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RESUMO

Introducdo - A deiscéncia anastomaética é causa relevante de morbidade e mortalidade em cirurgia
colorretal. Varias intervencdes tém sido propostas a fim de diminuir a incidéncia de vazamento
anastomotico e dentre elas a oxigenioterapia hiperbarica. Alguns autores ja demonstraram beneficios
dessa terapéutica na cicatrizacdo de anastomoses, contudo faltam evidéncias para estabelecer se ha
melhores protocolos de sessdes de oxigenioterapia hiperbérica. Objetivo - Verificar possiveis efeitos
de um protocolo de sessBes de oxigenoterapia hiperbarica realizadas no periodo perioperatério na
evolucao clinica e na cicatrizagcao do sitio de anastomose no célon esquerdo com e sem isquemia
induzida em ratas. Material e Método - O protocolo de oxigenioterapia hiperbarica consistiu de duas
sessdes antes e de trés sessdes apods a operacao de hiperdxia a 100% a 2,4 Atmosfera absoluta.
Quarenta ratas foram aleatoriamente distribuidas em quatro grupos com dez animais cada. Todos
animais passaram por ressecdo de segmento de 1 cm do célon esquerdo seguida de anastomose
término-terminal e reoperacdo no quarto dia pds-operatdrio. Os animais do grupo controle (G Contr)
passaram também pela simulacdo de isquemia e de sessdo de oxigenioterapia hiperbarica. Os
animais grupo oxigenioterapia hiperbarica (G OTH) receberam essa terapéutica e passaram por
simulagdo de isquemia. Os animais do grupo isquemia e oxigenioterapia hiperbérica (G Isq/OTH)
foram submetidos as sessdes de oxigenioterapia e a isquemia. Os animais do grupo isquemia (G Isq)
foram submetidos apenas a induc@o de isquemia e ndo receberam oxigenioterapia hiperbarica.
Segmento de trés centimetros localizado a partir de dois centimetros cranial a placa de Peyer da
reflexdo peritoneal era isolado e a isquemia era induzida por eletrocoagulagdo dos vasos. A seguir,
era ressecado um centimetro do ter¢co médio desta porcdo desvascularizada. Nos animais dos grupos
G Contr e G OTH, as mesmas medidas foram tomadas para ressec¢do de mesmo segmento, mas
apenas a simulacao de induc@o de isquemia foi realizada. Os parametros de avaliagdo foram a
evolugao clinica, a mortalidade, a variagdo ponderal, o aspecto macroscopico da cavidade abdominal
no dia da eutanasia, a medida da forca de ruptura da linha de anastomose e o estudo histopatolégico.
Resultados — Houve quatro ébitos, dois animais do grupo isquemia e dois do grupo controle, trés
durante anestesia e um na véspera da reoperacéo. Apenas animais do grupo isquemia apresentaram
fistula 2/8 (25%), enquanto nenhum animal do Grupo Isg/OTH 0/10 apresentou essa complicagéo.
Quando os eventos mortalidade e fistula sdo analisados, observa-se que n&o houve diferenga
estatisticamente significativa entre os quatro grupos experimentais. Entretanto, houve diferenca
estatisticamente significativa quando sdo estudados os animais que passaram pela oxigenioterapia
hiperbéarica independente de isquemia, com animais que ndo foram submetidos a essa terapéutica.
Os eventos morte e de fistula ndo ocorreram nos animais submetidos a oxigenioterapia hiperbarica
(p= 0,036). Medianas e valores de primeiro e de terceiro quartil no primeiro dia do experimento para
peso foram: no G Contr 219g (209-237,25); no G Isq 218,509 (212,50-243,75); no G Isq/OTH 220g
(215,75-226,25) e no G OTH 222g (218,50-230). No sétimo dia do experimento, mediana do peso e
valores de primeiro e de terceiro quartil foram G Contr 206g (193,25-216); G Isq 198,50 (193,50-222);
G Isg/OTH 202g (196,50-214); G OTH 208g (193,25-213). N&do houve diferenca estatisticamente
significativa da perda ponderal relativa entre os grupos p=0.921 nem do peso no dia 1 p=0,619; nem
do peso no sétimo dia p=0,990. Todos animais perderam peso entre 0 primeiro e o sétimo dia do
experimento. A perda de peso em cada grupo foi estatisticamente significativa mas a variacdo
ponderal foi semelhante nos quatro grupos. As medianas e valores de primeiro quartil e de terceiro
guartil nas medidas de for¢a de ruptura em Newtons foram G Contr 0,03N (0,00-0,006); G Isq 0,03N
(0,01-0,015); G Isg/OTH 0,13N (0,07-0,27); G OTH 0,02N (0,01-0,023). Nas medidas de forca de
ruptura ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos experimentais. Conclusao
- Nas condi¢cdes em que este estudo foi realizado e baseado nos resultados obtidos, o protocolo de
oxigenioterapia hiperbarica néo interferiu na cicatrizagdo de anastomose coldnica pelos parametros
histopatolégicos e biomecanicos. Entretanto a formagédo de fistula e mortalidade ndo ocorreram nos
animais que foram submetidos a oxigenioterapia hiperbarica. Isso sugere que a oxigenioterapia
hiperbarica pode ter protegido os animais desses dois eventos.

Palavras-chave: anastomose. Cdlon. oxigenioterapia hiperbérica. cicatrizacao, forca de ruptura.



ABSTRACT

Introduction - Anastomotic dehiscence is a relevant cause of morbidity and mortality in colorectal
surgery. Several interventions have been proposed in order to reduce the incidence of anastomotic
leakage and among them hyperbaric oxygen therapy. Some authors have already demonstrated
benefits of hyperbaric oxygen therapy in the healing of anastomosis, but the best protocol for
hyperbaric oxygen therapy sessions remains yet to be established. Objective - To verify the possible
effects of a protocol of hyperbaric oxygen therapy sessions conducted in the perioperative period on
clinical evolution and healing of the anastomosis site in the left colon with and without induced
ischemia in female rats. Material and Method - The protocol of hyperbaric oxygen therapy consisted
of two sessions before and three sessions after the operation of hyperoxia at 100% to 2.4 Absolute
Atmosphere. Forty female rats were randomly assigned to four groups with ten animals each. All
animals underwent segment resection of one cm of the left colon followed by end-to-end anastomosis
and reoperation on the fourth postoperative day. The animals of the Control Group (G Contr) also
underwent the simulation of ischemia and hyperbaric oxygen therapy session. The animals of the
hyperbaric oxygen therapy Group (HBOT) received this therapy and underwent simulation of
ischemia. The animals of the ischemia and hyperbaric oxygen therapy Group (Isch/HBOT) were
submitted to oxygen therapy sessions and to ischemia. The animals of the Ischemia Group (Isch) were
submitted only to the induction of ischemia and did not receive hyperbaric oxygen therapy. A segment
of the length of three centimeters located two centimeters apart of the peritoneal reflection Peyer's
plaque was isolated and ischemia was induced by electrocoagulation of the vessels. Then one
centimeter of the middle third of this devascularized portion was resected. The same measurements
were taken for resection of the same segment in the animals of both Contr and HBOT groups, but only
the simulation of induction of ischemia was conducted. The evaluation parameters were clinical
evolution, mortality, ponderal variation, macroscopic appearance of the abdominal cavity on the day of
euthanasia, measurement of the bursting strength of the anastomosis line and histopathological study.
Results - There were four deaths, two animals from the Ischemia Group and two from the Control
Group, three during anesthesia and one on the day before reoperation. Only animals from the
ischemia group presented fistula 2/8 (25%), whereas no animals from the Isch/HBOT group 0/10
presented this complication. There was no statistically significant difference between the four
experimental groups when mortality and fistula events were analyzed. However, there was a
statistically significant difference when the animals that underwent hyperbaric oxygenation
independent of ischemia are compared with animals that were not submitted to this therapy. Death
and fistula events did not occur in any animals submitted to hyperbaric oxygen therapy (p= 0.036).
Median (first quartile-third quartile) weight on the first day of experiment was as follows: Control group,
219 g (209-237.25); Ischemia group, 218.50 g (212.50-243.75); Ischemia/HBOT group, 220 g (215.75-
226.25); and HBOT group, 222 g (218.50-230). On the seventh day of the experiment, weight had
decreased to 206 (193.25-216) g in the Control group; 198.50 (193.50-222) g in the Ischemia group;
202 (196.50-214) g in the HBOT/Ischemia group; and 208 (193.25-213) g in the HBOT group. There
was no statistically significant difference in relative ponderal loss between groups (p=0.921) nor on
first day weight (p = 0.619); nor on the weight at the seventh day (p = 0.990). All animals lost weight
between the first and seventh day of the experiment. The weight loss in each group was statistically
significant but the weight variation was similar in the four groups. The medians (first quartile-third
quartile) in the measures of bursting strength in Newtons were Contr 0,03N (0,00-0,006); Isch G
0.03N (0,01-0,015); Isch/HBOT 0.13N (0,07-0,27); HBOT 0.02N (0,01-0,023). There was no
statistically significant difference in the measures of bursting strength between the experimental
groups. Conclusion - Under the conditions in which this study was conducted and based on the
results obtained, the protocol of hyperbaric oxygen therapy did not interfere in the histopathological
and biomechanical parameters of healing of colonic anastomosis. However, the formation of fistula
and mortality did not occur in the animals exposed to hyberbaric oxygen therapy. This suggests that
hyperbaric oxygen therapy could have protected animals from these two events.

Key words: anastomosis. Colon. hyperbaric oxygen therapy. healing, bursting strength
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1 INTRODUCAO

Herrmann et al estudaram a cicatrizacédo do célon de 220 ratos desde 3 horas
até 1 ano apods a operacao de anastomose. Esses autores dividiram didaticamente o
processo cicatricial do rato em trés fases de limites inexatos e sobrepostos no
tempo: inflamacéo e edema (zero a quatro dias); reparacéo fibrosa proliferativa (trés
a quatorze dias); e de remodelacéo e reorganizacao (dez a cento e oitenta dias)?.

Na fase inflamatoria ha infiltracdo de plaquetas e infiltracdo e ativacdo de
mondcitos e neutrofilos. Na fase proliferativa 0 evento mais caracteristico € a
formacdo de tecido de granulagcdo, com angiogénese e fibroplasia. Na fase de
remodelagem ha sintese e remodelacdo da matriz de colageno, transformacdo de
fibroblastos em miofibroblastos, aumento da proporcdo de colageno de tipo |
substituindo coldgeno de tipo Ill, formacdo de tecido cicatricial fibroso e
reepitelizacdo. Na cura por primeira intencdo ha regeneracgdo epitelial com minima
cicatriz e minima contracdo da ferida. A regeneracdo é reconstituicdo do tecido
original enquanto a cicatriz € o reparo por substituicdo por tecido cicatricial fibroso.
Se havera regeneracao ou formacéo de tecido cicatricial dependera da natureza, da
extensdo e da intensidade da agressdo'?.

A anastomose coldnica representa desafio para que haja o maximo de
regeneracao e minimo de formacéo de tecido cicatricial e o perfeito selamento da
ferida cirdrgica sem deiscéncia nem infeccédo®*.

As complicacbes da terapéutica das doencas colorretais que envolvem
resseccdes e anastomoses tém incidéncia relevante e sdo frequentemente graves.
Possuem extensGes morbidas varidveis que prolongam o periodo de internagéo
hospitalar, aumentam substancialmente o custo do tratamento, perpetuam sequelas
funcionais e contribuem para indesejavel indice de mortalidade. As mais temiveis
complicacdes sdo: a infeccdo e a deiscéncia da anastomose®.

A porcentagem de vazamento pelo sitio da anastomose percebido
clinicamente varia de 3,4 a 8% e tem sido responsabilizada por um terco das mortes
apos operacdo colorretal®. Em 2012, Due et al relataram que vazamento
anastomotico ocorreu em 6,1% (33/538) dos pacientes com anastomose e abscesso
intra-abdominal pds-operatério em 2,1% (17/538) dos casos’. Reisinger et al

informaram que a porcentagem do vazamento anastomético foi em 10% dos
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pacientes (8/84) com a mediana da apresentacdo clinica no sexto dia pos-
operatorio®.

Vazamentos anastomoticos podem ser classificados como precoces ou
tardios. Os que ocorrem até o sexto dia sdo considerados precoces e, ap0s esse
periodo, tardios. Os fatores de risco para vazamento precoce de anastomose estado
relacionados a falha técnica na confeccdo da anastomose. Ja os fatores de risco
para o vazamento tardio da anastomose estao relacionados ao processo cicatricial
geralmente inerente ao paciente®.

