEM DA HISTOMORFOMETRIA DO COLAGENO DAS
ANASTOMOSES COLONICA DOS ANIMAIS DO GRUPO IV. VALORES EM PERCENTUAL
DE COLAGENO POR FOTO.

Grupo I
Animal Foto Valor  Animal Foto Valor  Animal Foto Valor

7 27 2,9 23 102 0,2 49 222 0

7 28 2,6 23 103 1,5 49 223 1,4
14 48 0,1 23 104 0,8 49 224 0,5
14 49 0,2 23 105 1,2 49 225 0,7
14 50 0 23 106 3,8 49 226 0,1
14 51 0,2 31 132 2,4 49 227 0,8
14 52 0 31 133 1,5 49 228 0

14 53 0,5 31 134 0,5 56 268 3

14 54 0,8 31 135 0,7 56 269 0,7
14 55 0,9 31 136 3,5 58 272 5,8
14 56 0,7 31 137 0,5 58 273 0

21 94 0,4 31 138 4,4 58 274 1,4
21 95 1,9 37 166 0,4 58 275 1,5
21 96 0,4 37 167 3,2 58 276 0,6
23 101 0,8 49 221 0,7 58 277 3,8

APENDICE X — DOSAGEM DA HIDROXIPROLINA NO DIA DA OPERAGAO E NO DIA DA
EUTANASIA DOS ANIMAIS DO GRUPO I. VALORES EM MG/G DE TECIDO.

Grupo |
[-CO2 I-He
Animal Hidroxiprolina Hidroxiprolina Animal Hidroxiprolina Hidroxiprolina
na operagdo na eutanasia na operagdo na eutanasia
1 0,3 0,3 4 0,4 0,4
8 0,4 0,3 11 0,3 0,3
16 0,2 0,4 20 0,5 0,2
22 0,4 0,2 28 0,7 0,3
29 0,7 0,3 33 0,4 0,3
39 0,4 0,3 42 0,4 0,5
48 0,4 0,1 43 0,4 0,3
50 0,4 0,1 53 0,4 0,2
63 0,3 0,2 57 0,7 0,1

70 0,3 0,2 67 0,4 0,2
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APENDICE Y — DOSAGEM DA HIDROXIPROLINA NO DIA DA OPERAGAO E NO DIA DA
EUTANASIA DOS ANIMAIS DO GRUPO Il. VALORES EM MG/G DE TECIDO.

Grupo Il
[I-CO2 lI-He
Animal Hidroxiprolina Hidroxiprolina Animal Hidroxiprolina Hidroxiprolina
na operagdo na eutanasia na operagdo na eutanasia
2 0,6 0,4 5 0,3 0,4
9 0,4 0,4 12 0,4 0,4
15 0,3 0,3 19 0,5 0,3
25 0,4 0,2 26 0,5 0,3
30 0,7 0,3 34 0,4 0,3
38 0,7 0,3 40 0,4 0,2
47 0,5 0,5 44 0,3 0,5
51 0,4 0,1 55 1,2 0,2
61 0,5 0,2 60 0,4 0,3
69 0,8 0,2 66 0,5 0,3

APENDICE Z — DOSAGEM DA HIDROXIPROLINA NO DIA DA OPERAGCAO E NO DIA DA
EUTANASIA DOS ANIMAIS DO GRUPO IIl. VALORES EM MG/G DE TECIDO.

Grupo
I1I-CO2 Ill-He
Animal Hidroxiprolina Hidroxiprolina Animal Hidroxiprolina Hidroxiprolina
na operagdo  na eutanasia na operagdo  na eutanasia
3 0,3 0,5 6 0,3 0,3
10 0,6 0,4 13 0,4 0,3
17 0,4 0,3 18 0,1 0,2
24 0,7 0,4 27 1,1 0,4
32 0,7 0,3 35 0,4 0,5
36 0,5 0,3 41 0,3 0,3
46 0,4 0,2 45 0,7 0,4
52 0,6 0,1 54 0,9 0,2
62 0,5 0,2 59 0,4 0,2
68 1,2 0,3 64 0,5 0,2

APENDI,CE AA — DOSAGEM DA HIDROXIPROLINA NO DIA DA OPERAGAO E NO DIA DA
EUTANASIA DOS ANIMAIS DO GRUPO IV. VALORES EM MG/G DE TECIDO.