Diferentes farmacos tém sido pesquisados com o intuito de diminuir estas
complicacbes. Em 2014, Oines et al publicaram uma meta-analise onde foram
levantados® 56 agentes terapéuticos usados, dentre esses apenas sete atenderam
critérios de inclusdo em sua meta-andlise e sdo eles: o iloprost, um analago de
prostaciclina; o tacrolimus, um imunosupressor; a eritropoietina; o horménio do
crescimento; os inibidores de amplo espectro de metaloproteinase de matriz; o fator
de crescimento-1 semelhante a insulina e a oxigenioterapia hiperbarica. Esses
agentes terapéuticos experimentalmente aumentaram a pressdo necessaria para
rompimento de anastomose de coélon.

A oxigenioterapia hiperbarica € o uso de oxigénio em pressées maiores do
gue a pressao atmosférica presente ao nivel do mar. A concentracdo de oxigénio e
de outros gases pode ser alterada em uma camara para varios pacientes, mas nao
na camara para um Unico paciente.

Com relacdo a oxigenioterapia hiperbarica (OTH), sabe-se que ao nivel do
mar a concentracdo plasmaética de oxigénio é 3ml/litro, o restante da demanda dos
tecidos 60ml de oxigénio por litro de sangue é transportada ligada a hemoglobina.
Na pressédo de 3 atmosferas absolutas com oxigénio a 100% o oxigénio dissolvido
no plasma chega a 60 ml por litro, o que permite suprir a necessidade dos tecidos
independente do oxigénio carreado por hemoglobina®.

A OTH induz angiogénese por inducdo e mobilizacdo de células tronco
vasculogénicas em locais de cicatrizacao; através do estresse oxidativo estimula que
células tronco produzam e liberem fatores de crescimento no sitio de
neovascularizagdo. O estresse oxidativo € induzido principalmente pelo aumento de
sintese de 6xido nitrico®.

Nos dUltimos quarenta anos, a oxigenioterapia hiperbarica tem sido

recomendada para extensa variedade de condigcbes médicas, algumas vezes sem
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sélida validacao cientifica. De certa forma, isso contribuiu para desenvolver um grau
de ceticismo a respeito dos beneficios, embora a eficiéncia das indicacbes mais
usadas e conhecidas sejam irrefutaveis.

Sessfes de oxigenioterapia hiperbarica podem ser usadas como tratamento
principal ou adjuvante. As indicacbes de oxigenioterapia hiperbarica como
tratamento principal com sélido embasamento cientifico s&@o sindrome de
descompressao, embolia gasosa arterial, inalagdo de fumacga e intoxicagdo por
mondxido de carbono. Como tratamento adjuvante podem ser listadas prevencao e
tratamento de osteoradionecrose, cicatrizacdo de transplantes de pele graft e flap e
mionecrose clostridial. Existem evidéncias cientificas promissoras para osteomielite
refrataria, lesdes induzidas por radiacdo, lesdo isquémica traumatica aguda, falha
prolongada de cicatrizacdo e anemia por hemorragia®?*?.

Yildiz et al*?, em 2013, relataram experimento no modelo murino, um grupo
recebeu o OTH ap0s a operacdo enquanto outro grupo caracterizado como controle
ndo recebeu. Percebeu-se que no grupo que recebeu a OTH apos tratamento de
radioguimioterapia foi identificada melhor cicatrizagdo da anastomose com
parametros mecanicos e bioquimicos do que no grupo controle!?. Esses resultados
positivos da OTH na resisténcia mecéanica de anastomoses nao foi lograda quando
foi testada com presenca infeccdo, com peritonite induzida por ligadura e puncao
cecal em ratos®3.

A oxigenioterapia hiperbarica posterior ao procedimento ou quando a lesédo
ja esta instalada estd bem estabelecida na prética clinica, A abordagem mais
comumente estudada até o momento sédo de sessdes de OTH no pds-operatériol31’.
Entretanto a aplicacéo prévia tem despertado o interesse de alguns pesquisadores.
Beneficios da oxigenioterapia hiperbarica prévia ao procedimento foram relatados
em situacdes clinicas relacionadas com radioterapia'®® e em procedimentos
relacionados a lesGes neurolégicas induzidas experimentalmente em modelos
animais!®?%; em anastomose de célon em ratos??, na inducdo de choque
endotoxémico em ratos?!, e na hepatectomia parcial massiva em modelo rato?2.

O tratamento antes e depois da operagdo com oxigenioterapia hiperbéarica
poderia produzir resultados favoraveis na cicatrizacdo de anastomoses do célon
isoladamente ou em associagcdo com outro farmaco como horménio do crescimento,
iloprost, tracrolimus, eritropoitina e fator de crescimento-1 semelhante a insulina. Ha

poucos trabalhos disponiveis e ndo ha consenso qual protocolo proporcionaria
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melhores efeitos no modelo rato, a fim de angariar suficientes indicios para propor
uma pesquisa clinica em humanos. Alguns trabalhos mais recentes propdem mais
de uma sessédo diaria de OTH, duas sessbes foram propostas em um trabalho?
enquanto que em outro estudo foram realizados quatro sessdes no primeiro dia e
trés sessbes por dia no periodo de trés dias seguidos®. Um trabalho com pacientes
submetidos a operacdo de revascularizacdo do miocéardio propds apenas uma
sessdo quatro horas antes do procedimento e obteve resultados favoraveis com
melhora da fungdo cardiaca, reducéo de tempo de tratamento intensivo e limitacao
de complicagtes?®.

Um protocolo das sessBes envolve a definicho da velocidade de
pressurizacdo, da pressdo maxima, do tempo de permanéncia na pressdo maxima,
da velocidade de despressurizacdo, do intervalo entre as sessdes e do numero de
sessfes. Com excecdo do tratamento da sindrome de descompressdo onde o
protocolo das sessfes € individualizado, a partir das informacdes das condicdes de
mergulho, os protocolos rotineiramente usados nas indica¢des clinicas sao
padronizados de maneira conservadora. Esses protocolos padronizados sao
bastante seguros e complicacfes sao raras, tais como barotrauma do ouvido médio,
interno ou externo, seios nasais e cavidades dentarias.

A intoxicacdo por oxigénio pode manifestar-se caso o paciente seja exposto
por tempo suficiente em situacdes de hiperdxia, tanto em condicdes normobaricas
quanto hiperbéricas. A quantificacdo de tempo suficiente é imensamente variavel
dependendo do modelo animal estudado, mas esta mais préximo de dias do que
horas de exposi¢cdo ao oxigénio. Pacientes ventilados mecanicamente em unidades
de tratamento intensivo? e mergulhadores militares de operacdes especiais®® estdo
sob risco muito maior do que pacientes submetidos a protocolos de sessbes de
OTH, que entre as sessodes limitadas a minutos ou poucas horas respiram livremente
ar ambiente em pressdes normobéaricas. Pode afetar pulmdes, com lesdo pulmonar
aguda por hiperdxia, ou o sistema nervoso central, cujo sinal mais grave €

convulséo, e a visdo, com retinopatia reversivel.
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2 OBJETIVO

Verificar os efeitos de um protocolo de oxigenoterapia hiperbarica pré e pos-
operatoria na cicatrizacdo de anastomose com e sem isquemia induzida no colon

esquerdo de ratas.
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3 MATERIAL E METODO

A execucdo do experimento foi autorizada pela Comissao de ética no uso de
animais do Hospital das Forcas Armadas. As orientacbes “Animal Research:
Reporting in vivo experiments” (ARRIVE) foram seguidas para desenho do projeto,
execucdo dos experimentos e redacdo da dissertacdo?6-28, A declaracdo de conflito
de interesses esta apresentada no Apéndice CC.

O presente estudo foi realizado no Laboratorio de Cirurgia Experimental do
Hospital das Forcas Armadas (HFA) e no Laboratoério de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia com colaboragdo do Laboratorio
de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB).

Trata-se de estudo experimental com utilizacdo de modelo animal murino
com o objetivo de comparar os desfechos de anastomoses normais e isquémicas
entre grupos com e sem oxigenioterapia hiperbarica pré e pds-operatorio.

Para a redacdo do trabalho, foram utilizadas as seguintes normas da
Associacao Brasileira de Normas Técnicas: NBR 14724 Trabalho Académico; NBR
10520 Citagdes; NBR 6023 suméario; NBR 6028 Resumo e Abstract. As referéncias
bibliogréaficas foram listadas no padrédo Vancouver?®,

3.1 PILOTO

Foram utilizadas seis ratas (Rattus norvegicus) oriundas do biotério do HFA
da linhagem Wistar para a execuc¢éo do piloto. O piloto serviu, exclusivamente, para

padronizar procedimentos, nenhum dado foi utilizado.

3.2 EXPERIMENTO PRINCIPAL

Foram utilizadas 40 ratas da linhagem LEW/HsdUnib provenientes da
Divisdo de Producédo de Animais Specific Pathogen Free do Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratorio da

Universidade Estadual de Campinas.
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O programa de monitoramento sanitario do CEMIB/UNICAMP ¢ realizado de
acordo com as recomendacdes internacionais da “Federation of Laboratory Animal
Science Association” (FELASA). Os documentos relativos a sanidade dos animais
sdo: certificado de monitoramento de saude animal (Anexo C), atestados de
sanidade animal (Anexos D, E e F) e guias de transito animal (Anexos G, H e I).

O peso médio no dia da operacéo foi de 218,28 g (+/-12,20). A menor idade
em dias na data da operacgao foi de 112, a maior idade foi de 133 dias com mediana
de 128 dias (122-134)(Apéndices F e G).

3.3 ALOJAMENTO

Foram acomodadas em blocos de quatro animais, um de cada grupo
experimental em gaiolas padronizadas do laboratério do alojamento de animais do
HFA. Caixa para ratos de dimensbes 41 x 34 x 16cm, com tampa de arame
cromado, malha 0,7cm com comedouro embutido em forma de cunha.

As caixas foram forradas com maravalha, que foi autoclavada antes de ser
usada. Semanalmente, as ratas eram transferidas para caixas limpas com
maravalha nova.

Foram mantidos em temperatura ambiente média de 25,3°C (+/-0,68) e
umidade média 48% (+/-8,73), os registros do controle diario e estatisticas estao
descritos nos apéndices C e D. Os ciclos de luz/escuriddo de 12/12 horas, invertidos

com a luz natural, com as luzes desligadas por timer as 8h e ligadas as 20h.

3.4 ALIMENTACAO

Racéo e agua estiveram disponiveis ad libitum, exceto durante as sessdes
de oxigenioterapia hiperbarica e no jejum imposto 1 hora antes da operacado tanto
para racdo quanto para agua.

Foram alimentados com racdo comercial para ratos de laboratorio, da
empresa Presence Alimentos de Paulinia, SP ad libitum (ANEXO L) Foi oferecido ad

libitum agua potavel sem tratamento algum, através de bebedouro de polipropileno
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de 1000ml, com rolha de borracha antiacida e bico de aco inoxidavel reto de 85mm.
A oferta ad libitum foi garantida pela colocacdo de dois bebedouros em cada gaiola e
pela conferéncia diéria.

Apbs a operacdo e apoOs cada sessdo de oxigenioterapia hiperbérica, os
animais foram colocados em suas gaiolas originais com agua e racao a disposicao.
Quatro dias antes e durante todo pds-operatério, foi ofertada racdo inchada em agua

colocada dentro da caixa, com o objetivo de facilitar acesso e consumo.

3.5 ACLIMATACAO

Os animais foram recebidos em trés lotes, o primeiro lote de 16 animais, em
17 de maio; o segundo de 17 animais, em 23 de maio e o terceiro de 7 animais, em
8 de junho de 2017. A aclimatacéo foi de, pelo menos, 67 dias, da chegada do ultimo
lote até o inicio do experimento com a primeira sessdo em 14 de agosto. Todos
animais foram agrupados por proximidade de data de nascimento em grupos de 4
(Apéndice F e G).

Microchips de identificagdo foram implantados em todos animais no mesmo
dia. O microchip j& identificava a qual grupo experimental o animal seria alocado e
foi determinado por sorteio de um animal para cada grupo experimental para cada
caixa. O microchip permitiu que os animais fossem manipulados e avaliados
identificando a qual grupo experimental pertenciam apenas quando necessario. A
diferenciacdo entre grupos foi estritamente necessaria na operacdo e nas sessoes
de oxigenioterapia. Todas as observacbes de peso, demonstracdo de dor e
reoperacao foram realizadas com a leitura pelo microchip sem identificacdo do
grupo.

Nesse periodo, foram manipulados e estimulados pelo pesquisador
simulando brincadeiras sociais normais entre ratos puberes.

Os animais foram habituados as caixas plasticas perfuradas utilizadas
durante as sessdes de oxigenioterapia hiperbarica no periodo de aclimatacéo. Essas
mesmas caixas transparentes foram usadas para pesar 0S animais e para

observacéo clinica.
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3.6 CONTENCAO

A contencdo foi minima e necessaria apenas para aplicacdo da pré-
anestesia e transferéncias dos animais para caixas plasticas perfuradas usadas nas
sessOes de oxigenioterapia e para suas caixas originais do alojamento. Todos o0s
procedimentos invasivos e que envolveram dor foram realizados sob anestesia

geral.

3.7 DENOMINACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Quarenta ratas foram aleatoriamente distribuidas em 4 grupos, todos grupos
passaram por ressecdo de segmento de 1cm do célon esquerdo, anastomose
término-terminal e reoperacdo no quarto dia apds a laparatomia.

Além desses procedimentos comuns a todos grupos, 0s grupos foram
diferenciados como se segue e conforme quadro 1:

- 0 grupo controle foi submetido a esses procedimentos e a simulacdo de

isquemia e de sessédo de oxigenioterapia hiperbarica;

- 0 grupo OTH foi submetido as sessfes de oxigenioterapia e a simulacao de
isquemia;

- 0 grupo Isg/OTH foi submetido as sessfes de oxigenioterapia e a isquemia;

- 0 grupo Isq foi submetido apenas a inducao de isquemia, nao foi submetido

a oxigenioterapia.
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Quadro 1 - Denominacéo e descricdo dos procedimentos dos grupos experimentais

Procedimento Isquemia e Oxigenioterapia Isquemia Grupo controle
OTH
Denominacao Grupo G Isg/OTH G OTH G lsq G Contr
Simulacéo de isquemia
G q X X
Simulacdo de OTH
i X X
Isquemia
q X X
OTH pré e pés-operatéria
p p p X X
Ressecdo de célon e
anastomose X X X X
Reoperacéo no 4° dia pos-
-operatorio, coleta X X X X
amostras

3.8 OXIGENIOTERAPIA HIPERBARICA

A camara hiperbarica utilizada foi a Monoplace do Hospital das Forcas

Armadas (Modelo 2800, Sechrist Industries, INC). A higienizacdo era realizada

sempre ao final de cada dia de uso, semelhante a higienizacdo terminal de bloco

cirdrgico infectado com desinfetante a base de quaternario de aménio.

Figura 1 - Camara Hiperbarica monoplace com animais em caixas plasticas com

multiplas perfuracoes.

Cada gaiola do alojamento abrigou quatro animais, um animal de cada grupo

experimental. Cada grupo desse representou um bloco de animais que passaram

pelos procedimentos nos mesmos dias. Para as sessfes na camara hiperbarica,
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cada bloco foi separado em duas caixas plasticas de 230mm de altura, 210 mm de
largura e 300 mm de comprimento com multiperfuracées.

A caixa que continha um animal do G Isq/OTH e outro animal do G OTH era
colocada dentro da camara hiperbarica. A caixa que continha um animal do G Isq e
um do G Contr permanecia fora da camara. Nao houve acomodacao de animais de
blocos diferentes nas mesmas caixas, as ratas foram acomodadas fazendo dupla
com uma rata familiar de sua caixa original e, ao final da sessao, retornavam para a
mesma caixa/bloco.

As caixas plasticas foram multiperfuradas de modo que nédo oferecessem
superficie de corte para os animais, os furos foram dispostos nas laterais e na parte
superior. O tamanho das perfuragbes nas laterais foi menor para impedir que 0s
animais introduzissem as patas e se machucassem.

As sessdes comecaram dois dias anteriores ao procedimento, ocorreram a
tarde do dia do procedimento e prosseguiram por trés dias posteriores.

Todas as sessfes foram com oxigénio a 100% na pressurizacdo maxima de
2,4 ATA, ou seja, foram sessfes de hiperoxia hiperbarica. Era iniciada a
compressao, até a pressao interna da camara chegar a 2,4 ATA, essa pressao era
mantida por uma hora e entdo a descompressao era iniciada. Tanto compressao
guanto descompressdo foram realizadas na velocidade média de 0,07 ATA/min
(+/-0,02). Os animais do G Contr e G Isq foram colocados ao lado externo da
camara hiperbarica sem pressurizacdo. A temperatura da camara foi mantida entre
22 e 25°C. A luz da sala foi diminuida para conforto das ratas. Todas as sessdes
foram no mesmo horério no periodo vespertino, com o intuito de minimizar os efeitos
do ciclo circadiano (Apéndice H).

Os animais foram observados dentro camara durante cada tratamento e
foram monitorados para demonstracdo de alteragbes como convulsdes ou qualquer
sinal que pudesse sugerir barotrauma, tais como balancar persistente de cabeca e
inquietacdo®L.

Nos intervalos das sessbes, as ratas foram mantidas nas caixas
padronizadas do alojamento de animais de experimentacdo da Direcdo Técnica de

Ensino e Pesquisa do Hospital das For¢cas Armadas.
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Quadro 2 - Linha de tempo do experimento

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
Operacgéao Reoperacdao, coleta
~ de amostras
Manha . o
histopatoldgico e
congeladas a -80°C
Sessdo Sessdo Sessao Sessao Sessao Sessao
OTH OTH OTH OTH OTH OTH
Tarde

Avaliacdo Avaliacdo Avaliacédo
clinica clinica clinica

Figura 2 - Detalhe da operacdo com uso de microscopico cirargico
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Figura 3 - Equipamentos utilizados, mesa cirargica, microscopio, aparelho de

anestesia, eletrocoagulador, manta de aquecimento e cubas

3.9 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Todo material cirdrgico usado, instrumental, campos e compressas foram
esterilizados em autoclave. Foi utilizado instrumental cirdrgico padrdo, com excecéo
dos instrumentos cirdargicos utilizados na sintese da anastomose com uso do
microscoépio cirdrgico. Os instrumentos de microcirurgia utilizados foram tesoura
castroviejo curva com cabos cilindricos, porta agulha castroviejo sem trava com
cabos cilindricos e pinga iris curva.

Foi usada manta térmica a 45°C durante a anestesia colocada logo abaixo
do animal. Todos medicamentos e solucdes foram pré-aquecidos em banho-maria a
38°C. A temperatura do animal foi monitorada e mantida entre 36° e 38° C.

A tricotomia foi realizada com equipamento de tosa veterinario com lamina
zero na parede abdominal anterior e assepsia do campo cirdrgico com digliconato de
clorexidina a 2%.

Era realizada laparatomia mediana de 4 cm de extensdo iniciada 2 cm

cranial a genitélia externa do animal.
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A anastomose término-terminal foi realizada com o uso de microscépio
cirdrgico. O uso do microscopio proporcionou uma técnica mais apurada para a
anastomose do colon. Todos outros procedimentos desde celiotomia, localizacdo e
exposi¢do do colon, ligaduras da vasa recta, fechamento de cavidade, aproximagao
até a sutura da pele foram realizados sem auxilio do microscopio.

Todas as ratas foram operadas sempre no periodo matutino pela mesma
equipe, cujo cirurgido é o investigador principal.

Para a randomizacao, as operac¢fes foram realizadas em multiplos de 4 com
um animal de cada grupo por dia de operacdo e a sequéncia foi sorteada. Os
animais foram levados para habituacdo a sala de operacdo uma hora antes do
procedimento e foram pesados para individualizacdo adequada dos anestésicos.

A anestesia geral foi induzida com midazolam 5mg/kg e cetamina 75mg/kg
misturados na mesma seringa e aplicados via intraperitoneal. Imediatamente apos a
injecdo intraperitoneal dos medicamentos da inducdo, as ratas foram recolocadas
nas caixas originais em companhia das outras.

Apbs a constatacao de imobilidade, foram retiradas da caixa, era aplicado 10
ml de solucéo preparada com solucédo salina fisiolégica aquecida com glicose a 5%
subcutéaneo na regido dorsal e gel oftalmico lubrificante nos olhos. As ratas foram
posicionadas em supinacdo e membros toracicos e pélvicos foram fixos na mesa
cirirgica com esparadrapo. A mascara era posicionada e oxigénio era administrado
por 5 minutos. Apdés esse tempo, era iniciada a aplicacdo de sevoflurano via
mascara entre 0,25 e 0,5% para manutencdo do animal em plano anestésico em
sistema de néo reinalacdo Mapleson E.

A laparotomia mediana foi iniciada por uma incisdo na linha média do
abdome de cerca de 4 cm, colocacao cranial de gaze embebida em solugcédo salina
fisiologica para exposi¢do de colon distal, malaxacéo divergente quando o segmento
intestinal a ser operado apresentou conteudo fecal.

A isquemia induzida nos animais dos grupos G Isq e G Isq/OTH foi realizada
tendo como primeiro passo a localizacdo da placa de Peyer da reflexdo peritoneal®?,
seguido da marcacéo da referéncia do procedimento dois centimetros cranial a ela.
Segmento do célon de trés centimetros cranial ao ponto de referéncia era isolado e
ramos veno-arteriais que drenavam ou irrigavam esse segmento colénico esquerdo
eram eletrocoagulados. Os vasos mesentéricos da vasa recta foram

eletrocoagulados com a pinga hemostatica bipolar ajustada em 10 Watts. A placa
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metalica foi colocada em contato com todo o dorso do animal. A seguir era
ressecado um centimetro do terco médio desta porcdo desvascularizada conforme

descrito por Adas et al em 2013°.

Figura 4 - Detalhe da operacdo com apoio do auxiliar, microscépico cirargico e
instrumental de microcirurgia.

O transito colbnico foi reconstruido por anastomose término-terminal em
plano Unico, com pontos continuos, englobando todas as camadas da parede
intestinal com suturas com fio 6-0 de polipropileno com agulha cilindrica de 1,3 cm
(nome comercial ProleneR, ETHICON).

ApoOs término da anastomose, o cirurgido trocava as luvas.

A parede abdominal foi suturada em dois planos, primeiro incluindo peritdnio,
musculo e aponeurose da linha média, sutura continua simples com fio 5-0 de
polipropileno. O segundo plano incluiu tecido subcutaneo.

A incisdo da pele foi suturada com fio 5-0 de polipropileno, sutura
subcuticular continua.

Para recuperacdo da anestesia, os animais foram mantidos por 30 minutos
na caixa de inducdo anestésica sobre a manta térmica aquecida mantida a 38°C e
com suprimento de oxigénio. A seguir, eram levados a suas gaiolas conforme
descrito por Almeida (2006) e Durdes (2013)3334,
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Figura 5 — Realizagdo da anastomose término-terminal do célon com uso do

microscopio.

3.10 REOPERACAO

A reoperacdo foi realizada no sétimo dia do experimento para avaliar a
cavidade abdominal e o sitio de anastomose, coletar amostras da cicatriz abdominal
e coletar segmento do célon com a cicatriz anastomoética.

Os animais foram anestesiados com injecao intraperitoneal de tramadol
12,5mg/kg, midazolam 5mg/kg e cetamina 75mg/kg misturados na mesma seringa e
aplicados no mesmo momento.

O animal era posicionado em decubito dorsal, membros foram fixados com
esparadrapo em uma prancha.

A cavidade abdominal foi aberta por meio da resseccao de um segmento da
parede abdominal que continha a cicatriz da laparatomia anterior.

Apo6s ampla exposicdo da cavidade, era realizado inventario com pesquisa
de sinais de peritonite difusa, abscessos, deiscéncia bloqueada ou com vazamento
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da anastomose, sinais de obstrucédo intestinal e aderéncias. A quantificacdo das
aderéncias foi realizada pelo escore de Nair®.

A seguir, a porcdo do colon esquerdo contendo a anastomose era
ressecada.

Imediatamente ap0s a resseccdo, ainda com animal anestesiado era
realizada seccao da veia cava para eutanasia.

O segmento intestinal ressecado era aberto pela borda antimesentérica e
dividido longitudinalmente em trés partes. O da direita era fixado em cartolina,
ficando exposta a superficie mucosa, e conservado em formol tamponado a 10%,
para posterior analise histopatologica. A porcdo central foi congelada a -80°C em
solucdo fisiologica para medida da forca de ruptura da anastomose. A porcdo
esquerda também foi congelada a -80°C para posteriores estudos.

3.11 PARAMETROS DE AVALIACAO DA CICATRIZACAO

Na avaliacdo da cicatrizacdo foram usados parametros de evolucao clinica,
avaliacdo macroscopica da cavidade abdominal e da anastomose, estudo
histopatoldgico e teste de resisténcia mecanica.

3.11.1 Avaliacdo macroscopica na reoperacao

As aderéncias intra-abdominais foram avaliadas e quantificadas pelo escore
de Nair 3:

0 — auséncia de aderéncias;

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

2 — presenca de duas bandas entre visceras e 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- presenca de visceras diretamente aderida a parede abdominal, ndo

importando o numero ou extensao das bandas.
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3.11.2 Medida da forca de ruptura

O método utilizado neste trabalho para avaliagdo mecéanica da cicatrizacao foi
o da forga de ruptura.

A forca da anastomose foi medida em newton (N) usando o aparato de teste
VersaTest (Mecmesin VersaTest, United Kingdom) com dinamoémetro de 2500 N
(Mecmesin AFG 2500N, United Kingdom).