Grupo IV
Animal Hidroxiprolina Hidroxiprolina
na operagdo na eutanasia
7 0,3 0,4
14 0,7 0,3
21 0,5 0,4
23 0,4 0,4
31 0,6 0,4
37 0,4 0,2
49 0,4 0,1
56 0,4 0,2
58 0,3 0,2

65 0,5 0,3
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APENDICE BB — EXPRESSAO DO VEGF DOS ANIMAIS DO GRUPO I.

Grupo |
|- CO2 | - He
Animal Expressao Animal Expressao
1 ++ 4 ++
8 ++ 11 +++
16 ++ 20 +++
22 ++ 28 ++
29 ++ 33 +++
39 ++ 42 +++
48 43 ++
50 ++ 53 ++
63 ++ 57 ++
70 +++ 67 ++

APENDICE CC - EXPRESSAO DO VEGF DOS ANIMAIS DO GRUPO II.

Grupo Il
- CO2 Il - He
Animal Expressao Animal Expressao
2 ++ 5 +++
9 ++ 12 ++
15 +++ 19 ++
25 ++ 26 ++
30 ++ 34 ++
38 ++ 40 ++
47 ++ 44 ++
51 ++ 55 ++
61 ++ 60 ++
69 +++ 66 ++

APENDICE DD - EXPRESSAO DO VEGF DOS ANIMAIS DO GRUPO IlI.

Grupo I
- CO2 Il — He
Animal Expressao Animal Expressao
3 +++ 6 ++
10 ++ 13 ++
17 ++ 18 ++
24 ++ 27 ++
32 +++ 35 ++
36 ++ 41 +++
46 ++ 45 ++
52 ++ 54 ++
62 ++ 59 +++

68 ++ 64 ++
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APENDICE EE - EXPRESSAO DO VEGF DOS ANIMAIS DO GRUPO IV.

Grupo IV
Animal Expressao
7 ++
14 +++
21 ++
23 ++
31 ++
37 ++
49 ++
56 ++
58 +++

65

APENDICE FF — DENSIDADE DE MICROVASOS (CD 31) DOS ANIMAIS DO GRUPO I.

Grupo |
| - CO2 | - He
Animal Densidade Animal Densidade
1 ++ 4 ++
8 ++ 11 ++
16 ++ 20 +++
22 ++ 28 ++
29 ++ 33 +++
39 ++ 42 +++
48 43 ++
50 ++ 53 ++
63 ++ 57 ++
70 ++ 67 ++

APENDICE GG - DENSIDADE DE MICROVASOS (CD 31) DOS ANIMAIS DO GRUPO II.

Grupo Il
- CO2 Il - He
Animal Densidade Animal Densidade
2 ++ 5 +++
9 ++ 12 ++
15 +++ 19 +++
25 ++ 26 ++
30 ++ 34 ++
38 ++ 40 ++
47 ++ 44 ++
51 ++ 55 ++
61 ++ 60 ++

69 +++ 66 ++
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APENDICE HH — DENSIDADE DE MICROVASOS (CD 31) DOS ANIMAIS DO GRUPO IlI.

Grupo
- CO2 Il — He
Animal Densidade Animal Densidade
3 ++ 6 ++
10 ++ 13 ++
17 ++ 18 ++
24 ++ 27 ++
32 ++ 35 ++
36 ++ 41 +++
46 ++ 45 ++
52 ++ 54 ++
62 ++ 59 ++
68 ++ 64 ++

APENDICE Il - DENSIDADE DE MICROVASOS (CD 31) DOS ANIMAIS DO GRUPO IV.

Grupo IV
Animal Densidade
7 ++
14 +++
21 ++
23 ++
31 ++
37 ++
49 ++
56 ++
58 ++

65
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ANEXO B — DECLARAGAO DE CONFLITO DE INTERESSES

Os autores afirmam que nao houve conflito de interesses (financeiros ou
de outra natureza) na realizagado da pesquisa ou redacgao desta tese. O estudo

nao recebeu apoio financeiro de nenhum laboratério ou empresa farmacéutica.