A forca de ruptura é a maior medida da quantidade de forca necesséria para
romper completamente a linha de sutura. O segmento do coélon sem aderéncias foi
fixado por suas extremidades nas garras do dinamémetro com a linha de sutura
equidistante dos pontos de fixacdo. A velocidade constante de 25 mm/min, cada
garra deslocava-se no mesmo eixo em sentidos opostos até a ruptura da linha de
sutura. O maior valor era registrado pelo aparelho e era o valor considerado como

forca de ruptura.

3.11.3 Estudo Histopatolégico

Os segmentos do intestino destinado ao histopatologico eram fixados em
formalina a 10% tamponada durante 24 horas e transferidos para formalina a 10%
até o momento em que eram embebidos em parafina. Sec¢des transversais de 3 mm
de espessura do tecido preparado foram corados com hematoxilina e eosina, e as
avaliacbes histologicas foram realizadas por microscopia de luz por patologista
experiente que desconhecia a identidade do grupo de origem das amostras.

A patologista avaliou de maneira semiquantitativa em zero, um, dois ou trés.

Os indicadores estudados foram colageno, fibroblastos, infiltrado
mononuclear, infiltrado polimorfonuclear, hemorragia e congestao,
neovascularizacado e edema. Foram avaliados como zero (ausente), um (leve), dois
(moderado) e trés (acentuado). O indicador reepitelizagdo foi avaliado em zero
(ausente), um (parcial) e dois (total). A partir dessa avaliagdo, médias e demais
parametros estatisticos foram calculados para comparacao entre grupos.

Os indicadores ulceragdo, necrose isquémica, microabscesso, coldnias
bacterianas, corpo estranho, crosta fibrinoleucocitaria e separacdo dos bordos da
ferida foram avaliados em ausente ou presente e foram tratados como variaveis

categoricas.
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3.12 EVOLUCAO CLINICA E CONTROLE PONDERAL

Acompanhou-se a evolucao clinica com observacao antes da pesagem. Cada
rata era colocada individualmente em caixa plastica perfurada transparente e entao
avaliada sempre ao final da tarde entre as 18 e 19 horas por apenas um Uunico
observador. Logo ap0s a observacdo e registro dos parametros clinicos, eram
pesadas em balanca eletrénica.

Foram avaliados padrdes clinicos pelos seguintes aspectos: contracao
periorbital, abaulamento de focinho e bochechas, posicionamento de orelhas e de
vibrissas, reducédo de atividade, afundamento de flancos, arqueamento de dorso,
piloerecdo e abdome inchado®3°  Os critérios foram  avaliados
semiquantitativamente como zero (imperceptivel), um (perceptivel) e dois
(acentuado).

Cromodacriorreia é a pigmentacéo vermelha a volta dos olhos. A cor é devida
a pigmentos de porfirina secretados pelas glandulas de Harder. Acredita-se que
essa secrecdo esteja relacionada com mecanismos muscarinicos e € relevante
indicador de estresse.

O abaulamento do focinho € o aumento de volume arredondado na parte
superior do focinho evidenciado pela aparéncia mais convexa a partir de seu
alinhamento normal da bochecha. Rato demonstra dor pelo achatamento das
bochechas e do focinho.

Ratos demonstram dor ou desconforto quando posicionam suas orelhas mais
caudais de sua posicao basica.

Foi considerado como demonstracdo de dor e ou desconforto qualquer
mudanca da posi¢cdo normal das vibrissas, sejam elas deslocadas para tras (caudal),
para frente (cranial) ou mais proximal a face.

Um escore global foi definido como a soma dos pontos para cada animal para
cada dia de observacdo e foi usado exclusivamente para definicdo de ponto final
humanitario.

Foram estabelecidos dois critérios para ponto final humanitario: perda

ponderal e escore global de dor.
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No critério ponderal, foi definido como ponto final humanitario a perda
ponderal individual maior que 20% do que o peso inicial a qualqguer momento do
experimento?,

O critério para definicdo de ponto final humanitario por demonstracéo de dor,

foi a soma de todos os itens, ou seja, 0 escore global, fosse igual ou superior a 6.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Para testar a normalidade da distribuicdo foi utilizado o teste de Saphiro-wilk.

As variaveis categodricas foram resumidas como numeros absolutos e
percentagens e comparadas usando teste exato de Fisher bicaudal.

Varidveis continuas paramétricas foram expressas em média(+/- desvio
padrao).

Variaveis continuas ndo paramétricas foram expressas em mediana (primeiro
quartil-terceiro quartil). Quando pareadas foram comparadas com Teste de
Friedman.Quando ndo pareadas foram comparadas com o teste de Kruskal-Wallis 4*-
46_

A correlacdo entre todos os parametros histopatoldgicos sem distingdo entre
grupos experimentais foram feitos aos pares pela correlacdo Tau B de Kendall pela
amostra ser pequena e nado paramétrica e esta expressa em Coeficiente de
correlacdo tau de Kendall () e valor de p bicaudal. As correlagbes foram
consideradas como insignificante se r <0,30, moderada se 0,31 <r <= 0,70 e forte se
r>0,71.

Todas probabilidades menores que 5% (p<0,05) foram considerados
estatisticamente significativas.

Os resultados foram analisados usando o programa SPSSMR (Special
Package for Social Sciences) e programa de planilha eletronica Excel da MicrosoftVR
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4 RESULTADOS

4.1 EVOLUCAO CLINICA

N&do houve necessidade de retirar qualguer animal do experimento pelos
critérios de ponto final humanitario. O Unico animal que morreu no periodo pos-
operatério, identificacdo 322, demonstrou apenas um sinal monitorado, a
cromodacriorréia classificada como um (visivel) (Apéndices N,O,P).

Critérios monitorados que ndo foram demonstrados por nenhum animal em
nenhum dos dias de observagdo foram: contracdo periorbital, abaulamento de
focinho e bochecha, alteracdo de posicionamento de vibrissas, dorso arqueado e
abdome inchado. Anadlise estatistica foi desnecessaria porque as avaliacbes de
todos animais em todos os dias para esses critérios foram zero (Apéndices N,O,P).
4.1.1 Controle ponderal

Todos animais perderam peso entre o primeiro e o sétimo dia do experimento,
estatisticamente significativa no teste de Friedman pareado p=0,02. Pelo teste de
Kruskal-Wallis, para comparacao entre grupos nao houve diferenca estatisticamente
significativa da perda ponderal relativa entre os grupos (p=0,921), nem do peso no
primeiro dia do experimento (p=0,619) nem do peso no sétimo dia (p=0,990).

Medianas (primeiro quartil-terceiro quartil) no primeiro dia do experimento G
Contr para peso como se segue 219¢g (209-237,25); G Isqg 218,50g (212,50-243,75);
G Isg/OTH 220g (215,75-226,25); G OTH 222g (218,50-230). No sétimo dia do
experimento as medianas foram: G Contr 206 (193,25-216); G Isq 198,509 (196,50-
214); G I1sg/OTH 202g (196,50-214); G OTH 208g (193,25-213)(Apéndice M).

As médias e desvios padrao das perdas ponderais relativas foram de: -8,22%
(+/-2,73) no G Contr; -8,90% (+/-2,83) no G Isq; -7,69% (+/-2,22) no G Isq/OTH; e no
G OTH foi -8,53% (+/-3,19). A maior perda ponderal registrada foi de -13,82%.
Nenhum animal alcancou o ponto final humanitério estabelecido em perda ponderal
acima de 20% (Apéndice L).
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Grafico 1 — Pesos em gramas por grupo e por dia, no primeiro dia e no sétimo dia do

experimento
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4.1.2 Cromodacriorreia

E a secrecdo vermelha ao redor dos olhos e algumas vezes percebida no
focinho. A glandula lacrimal acesséria de Harder secreta material rico em lipidios e
em porfirinas que lubrificam olhos e pélpebras. Quando pode ser percebida, significa
aumento de producdo da glandula ou diminuicdo da auto-higienizacdo do rato,
ambas situacdes estao relacionadas a estresse agudo causado por dor, por doenca
ou por contencao.

Houve animais com cromodacriorreia em todos 0s grupos, apenas um animal
do G Isq/OTH foi avaliado como cromodacriorreia 2 (evidente), todos outros ou néo
manifestaram ou foram avaliados como 1 (perceptivel). A manifestacdo de
cromodacriorreia decresceu em todos 0s grupos como pode ser visto no grafico 2.
N&o houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos p=0,159 no
quarto dia do experimento, p=0,778 no quinto dia e p=0,954 no sexto dia (Kruskal-
Wallis)(Apéndices Q,S, e T).
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Gréfico 2 - Escore médio por grupo do critério cromodacriorreia
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4.1.3 Avaliacao da reducéo de atividade por grupo

A reducéo da atividade foi mais evidente no quarto dia, foi mais discreta no
quinto dia e néo foi registrada no sexto dia como pode ser visto no grafico 3. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, p=0,441 no quarto
dia, p=0,828 no quinto dia e p=1 no sexto dia no teste Kruskall-Wallis (Apéndices N,
OeP).

Gréfico 3 - Escore médio por grupo e por dia apds cirurgia no critério reducdo de

atividade
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4.1.4 Afundamento do Flanco

Pelo menos um animal de cada grupo apresentou afundamento de flanco,
todos animais que apresentaram afundamento de flanco foram classificados como 1
(perceptivel). Nenhum animal apresentou afundamento de flanco avaliado em 2
(evidente).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos p=0,749 no
quarto dia, 1 no quinto dia e 0,276 no sexto dia pelo teste de Kruskal-Wallis.

Grafico 4 - Escore médio por grupo e por dia apds operacao no critério afundamento

de flancos.
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4.2 OBITOS

Houve 4 obitos, trés durante anestesia e um na véspera da reoperacdo. Os
animais mortos ndo foram substituidos.

As duas primeiras ratas do experimento a serem anestesiadas, animal de
identificacdo 297 do Grupo Isquemia e a 298 do Grupo Controle, morreram sob acao
da inducgédo de fentanil e midazolam antes mesmo do inicio da cirurgia.

Foi tomada a deciséo de substituir fentanil por cetamina 75mg/kg no protocolo
anestésico. A inducdo da anestesia a partir do terceiro animal e para todos animais
restantes do experimento foi modificada para midazolam 5mg/kg e cetamina
75mg/kg misturados na mesma seringa e aplicados no mesmo momento via

intraperitoneal como inducao.
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Sevoflurano era aplicado via mascara entre 0,25 e 0,5% para manutencéo do
animal em plano anestésico. A combinacdo midazolam/cetamina/sevoflurano foi
adequada em todos animais, exceto no animal 305 do Grupo Isquemia, que
aumentou frequéncia respiratoria durante a cirurgia e morreu com o aumento da
concentracéo de sevoflurano de 0,5% para 1%.

O animal 322 do grupo controle morreu na véspera de sua reoperacdo. Foram
realizados os procedimentos de reoperacdo padronizados e descritos e foram
coletados materiais. Na necropsia, nenhuma alteracéo destoante dos outros animais
foi encontrada, ndo havia sinais de fistula nem de peritonite. No monitoramento de
parametros clinicos ap6s a operacdo, a Unica alteracdo percebida foi
cromodacriorreia classificada como visivel, em uma escala de imperceptivel, visivel

e evidente.

4.3 AVALIACAO MACROSCOPICA NA NECROPSIA

b

A cavidade abdominal foi explorada no dia da eutanasia a procura de
alteragcbes como peritonite, vazamentos de conteudo intestinal e abscessos. As
aderéncias foram avaliadas pelo escore de Nair. Todos animais apresentaram pelo
menos uma aderéncia e a frequéncia maior foi de duas e trés aderéncias em todos
os grupos (Apéndice V). Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos, p=0,202 (Kruskall-Wallis).
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Grafico 5 — Frequéncia relativa de animais por grupo, por quantidade de fistula e por

guantidade de aderéncias pelo escore de Nair

90%

80%

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

G Contr G OTH G Isq/OTH G lIsq
m Auséncia Uma banda Duas bandas
M Trés ou Mais bandas M Direta a parede M Fistula na anastomose

A avaliacdo da presenca de fistula na anastomose foi realizada no momento
da necropsia pela observacdo macroscopica ao redor da anastomose, definindo-se
como fistula a presenca de orificio com vazamento de qualquer conteddo ou sem
vazamento por estar bloqueado por abscesso perianastomaético. Os Unicos animais
que apresentaram fistula foram o 325 e o 317, ambos do grupo isquemia. Para o
teste exato de Fisher ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos, p=0,183.
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Figura 5 - Fistula no animal 317, comunicacdo entre luz do céOlon e cavidade

destacadas com as setas

4.4 RESULTADOS COMBINADOS DE DESFECHOS CLINICOS RELEVANTES

Combinando-se os desfechos clinicos mais relevantes de 6bito e de fistula e
comparando o0s resultados dos animais que passaram pelas sessOes de
oxigenioterapia hiperbarica, animais do G OTH e G Isq OTH, com 0s que nédo
passaram, ou seja, os animais dos G Contr e G Isq, houve diferenga

estatisticamente significativa.
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Foram retirados dessa comparacdo os animais 297 do G Isq e 298 do G
Contr, porgue foram os dois primeiros animais nos quais fentanil foi utilizado. Todos
0S animais restantes do experimento foram anestesiados exatamente com 0 mesmo
protocolo. Dois deles morreram. Um deles morreu na véspera da reoperacao e outro
durante anestesia. Dos animais que ndo passaram pelas sessfes de hiperbarica,
dos grupos G Isq e G Contr, 22,22% (4/18) ou tiveram fistula ou morreram. Nenhum
animal dos grupos que passaram pelas sessfes de hiperbarica dos grupos G
Isg/OTH e G OTH (0/20) tiveram qualquer desses desfechos. Essa diferenca é

estatisticamente significativa para p= 0,036 para teste exato de Fisher.

4.5 FORCA DE RUPTURA

Os resultados discriminados por animal encontram-se no apéndice U e o0s

resultados estatisticos podem ser vistos na Tabela 3 e no Grafico 6.

Tabela 3 - Valores estatisticos da forca maxima de ruptura em newtons

Parametros Estatisticos Grupo Experimental

G Contr G lsq G Isq/OTH G OTH
Valor de p (Saphiro-Wilk) 0,118 0,010 0,107 0,000
Mediana 0,03 0,03 0,13 0,02
Primeiro quartil-terceiro quartil 0,00-0,06 0,01-0,015  0,07-0,027 0,01-0,023
Média 0,04 0,09 0,17 0,24
Desvio Padréo 0,04 0,11 0,14 0,54
Erro Padréo 0,01 0,04 0,05 0,17

0 L

gigoﬁgz;vggge Limite inferior 0,01 0,01 0,05 -0,14
Média Limite superior 0,07 017 0.28 0,62
5% da média aparada 0,04 0,08 0,16 0,17
Variancia 0,00 0,01 0,02 0,29
Minimo 0,00 0,00 0,03 0,00
Maximo 0,13 0,35 0,43 1,72
Intervalo 0,13 0,35 0,40 1,72

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre as distribuicdes entre

os grupos p=0,115 (Kruskall-Wallis, 3 Graus de Liberdade).
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Gréfico 6 - Valores de forca de ruptura do cOlon expressos em newtons por grupo

experimental
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4.6 ESTUDO HISTOPATOLOGICO

A patologista avaliou semiquantitativamente os seguintes critérios: colageno,
fibroblastos, infiltrados mononuclear e polimorfonuclear, neovascularizacdo e edema

em ausente(0), leve (1), moderado (2) e acentuado (3) (Tabela 4 e Apéndice W).
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Figura 6 - Microscopia da cicatriz. Colageno (seta laranja), fibroblasto (seta verde) e

neovascularizagéo (asterisco amarelo). (HE, 200X)
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Tabela 4 — Frequéncia relativa de resultados por grupos e por parametros avaliados
em ausente, leve, moderado e acentuado, frequéncias que foram zero em todos os

grupos néao foram listados na tabela.

Parametro Grupos Experimentais
Colageno
G Contr G lsq G Isq/OTH G OTH
ausente 11,11% 14,29% 37,50% 0,00%
leve 77,78% 85,71% 62,50% 88,89%
moderado 11,11% 0,00% 0,00% 11,11%

fibroblastos

G Contr G lIsq G Isq/OTH G OTH
ausente 11,11% 0,00% 12,50% 0,00%
leve 11,11% 14,29% 25,00% 0,00%
moderado 77,78% 85,71% 62,50% 100,00%
Infiltracdo de mononucleados
G Contr G lIsq G Isq/OTH G OTH
leve 22,22% 28,57% 12,50% 22,22%
moderado 77,78% 71,43% 87,50% 77,78%
Infiltracdo de polimorfonucleados
G Contr G lsq G Isq/OTH G OTH
ausente 11,11% 0,00% 0,00% 0,00%
leve 11,11% 14,29% 0,00% 11,11%
moderado 33,33% 14,29% 37,50% 11,11%
intensa 44.,44% 71,43% 62,50% 77,78%
Hemorragia e congestao
G Contr G lIsq G Isq/OTH G OTH
ausente 44,44% 28,57% 50,00% 44,44%
leve 33,33% 71,43% 50,00% 55,56%
moderado 22,22% 0,00% 0,00% 0,00%
Neovascularizagéo
G Contr G lsq G Isq/OTH G OTH
Leve 0,00% 0,00% 37,50% 11,11%
moderado 100,00% 100,00% 62,50% 88,89%
Edema
G Contr G lsq G Isq/OTH G OTH
intensa 0,00% 0,00% 12,50% 0,00%
Leve 66,67% 85,71% 75,00% 88,89%

moderado 33,33% 14,29% 12,50% 11,11%
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A partir dos valores da avaliacdo, médias foram comparadas pelo teste de
Kruskall-Wallis para amostras independentes por comparacées multiplas pareadas.
Os resultados discriminados por animal encontram-se no apéndice W e o0s
resultados estatisticos podem ser vistos na Tabela 5 e no apéndice X. Nao houve

diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos.

Tabela 5 Comparagdo entre 0s grupos critérios histopatolégicos avaliados como
ausente(0), leve (1), moderado (2) e acentuado (3).

Critério Valor de p (Kruskal-Wallis)
Colageno 0,845
Fibroblastos 0,845
Infiltrado mononuclear 1
Infiltrado polimorfonuclear 0,491
Neovascularizacéo 1
Edema 1
Hemorragia e Congestéo 0,838

A correlacdo entre todos os parametros histopatoldgicos sem distingdo entre
grupos experimentais foram feitos pela correlacdo Tau B de Kendall e estédo
expressos em Coeficiente de correlacdo tau de Kendall (1) e valor de p (Apéndice
Y).

Na andlise de correlacdo entre os parametros a correlacdo foi forte e positiva
entre:

a) fibroblastos e colageno (Tb=0,769, p=0,000); e

b) microabscessos e infiltrado de polimorfonucleados (7b=0,731, p=
0,000).

A correlacéo foi moderada e positiva entre:

a) neovascularizacéo e colageno (Th=0,543, p= 0,002);

b) neovascularizagéo e fibroblastos (Tb =0,534 p= 0,002);

c) reepitelizacéo e colageno (Tb = 0,498, p= 0,003);

d) reepitelizacao e fibroblastos (Tb= 0,450, p=0,008);

e) microabscesso e ulceragao (Tb=0,352, p=0,03);

f) crosta fibrinoleucocitaria e ulceracao (7h=0,528, p= 0,003);

g) crosta fibrinoleucocitaria e separacao das bordas da ferida da operacao
(Tb=0,383, p= 0,030);

h) separacdo dos bordos da ferida cirargica e crosta (Th = 0,383, p=
0,030).
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A correlacdo foi moderada e negativa entre:
a) crosta fibrinoleucocitaria e reepitelizacdo (Tb = -0,481, p= 0,005);
b) crosta fibrinoleucocitaria e ulceracdo (Tb =-0,528, p= 0,003);
c) separacao das bordas da ferida da operacgao e fibroblastos (Th=-0,446,
p= 0,010).

Com relacdo a auséncia ou presenca dos achados histopatolégicos, foram
classificados  ulceracdo, crosta fibrinoleucocitdria, necrose isquémica,
microabscesso, colonias, corpo estranho e separacdo das bordas da ferida da
operacdo (Tabela 6). Apos contagem de resultados por grupo experimental foram
comparadas a cada dois grupos pelo teste exato de Fisher. Os resultados

discriminados por animal encontram-se no Apéndice Z.
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Tabela 6 - Histopatologia por grupo e por achado em porcentagem de critérios

avaliados em ausente ou presente.

Grupos G Contr G lIsq G Isq/OTH G OTH

Ulceracao

Ausente 22% 0% 0% 11%

Presente 78% 100% 100% 89%
Crosta fibrinoleucocitaria

Ausente 33% 0% 0% 11%

Presente 67% 100% 100% 89%
Necrose isquémica

Ausente 89% 100% 75% 78%

Presente 11% 0% 25% 22%
Microabscesso

Ausente 33% 29% 12% 11%

Presente 67% 71% 88% 89%
Colbdnias

Ausente 44% 71% 38% 56%

Presente 56% 29% 62% 44%
Corpo Estranho

Ausente 89% 100% 75% 100%

Presente 11% 0% 25% 0%
Separac¢do das Bordas da Ferida da operacdo

Ausente 56% 43% 38% 56%

Presente 44% 57% 62% 44%
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4.6.1 Ulceracao

S

Figura 7 - Microscopia da cicatriz. Ulceracao (asterisco amarelo). (HE, 40 X).
Todos animais dos grupos G Isq e G Isq/OTH apresentaram ulceragcdo. Nao

houve diferenca estatistica entre os grupos G Contr e G OTH (p=1, teste exato de
Fisher).

Gréfico 7 - Frequéncia relativa entre 0os grupos no item ulceracdo da analise

histopatologica.
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4.6.2 Crosta fibrinoleucocitaria

Todos resultados de animais dos grupos G Isq e G Isg/OTH apresentaram
crosta fibrinoleucocitaria. Apesar do Gr Contr ter apresentado frequéncia relativa
menor de crosta fibrinoleucocitaria do que o G OTH, 67% contra 89%, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos p=0,576 (Teste Exato de
Fisher).

Figura 8 - Microscopia da cicatriz. Crosta fibrinoleucocitaria (asterisco azul) na
Glcera. (HE, 40 X).

Grafico 8 — Frequéncia relativa de crosta fibrinoleucocitaria por grupo
experimental.
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4.6.3 Necrose Isquémica

Os grupos G Contr, G Isq/OTH e G OTH apresentaram resultados bastante
proximos que podem ser vistos no grafico 9 e confirmados pela auséncia de
diferenca estatisticamente significativa na comparagao entre os grupos G Isq e G

Isg/OTH p=0,467; e entre os grupos G Contr e G OTH (p=1, teste exato de
Fisher).
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Figura 9 - Microscopia da cicatriz. Necrose isquémica da mucosa (asterisco

amarelo). (HE, 100X).
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Grafico 9 - Frequéncia relativa necrose isquémica por grupo experimental
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4.6.4 Microabscesso

Microabscesso foi constatado em todos os grupos e nédo houve diferenca
estatistica na comparacéo (G Isq x G I1sg/OTH) p=0,569 entre os grupos G Contr e G
OTH (p=0,576, teste exato de Fisher).
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Figura 10 - Microscopia da cicatriz. Microabscesso neutrofilico (asterisco azul). (HE,
200 X).

Gréfico 10 — Frequéncia relativa de microabscesso por grupo experimental
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4.6.5 Colbnias bacterianas

Figura 11 - Microscopia da cicatriz. Colonias bacterianas (asterisco verde). (HE, 200
X).

Foram constatadas colbnias em todos os grupos e ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na comparacéo (G Isq x G I1sq/OTH) p=0,315 nem entre
os grupos G Contr e G OTH (p=1, teste exato de Fisher).

Gréfico 11 - Frequéncia relativa da presenca de coldnias bacterianas por grupo

experimental.
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4.6.6 Corpo Estranho

Figura 12 - Microscopia da cicatriz. Corpo estranho (asterisco vermelho). (HE, 200
X).

N&o houve avaliacdo de laminas com corpo estranho nos grupos G Isq e G
OTH. A frequéncia relativa no G Contr foi de 11% e no G Isg/OTH de 25%, apesar
disso ndo houve diferenca estatisticamente significativa na comparacao (G Isq x G
Isg/OTH) p=0,467 nem entre os grupos G Contr e G OTH (p=1, teste exato de
Fisher).

Gréfico 12 — Frequéncia relativa corpo estranho nos grupos experimentais.

BN
T
B0
500
400
300
Pl
0% I
o 1

G Contr G kg G lsgfOTH GOTH

B Ausente W Présente



54

4.6.7 Separacao das Bordas da Ferida da operacéao

5/

Figura 13 - Microscopia da cicatriz. Bordas unidas (A) e separadas (B). Mucosa

(asterisco amarelo) (HE, 40 X).

Como pode ser visto no grafico 13, os resultados foram semelhantes entre
todos grupos e ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
pelo teste exato de Fisher (p=1), comparados dois a dois G Isq com G Isq/OTH G
Contr com G OTH.

Gréfico 13 - Frequéncia relativa separacdo das bordas da ferida da operacéo.
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4.6.8 Reepitelizacdo nas bordas da ferida da operacéo

Houve reepitelizacéo total apenas em 22,22% de animais do grupo controle,
nao houve reepitalizagdo total em nenhum outro animal dos outros grupos. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos G Isq e G Isg/OTH
p=0,315 (Exato de fisher).

l“
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Figura 14 - Microscopia da cicatriz. Reepitelizacdo (seta azul) (HE, 100 X).

Gréfico 14 - Frequéncia relativa de reepitelizacdo nas bordas da ferida da operacao

entre grupos.
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4.7 TEMPO DE DURACAO DAS OPERACOES

As medianas (primeiro quartil-terceiro quartil) foram G Contr 1h09min
(1h02min-1h14min); G Isq 1h05min (59min-1h19min); G Isg/OTH 1h11min (1h07min-
1h15min); G OHB 1h10min (1h05min-1h15min) (Apéndice J). Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa no tempo de cirurgia entre os grupos p= 0,386 (trés

graus de liberdade, Kruskal-Wallis).

Gréfico 15 — Gréfico de caixa de tempos de cirurgia por grupo.
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Grafico 16 - Duracdo de operacdo por grupo experimental na sequéncia em que

foram realizados.
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5 DISCUSSAO

Comparamos quatro grupos experimentais para verificar possiveis beneficios
de um protocolo de oxigenioterapia hiperbarica constituido por duas sessfes no pré
e trés no pos-operatério de resseccdo e anastomose de segmento do coélon
esquerdo. Dois grupos tiveram indugédo de isquemia, para comparar um grupo com
isquemia induzida sem oxigenioterapia e outro grupo com inducao e com sessoées de
oxigenioterapia.

Para compararmos, foram utilizados a evolugéo clinica, variagdo ponderal,
avaliacdo macroscopica da cavidade abdominal e da anastomose na reoperacao e
também métodos para avaliacdo de cicatrizacdo como estudo histopatoldgico e teste
de resisténcia mecéanica.

Ha véarios modelos experimentais para estudo. Como modelo animal foram
escolhidas fémeas jovens de ratas da linhagem isogénica LEW/HsdUnib.

Em revisdo de 2016 por Bosmans et al, autores de 277 artigos publicados
entre 1° de janeiro de 2000 e 31 de dezembro de 2014 receberam questionarios
para estabelecer consenso internacional a respeito do uso de modelos animais para
pesquisa de anastomoses no trato gastrointestinal inferior’. Trinta e cinco autores
chegaram ao consenso em muitos topicos, mas houve discordancia se o modelo
murino € adequado para estudos de anastomose. Muitos membros do painel
opinaram que ratos n&o podem ser usados como modelo para vazamento
anastomaotico uma vez que sdo mais resistentes a infeccdes e mascaram sinais
clinicos, enquanto outros membros do painel tém usado ratos para esse propoésito
por muitos anos com resultados satisfatérios*’.

A escolha por linhagem isogénica foi feita na expectativa de diminuir variagao
genética como fator confundidor, diminuir a variacdo de resposta dentro de cada
grupo experimental e aumentar a reproducibilidade do trabalho experimental*®4°.

Existem poucos trabalhos experimentais publicados com uso de fémeas,
especialmente em cicatrizacdo de anastomose colonica. Nao foi encontrado nenhum
artigo que relatasse diferenca de cicatrizacdo entre modelos animais machos e
fémeas, embora ha relatos de maior incidéncia em homens do que mulheres de
vazamento anastomotico®°-°2,

Foram usados animais jovens e saudaveis. A idade em dias na data da

operacdo variou de 112 a 133 com mediana de 128 dias (125-131). Parametros
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reprodutivos podem ser usados para comparar a idade entre espécies. Ratas
apresentam primeiro cio, o que seria equivalente a puberdade em humanos, em
média em 50 dias (+/-10) e deixam de ter ciclos reprodutivos ao redor dos doze
meses de idade, o que pode ser comparado com a menopausa da mulher. A
vantagem em usar jovens adultas é diminuir fatores confundidores como outras
morbidades associadas a idade ou a obesidade®3.

Ainda sobre a adequacdo da experimentacdo em modelos animais,
aclimatacdo é relevante para sucesso. A definicdo do periodo de aclimatacao varia
muito conforme cada experimento. O periodo de aclimatacdo deste experimento foi
consideravel, de, pelo menos, 67 dias, a fim de adequar calendario dos participantes
e disponibilidade do Laboratério de Cirurgia Experimental. Poderia ter sido mais
curto sem prejuizo algum ao experimento.

Neste experimento, o investigador principal colocava suas maos dentro da
caixa, mantinha-as imoOveis e aguardava até que o0s animais ficassem
suficientemente calmos para tocar e cheirar suas maos. A partir desse momento,
iniciava cocegas no dorso e na barriga das ratas. Esse manejo nao passava de um a
dois minutos por caixa.

Depois disso, a manipulacdo prosseguia com a colocacdo das ratas nas
caixas das sessoes hiperbaricas enquanto eram avaliadas pelos critérios clinicos de
monitoramento. Esse procedimento permitiu a habituacdo dos animais nas caixas e
oportunidade para que o avaliador estabelecesse os padrbes basais de cada critério.

Ratos tém diversos comportamentos sociais, € comportamentos ludicos séo
fundamentais para a interacdo social deles, especialmente entre 0os mais jovens.
Comportamentos ludicos sdo altamente recompensadores e tém papel relevante
para o desenvolvimento social, cognitivo e para o bem-estar do animal®*. O
manipulador humano pode simular essas interagfes ludicas, fazendo cécegas no
dorso e na barriga do rato®°. Receber cécegas antes de procedimento afeta
positivamente o rato e mitiga a aversdo a manipulacdo e procedimentos, inclusive
injecdes, e assim melhora o bem-estar animal®’:%8,

O uso do microscopio cirdrgico para sintese da anastomose coldénica mostrou-
se descomplicado e facilitou a visualizacdo, resultando em técnica cirdrgica mais

apurada.
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A eletrocoagulacao agilizou os procedimentos e facilitou em muito o tempo de
espera e simulacédo dos grupos que nao sofreram a inducdo da isquemia. Boa parte
dos experimentos utilizaram a induc¢ao de isquemia por ligadura com fio cirargico.

A relevancia do estudo da cicatrizacdo colbnica esta fundamentada no
vazamento anastomotico que persiste como grave complicacdo de cirurgias
colorretais e a comunidade cientifica ainda busca maneiras viaveis para diminuir sua
incidéncia.

As aderéncias intra-abdominais sdo complicacées pos-operatorias frequentes
apos cirurgia abdominal e pélvica. Sempre que ha uma complicacdo da cirurgia
como deiscéncia e abscesso, aumenta a possibilidade de formacao de aderéncia. A
aderéncia pode inicialmente facilitar a resolucdo da complicacédo priméaria mas pode
eventualmente causar desconforto como dor abdominal e mesmo obstrucdes
intestinais que, muitas vezes, necessitam de operacéo®®.

O acompanhamento clinico revelou alteracfes discretas em todos 0s grupos,
ndo houve necessidade de retirar nenhum animal por ponto final humanitario do
experimento. Contracdo periorbital, abaulamento de focinho e bochecha, alteragéo
de posicionamento de vibrissas, dorso arqueado e abdome inchado ndo foram
demonstrados por nenhum animal em nenhum dos dias de observacéo.

O Udnico animal que morreu no periodo pdés-operatério, identificacdo 322,
demonstrou apenas um sinal monitorado, a cromodacriorreia classificada como um
(visivel), sem demonstrar nenhum outro sinal clinico.

A cromodacriorreia foi mais constatada no quarto dia do experimento, com
demonstracao decrescente no quinto e sexto dia do experimento.

A reducédo da atividade foi mais evidente no quarto dia, foi mais discreta no
quinto dia 5 e nao foi registrada no sexto dia.

Pelo menos um animal de cada grupo apresentou afundamento de flanco,
todos os animais que apresentaram afundamento de flanco foram classificados
como 1 (perceptivel). Nenhum animal apresentou afundamento de flanco avaliado
em 2 (evidente). Alguns animais apresentaram afundamento de flanco no quarto dia,
outros animais apresentaram no sexto dia. Nenhum animal apresentou afundamento
de flanco no quinto dia.

Os dois animais do grupo isquemia com fistula ndo demonstraram qualquer

outro sinal aléem da cromodacriorreia, um deles apresentou a maior perda ponderal
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relativa entre todos os grupos, de -13,82%, mas 0 segundo teve perda de apenas -
5,8%, média do grupo Isquemia -8,9% (+/- 2,83).

A mortalidade global no presente estudo foi de 10% (4/40). Problemas
durante anestesia foram responséveis por 75% (3/4) dos Obitos, dois pelo uso de
fentanil como um dos farmacos da anestesia balanceada e um pela tentativa de
aprofundamento de plano anestésico pelo aumento na concentracao de sevoflurano.
Um dos Obitos ocorreu no pos-operatorio no sexto dia do experimento. Nao foi
possivel determinar a causa da morte porque na necropsia ndo foi identificada
obstrucao, peritonite, fistula ou qualquer outra alteracao.

Chama a atencdo que nenhum dos animais dos grupos que foram submetidos
a OTH morreu.

Houve fistula apenas em dois animais do G Isq. Nenhum animal do G
Isg/OTH apresentou fistula, bem como nenhum animal dos grupos Contr e G OTH.

Aparentemente a oxigenioterapia hiperbarica ofereceu algum beneficio contra
o aparecimento de fistula. Isso tem relevancia clinica pela gravidade das
consequéncias da fistula, apesar da diferenca de frequéncia de fistula entre os
grupos G Isq e G Isq/OTH nao ter sido estatisticamente significativa.

Quando os desfechos morte e fistula foram analisados comparando os grupos
gue passaram (G OTH e G Isgq OTH) e os que nao passaram (G Contr e G IsQq)
houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (valor de p= 0,036
para teste exato de Fisher) favorecendo o0s animais que passaram pela
oxigenioterapia hiperbarica. Isso sugere que a oxigenioterapia hiperbarica protegeu
0s animais desses dois eventos.

A protecdo contra formacgédo de fistula esta diretamente relacionada ao
processo de cicatrizacdo da anastomose. Com relacdo ao evento morte, a possivel
protecdo pode estar mais associada a anestesia do que a cicatrizagdo, ja que um
animal morreu durante anestesia e o segundo animal morreu na véspera da
reoperacdo. Nesse segundo animal, ndo foi observada nenhuma alteracdo na
necropsia que pudesse ser imputada como causa mortis.

Na reoperacdo foram verificadas a presenca e quantidade de aderéncias,
abscessos, deiscéncia e fistula. Deiscéncia da anastomose € definida como a
separacdo dos bordos suturados de uma ferida cirdrgica em qualquer ponto
enquanto fistula € o vazamento do conteddo intestinal na cavidade peritoneal. A

fistula € sempre precedida de deiscéncia, enquanto nem toda deiscéncia resultara
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em fistula, pois pode haver bloqueio de extravasamento por omento, por outros
orgaos ou por aderéncia.

Neste trabalho, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos para o escore de Nair, avaliamos numero e localizacdo das aderéncias e nédo
avaliamos resisténcia de forma semiquantitativa com foi realizado no trabalho de
Bento et al ©°,

Bento et al®® compararam a adeséo induzida por fio de seda na cavidade
peritoneal de ratos em trés grupos experimentais distintos. Um grupo sem
oxigenioterapia hiperbarica, segundo grupo submetido a normaoxia hiperbarica (21%
de oxigénio a 2,5 ATA) e terceiro submetido a hiperdxia hiperbarica (100% de
oxigénio a 2,5 ATA). A avaliagdo na necropsia realizada ap0s eutanésia no sétimo
dia ap06s a operacdo classificou adesdo como firme ou como fragil. O estudo
histopatolégico classificou de leve ou intenso os critérios de inflamacéo, proliferacao
vascular e fibrose.

Houve frequéncia maior de proliferagdo vascular classificada como intensa e
de adeséo classificada como fragil no grupo de hiperdxia hiperbéarica e os autores
sugeriram que sessfes de oxigenioterapia hiperbarica podem ser Uteis na prevencéo
de adesdes mais intensas apods laparatomia.

A oxigenioterapia hiperbérica tem sido usada como adjuvante na cicatrizacao
de feridas complicadas, Ulcera de decubito e lesbes do pé diabético. O uso como
pré-condicionamento para operacdes com risco de isquemia e ou lesdo de isquemia-
reperfusdo tem sido sugerido por alguns autores.

Foi demonstrado em trabalhos experimentais que sessdes de oxigenioterapia
hiperbarica ndo proporcionaram nenhum beneficio aos animais nos grupos
saudaveis®'. Beneficios da oxigenioterapia hiperbarica foram demonstrados quando
h& agravo ou comorbidade.

As complicagdes mais induzidas nos modelos animais de estudos de
cicatrizagdo anastomotica relatadas em uma revisdo sistematica foram isquemia,
isquemia e reperfusdo, obstrucdo intestinal, ictericia obstrutiva, peritonite,
quimioterapia e radioterapia®®. A isquemia no local da anastomose é um complicador
em situacdes de operagfes colorretais, especialmente em pacientes oncologicos e

por esse motivo o agravo escolhido para este trabalho foi isquemia.
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Quanto as sessbes de oxigenioterapia hiperbarica, ndo ha consenso no
namero de sessbes prévias, no intervalo entre sessdes, no intervalo entre ultima
sessao e a intervencgdo e no intervalo da primeira sesséo apos a intervencgao.

Ha indicios que protocolos mais intensos, com mais de uma sessao por dia
tém melhores resultados®1%17.6264 e também pressurizacédo de fundo de pelo menos
2,8 ATA®%?2 tém obtido melhores resultados em detrimento de protocolos mais
conservadores com menos sessfes, com maior intervalo entre sessées ou com
pressurizacdo final menores?!3.6566,

No presente trabalho, optou-se pela reoperacdo no quarto dia, porque
compreende fase critica para vazamentos de anastomose colorretais e é periodo de
transicdo entre as fases inflamatéria aguda e proliferativa validado por inUmeras
publicacdes.

Diversos autores de artigos sobre cicatrizacdo separam grupos experimentais
baseando-se nessas fases, investigando especialmente a fase inflamatoéria aguda ou
na transicdo entre fase inflamatéria aguda e proliferativa. O dia da reoperacédo e
coleta de amostras pode variar, alguns autores investigaram no terceiro dia pés-
operato6rio®”68; no quarto dia®1317.6566 @ no quinto dia'?°2.

No nosso trabalho, nem isquemia tampouco oxigenioterapia induziram
alteracdes que levassem a avaliacdo distinta entre 0s grupos nos parametros
histopatolégicos estudados. A isquemia induzida ndo produziu efeitos adversos que
pudessem ser avaliados histopatologicamente no quarto dia. I1Sso sugere que 0
modelo de isquemia escolhido ndo tenha sido adequado para produzir diferencas
detectaveis nos parametros histopatolégicos no quarto dia, embora a isquemia
induzida logrou produzir fistula em dois animais.

Sequer no parametro necrose isquémica houve incidéncia maior no grupo
isquemia, e até mesmo no parametro hemorragia e congestdo nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos.

Os resultados entre grupos foram estatisticamente idénticos nos parametros
infiltrado mononuclear, neovascularizacdo e edema. Os resultados nos parametros
colageno, fibroblastos e hemorragia e congestdo foram estatisticamente
semelhantes em todos 0s grupos.

A andlise de correlacédo entre os parametros revelou forte correlacdo positiva
entre fibroblastos e colageno e entre microabscessos e infiltrado de

polimorfonucleados. Essa correlacdo era esperada uma vez que fibroblastos
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sintetizam colageno e leucdcitos polimorfonucleados tém funcédo fagocitaria e
subsequente producao de reativos intermediarios do oxigénio e nitrogénio.

Houve moderada correlagéo positiva entre neovascularizacao e fibroblastos e
entre neovascularizagao e colageno e entre fibroblastos e reepitelizacéo.

Naqueles fatores que podem perturbar a cicatrizacdo houve moderada
correlacdo positiva entre crosta fibrinoleucocitaria e ulceracdo, e entre crosta e
separacdo das bordas da ferida da operacdo, bem como entre microabscesso e
ulceragéo.

A separacdo das bordas da ferida cirdrgica correlacionou-se negativamente
com fibroblastos e colageno. A reepitelizacdo correlacionou-se negativamente com
crosta fibrinoleucocitaria.

No que trata sobre testes mecanicos, tanto a pressao de ruptura quanto a
forca de ruptura foram consideradas apropriadas para avaliacdo mecanica da
cicatriz anastomotica em consenso feito por questionario com 35 autores de 167
artigos*’. Para Rosin et al (1978) e Young e Wheeler (1983), a forca de ruptura
anastomotica € semelhante a pressdo de ruptura, durante a primeira semana de
pos-operatorio®:79,

No presente estudo, para avaliacdo de resisténcia mecanica optamos pela
medicdo da forca de ruptura. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos. Esse achado estd em desacordo com trabalhos anteriores. Yagci et
al em 2006 e Hamzaoglu et al em 19981762 relataram efeito positivo da
oxigenioterapia hiperbarica nos parametros mecanicos e bioquimicos de
anastomoses de colon de ratos normais e com isquemia induzida. Todos animais do
experimento, com excecdo dos dois animais do grupo isquemia que tiveram fistula
tiveram boa cicatrizacao.

Embora o conteddo de hidroxiprolina seja considerado informativo sobre a
guantidade de colageno, decidiu-se por ndo determina-lo neste trabalho posto que
nao fornece informacdes sobre os subtipos de colageno, a maturidade do colageno
e, portanto, ndo necessariamente a forca do tecido, uma vez que ela depende do
tipo e qualidade do colageno presente no tecido anastomético’"2,

Pontos que podem ser pesquisados em trabalhos futuros sao outros
protocolos mais intensos de OTH, com mais de uma sessao por dia, pressurizacao

final maior como 2,8 ATA e talvez maior tempo de pressurizacao.
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6 CONCLUSAO

Nas condicbes em que este estudo foi realizado e baseado nos resultados
obtidos, as sessdes de oxigenioterapia hiberbaricas nao influenciaram a cicatrizacéo
de anastomose coldnica no quarto dia apés operacdo nos critérios de resisténcia e
nos critérios histopatolégicos. Ndo houve o6bito nem fistula nos animais submetidos a
oxigenioterapia hiperbarica. Isso sugere que a oxigenioterapia hiperbarica protegeu

0S animais desses dois eventos.
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APENDICES

APENDICE A — identificac&o dos animais pelo nimero de chip eletrénico implantado
e pelo numero pelos quais foram citados no texto.

identificagdo Numero pelo qual foi citado no caix Grupo
Microchip texto a Experimental

963008000803291 291 3 G Isq/OTH
963008000803292 292 3 G OTH
963008000803293 293 3 G lIsq
963008000803294 294 3 G Contr
963008000803295 295 1 G Isq/OTH
963008000803296 296 1 G OTH
963008000803297 297 1 G Isq
963008000803298 298 1 G Contr
963008000803299 299 5 G Isq/OTH
963008000803300 300 5 G OTH
963008000803301 301 5 G Isq
963008000803302 302 5 G Contr
963008000803303 303 9 G Isq/OTH
963008000803304 304 9 G OTH
963008000803305 305 9 G Isq
963008000803306 306 9 G Contr
963008000803307 307 2 G Isq/OTH
963008000803308 308 2 G OTH
963008000803309 309 2 G lsq
963008000803310 310 2 G Contr
963008000803311 311 4 G Isq/OTH
963008000803312 312 4 G OTH
963008000803313 313 4 G Isq
963008000803314 314 4 G Contr
963008000803315 315 8 G Isq/OTH
963008000803316 316 8 G OTH
963008000803317 317 8 G Isq
963008000803318 318 8 G Contr
963008000803319 319 6 G Isq/OTH
963008000803320 320 6 G OTH
963008000803321 321 6 G Isq
963008000803322 322 6 G Contr
963008000803323 323 7 G Isq/OTH
963008000803324 324 7 G OTH
963008000803325 325 7 G Isq
963008000803326 326 7 G Contr
963008000803327 327 10 G Isq/OTH
963008000803328 328 10 G OTH
963008000803329 329 10 G Isq

963008000803330 330 10 G Contr
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APENDICE B - Materiais de consumo utilizados.

- . data data de
Descricao nome comercial . N : lote
fabricacéo validade

fio inabsorvivel de
prolipropileno 5-0 75 cm duas Surgipro 1l 2 x

agulhas 1/2, 1,7 cm ponta MQ17 18 fev 16 16 fev21 1600968C
cilindrica
monofilamento nylon 6-0
agulha 3/8 16,5 mm NY64CT16 abr 16 abr 21 16160502
Racao para ratos e Presence Ratos e 41EX170060729
camundongos Camundongos 26/05/2017  22/11/2017 Cod 05.7883.40.20
midazolam Midazolam 30/11/2018 AP 186/16
Servoflurano Sevocris 02/2016 02/2018 16021195
lubrificante oftalmico Systane UL Alcon 06/2016 01/2020

APENDICE C - Controle de temperatura e umidade no alojamento dos animais.

Diae temperatura  temperatura  temperatura umidade umidade umidade
Més maxima média minima maxima media minima
(2017)
12/8 26,1 25,35 24,6 57 47 37
15/8 26,6 25,45 24,3 46 39 32
16/8 26,7 25,7 24,7 46 41,5 37
17/8 26,3 25,35 24,4 46 42 38
18/8 26,5 25,55 24,6 60 49,5 39
19/8 26,9 25,75 24,6 60 48,5 37
21/8 27,2 26,15 25,1 52 43,5 35
22/8 27,3 26,3 25,3 53 48,5 44
23/8 27,3 25,75 24,2 56 50 44
24/8 25,2 24,4 23,6 69 61 53
25/8 24,6 23,9 23,2 68 61 54
26/8 25,1 24,2 23,3 59 52,5 46
27/8 25,6 24,7 23,8 48 43 38
28/8 25,9 25,1 24,3 43 39 35
29/8 26,8 25,7 24,6 43 35,5 28
30/8 27 25,85 24,7 41 32 23
31/8 26,8 25,75 24,7 59 47 35
1/9 26,7 25,7 24,7 64 52 40
2/9 26,9 25,6 24,3 67 54 41
3/9 25,7 24,6 23,5 73 61 49

4/9 24,9 24,2 23,5 71 63,5 56
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APENDICE D - Estatisticas do controle de temperatura e umidade do alojamento
dos animais.

temperatura temperatura temperatura umidade umidade umidade

maxima média minima maxima média dia minima
Valor p (Saphiro-wilk) 0,063 0,039 0,096 0,266 0,631 0,564
Média 26,29 25,29 24,29 56,24 48,14 40,05
Desvio Padrao 0,82 0,68 0,59 10,03 8,73 8,30
Erro padréo 0,18 0,15 0,13 2,19 1,91 1,81
0594 Intervalo de lhg{'f; 25,92 24,98 24,02 51,67 44,17 36,27
Conflanca para Média stip:?eirti?)r 26,66 25,60 24,55 60,81 52,12 43,83
Mediana 26,60 25,55 24,40 57,00 48,50 38,00
Amplitude interquartilica 1,25 1,10 1,00 19,50 11,50 10,00
Variancia 0,68 0,47 0,34 100,69 76,28 68,95
Minimo 24,60 23,90 23,20 41,00 32,00 23,00
Méaximo 27,30 26,30 25,30 73,00 63,50 56,00
Intervalo 2,70 2,40 2,10 32,00 31,50 33,00
Valor p (Saphiro-wilk) 0,063 0,039 0,096 0,266 0,631 0,564

APENDICE E - Cronograma dos procedimentos

animais 7al0 11al4 15a18 19a22 23a26 27a30 31a33 34a37 38a4l 42a45
Procedimento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

dia OTH

13 OTH OTH

14 CirOTH* OTH OTH

15 OTH CirOTH OTH

16 OTH OTH CirOTH

17 OTH OTH OTH

18 Reoper**  OTH OTH

19 Reoper OTH OTH

20 Reoper OTH OTH

21 CirOTH OTH OTH

22 OTH CirOTH OTH

23 OTH OTH CirOTH

24 OTH OTH OTH

25 Reoper OTH OTH

26 Reoper OTH OTH

27 Reoper OTH OTH

28 CirOTH OTH OTH

29 OTH CirOTH OTH OTH
30 OTH OTH CirOTH OTH
31 OTH OTH OTH CirOTH
1 Reoper OTH OTH OTH
2 Reoper OTH OTH
3 Reoper OTH
4 Reoper

* CirOTH Laparatomia pela manha e sessao de oxigenioterapia hiperbarica a tarde
** Reoperacao

Os procedimentos foram iniciados em 13 de agosto de 2017 e finalizados em 4 de
setembro.




APENDICE F - Idade no dia da operacao.
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identificacao data de nascimento caixa idade em dias idade em meses
963008000803295 12-abr 1 124 4,1
963008000803296 5-abr 1 131 4,4
963008000803297 5-abr 1 131 4,4
963008000803298 5-abr 1 131 4.4
963008000803307 5-abr 2 132 4.4
963008000803308 5-abr 2 132 4.4
963008000803309 5-abr 2 132 4.4
963008000803310 5-abr 2 132 4,4
963008000803291 12-abr 3 126 4,2
963008000803292 12-abr 3 126 4,2
963008000803293 12-abr 3 126 4,2
963008000803294 12-abr 3 126 4,2
963008000803311 12-abr 4 131 4,4
963008000803312 12-abr 4 131 4,4
963008000803313 12-abr 4 131 4,4
963008000803314 12-abr 4 131 4,4
963008000803299 19-abr 5 125 4,2
963008000803300 19-abr 5 125 4,2
963008000803301 19-abr 5 125 4,2
963008000803302 19-abr 5 125 4,2
963008000803319 19-abr 6 126 4,2
963008000803320 19-abr 6 126 4,2
963008000803321 19-abr 6 126 4,2
963008000803322 19-abr 6 126 4,2
963008000803323 19-abr 7 130 4,3
963008000803324 19-abr 7 130 4,3
963008000803325 19-abr 7 130 4,3
963008000803326 19-abr 7 130 4,3
963008000803315 19-abr 8 131 4.4
963008000803316 19-abr 8 131 4.4
963008000803317 19-abr 8 131 4.4
963008000803318 19-abr 8 131 4.4
963008000803303 19-abr 9 133 4.4
963008000803304 10-mai 9 112 3,7
963008000803305 10-mai 9 112 3,7
963008000803306 10-mai 9 112 3,7
963008000803327 10-mai 10 113 3,8
963008000803328 10-mai 10 113 3,8
963008000803329 10-mai 10 113 3,8
963008000803330 10-mai 10 113 3,8

APENDICE G - Estatisticas de idade no dia da operaco.

Valor de p Saphiro-wilk
Mediana

Primeiro quartil-terceiro quartil
Média
Desvio Padrédo

Erro padréo
95% Intervalo de Confianga para Média

5% da média aparada

Variancia
Minimo
Maximo
Intervalo

0,00000
128
122-134
126,05
6,80
1,08
123,87
128,23
126,47

Limite inferior
Limite superior

46,25
112
133

21




APENDICE H - Sess6es oxigenioterapia hiperbarica.
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nimer caixa inicio chegad tempo veloc saida Tempode térmi tempo de velocidade
oda s press aao de idade fund fundo no da despressuriz de tempo
sessa uriza fundo pressuri de 0 sess acdo em despressuriz  total
o] cao zagdo  press ao minutos acdo em da
uriza ATA/min sessa
cao oem
ATA/ minuto
MIN S
1 1 13:53 14:12 00:19 0,07 15:12 01:00 15:23 00:11 0,13 90
2 1,2 14:43  14:54 00:11 0,13 15:54 01:00 16:20 00:26 0,05 97
3 12,3 1418 1444 00:26 0,05 15:44 01:00 16:12 00:28 0,05 114
4 1,2,3 14:31 14:50 00:19 0,07 15:50 01:00 16:14 00:24 0,06 103
5 1,2,3 14:58 15:19 00:21 0,07 16:19 01:00 16:46 00:27 0,05 108
6 1,2,3 1508 15:32 00:24 0,06 16:32 01:00 16:52 00:20 0,07 104
7 2,3 15145 16:10 00:25 0,06 17:10 01:00 17:30 00:20 0,07 105
8 34 1510 15:34 00:24 0,06 16:34 01:00 16:56 00:22 0,06 106
9 45 15:02 15:20 00:18 0,08 16:20 01:00 16:56 00:36 0,04 114
10 456 1502 15:21 00:19 0,07 16:21 01:00 16:39 00:18 0,08 97
11 456 1506 15:28 00:22 0,06 16:28 01:00 16:45 00:17 0,08 99
12 4,56 14:57 15:13 00:16 0,09 16:13 01:00 16:29 00:16 0,09 92
12 456 15:16 15:35 00:19 0,07 16:35 01:00 16:55 00:20 0,07 99
14 45 15:.03 15:25 00:22 0,06 16:25 01:00 16:41 00:16 0,09 98
15 6,7 14:56 1511 00:15 0,09 16:11 01:00 16:26 00:15 0,09 90
16 7,8 14:29 14:49 00:20 0,07 15:49 01:00 16:08 00:19 0,07 99
17 78,9 15:02 15:22 00:20 0,07 16:22 01:00 16:41 00:19 0,07 99
7,8,9,
18 10 15:113 15:31 00:18 0,08 16:31 01:00 16:53 00:22 0,06 100
7,8,9,
19 10 14:57 15:20 00:23 0,06 16:20 01:00 16:39 00:19 0,07 102
7,8,9,
20 10 15:14 15:33 00:19 0,07 16:33 01:00 16:53 00:20 0,07 99
8,91
21 0 16:09 16:27 00:18 0,08 17:29 01:02 17:48 00:19 0,07 99
22 9,10 15:.09 15:28 00:19 0,07 16:28 01:00 16:48 00:20 0,07 99
23 10 15:05 15:24 00:19 0,07 16:24 01:00 16:45 00:21 0,07 100
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APENDICE | - Fichas de controle de anestesia por animal.

caixa idade dia peso Hora inicio fim DURACAO midazolam cetamina HORA/% sevoflurano
da inducdo operagdo operacado 5mg/kg  75mg/kg inicio 0,25%
operacao 5mg/ml  50mg/ml
295 1 124 235 11:32 11:50 13:30 1:40 0,2 0,4
296 1 131 242 10:00 10:11 11:55 1:44 0,2 0,4
297 1 131 208 9:15 9:37 - - 0,2 0,3 OBITO
298 1 131 215 8:03 8:20 - - 0,2 0,3 OBITO
307 2 132 229 9:00 9:25 10:28 1:03 0,2 0,3 0,50% 1% 10:05
308 2 132 230 7:37 8:00 9:13 1:13 0,2 0,3
309 2 132 241 10:28 11:07 12:43 1:36 0,2 0,4
310 2 132 242 13:36 13:00 14:15 1:15 0,2 0,4 1%
291 3 126 220 9:37 9:58 11:02 1:04 0,2 0,3
292 3 126 188 10:51 11:20 12:30 1:10 0,2 0,3
293 3 126 220 12:27 12:49 13:55 1:06 0,2 0,3
294 3 126 207 8:18 8:30 9:50 1:20 0,2 0,3
311 4 131 220 10:59 11:11 12:30 1:19 0,2 0,3 11:45 0,5%
312 4 131 220 8:08 8:35 9:47 1:12 0,2 0,3 0,5% toda operacao
313 4 131 251 9:39 9:56 10:56 1:00 0,3 0,4 10:20 1%
314 4 131 218 12:19 12:42 13:47 1:05 0,2 0,3 12:57 0,5%
299 5 125 214  11:53 12:15 13:24 1:09 0,2 0,3
300 5 125 213  10:32 10:50 11:57 1:07 0,2 0,3 11:46 0,5%
301 5 125 223 7:44 8:10 9:22 1:12 0,2 0,3
302 5 125 216 9:13 9:30 10:36 1:06 0,2 0,3 10:26 0,5%
319 6 126 215 7:59 8:18 9:30 1:12 0,2 0,3 09:07:00 0,5%
320 6 126 215 10:32 11:10 12:07 0:57 0,2 0,3 11:05:00 0,5%
321 6 126 213 12:01 12:21 13:17 0:56 0,2 0,3
322 6 126 206 9:24 9:43 10:44 1:01 0,2 0,3 9:38 0,5%
323 7 130 212 8:17 8:41 9:53 1:12 0,2 0,3 9:20 1% 9:25 1,25%
324 7 130 219 11:.00 11:06 12:20 1:14 0,2 0,3 11:13:00 1% 11:19 1,5%
325 7 130 212 9:48 10:03 11:08 1:05 0,2 0,3
326 7 130 231  12:16 12:41 13:36 0:55 0,2 0,3
315 8 131 212 12:36 12:59 14:09 1:10 0,2 0,3
316 8 131 208 7:54 8:17 9:35 1:18 0,2 0,3
317 8 131 207 9:25 9:45 11:11 1:26 0,2 0,3
318 8 131 211  11:.08 11:30 12:41 1:11 0,2 0,3
303 9 133 211 11:17 11:41 12:56 1:15 0,2 0,3
304 9 112 219 9:58 10:15 11:25 1:10 0,2 0,3
305 9 112 207 12:44 13:09 14:15 1:06 0,2 0,3 o6bito sevoflurano 1,5%
306 9 112 227 8:27 8:56 10:05 1:09 0,2 0,3
327 10 113 217  10:45 11:06 12:16 1:10 0,2 0,3
328 10 113 222 12:10 12:29 13:30 1:01 0,2 0,3
329 10 113 212 9:34 9:50 10:49 0:59 0,2 0,3

330 10 113 203 7:58 8:25 9:38 1:13 0,2 0,3
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APENDICE J Estatisticas dos tempos de operac¢&o por grupo experimental.

Grupo Experimental

G Contr G Isq G Isq/OTH G OHB
Valor de p Saphiro-wilk 0,998 0,022 0,009 0,030
Graus de liberdade 9 10 10 10
Mediana 1:09 1:05 1:11 1:10
Primeiro quartil-terceiro quartil 1:02-1:14 0:59-1:19 1:07-1:15 1:05-1:15

Média 1:08 1:02 1:13 1:12
Desvio Padréao 0:07 0:25 0:10 0:12
Erro padréo 0:02 0:08 0:03 0:04
95% Intervalo de Limite inferior 1:02 0:44 1:05 1:03
Confianca para Media Limite superior 1:14 1:20 1:20 1:21
Minimo 0:54 0:00 1:03 0:57
Méximo 1:20 1:35 1:39 1:43
Intervalo 0:25 1:35 0:36 0:46

Tempos expressos em hora:minutos

APENDICE K - Teste Friedman de amostras pareadas ndo paramétricas da
diferenga ponderal medida no sétimo dia e no primeiro dia do experimento, Valor de
p=0,02.

Desvi Percentis

Lo esvio L. L.

N Média Padrio Minimo Maximo 250 500 750 Posto

’ (Mediana) Médio

peso em

gzj"’i‘g“fsdgo 36 223,22 13,834 188 253 215,25 220,00 234,00 2,00

experimento
peso em

93’?;“?220 36 204,61 13,357 174 235 195,25 202,00 214,00 1,00

experimento




APENDICE L — Controle Ponderal no dia 1 e dia 7 e diferenca relativa.

Grupo

identificacdo CHIP caixa E ) peso dia 1 peso dia 7 % diferenca
xperimental
963008000803298 1 G Contr 212 6bito
963008000803310 2 G Contr 253 221 -12,65%
963008000803294 3 G Contr 207 191 -7,73%
963008000803314 4 G Contr 218 200 -8,26%
963008000803302 5 G Contr 220 216 -1,82%
963008000803322 6 G Contr 209 6bito
963008000803326 7 G Contr 235 212 -9,79%
963008000803318 8 G Contr 215 200 -6,98%
963008000803306 9 G Contr 238 216 -9,24%
963008000803330 10 G Contr 205 186 -9,27%
Valor de p Saphiro-Wilk 0,293
média -8,22%
Desvio Padréao 2,73%
963008000803297 1 G lIsq 214 6bito
963008000803309 2 G lIsq 248 219 -11,69%
963008000803293 3 G lIsq 220 199 -9,55%
963008000803313 4 G lIsq 251 227 -9,56%
963008000803301 5 G lIsq 231 223 -3,46%
963008000803321 6 G lIsq 217 198 -8,76%
963008000803325 7 G lIsq 217 187 -13,82% fistula
963008000803317 8 G lIsq 207 195 -5,80% fistula
963008000803305 9 G Isq 218 6bito
963008000803329 10 G lIsq 211 193 -8,53%
Valor de p Saphiro-Wilk 0,875
Média -8,90%
Desvio Padréo 2,83%
963008000803295 1 G Isg/OTH 241 235 -2,49%
963008000803307 2 G Isg/OTH 236 214 -9,32%
963008000803291 3 G Isg/OTH 220 198 -10,00%
963008000803311 4 G Isg/OTH 220 195 -11,36%
963008000803299 5 G Isg/OTH 223 214 -4,04%
963008000803319 6 G Isg/OTH 221 197 -10,86%
963008000803323 7 G Isg/OTH 212 193 -8,96%
963008000803315 8 G Isg/OTH 216 203 -6,02%
963008000803303 9 G Isg/OTH 219 202 -7,76%
963008000803327 10 G Isg/OTH 215 202 -6,05%
Valor de p Saphiro-Wilk 0,600
Média -7,69%
Desvio Padrao 2,22%
963008000803296 1 G OTH 239 222 -7,11%
963008000803308 2 G OTH 244 213 -12,70%
963008000803292 3 G OTH 188 174 -7,45%
963008000803312 4 G OTH 220 198 -10,00%
963008000803300 5 G OTH 221 213 -3,62%
963008000803320 6 G OTH 222 196 -11,71%
963008000803324 7 G OTH 223 206 -7,62%
963008000803316 8 G OTH 214 185 -13,55%
963008000803304 9 G OTH 227 210 -7,49%
963008000803328 10 G OTH 222 213 -4,05%

Valor de p Saphiro-Wilk 0,460
Média -8,53%
Desvio Padrdo 3,19%
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APENDICE M - Estatisticas do controle ponderal no primeiro e no sétimo do

experimento, peso expresso em gramas.

Dia 1 do experimento Dia 7 do Experimento
G
G Contr G Isq G Isq/OTH G OTH G Contr G Isq Isg/OTH G OTH
Valor de p (Saphiro
wilk) 0,507 0,173 0,046* 0,116 0,424 0,148 0,035* 0,340
Média 223,88 225,25 222,30 222,00 205,25 205,13 205,30 203,00
Desvio padrédo 16,651 16,534 9,190 14,996 12,837 15,385 12,650 14,750
Mediana 219,00 218,50 220,00 222,00 206,00 198,50 202,00 208,00
Primeiro quartil 209 212,50 215,75 218,50 193,25 193,50 196,50 193,25
Terceiro quartil 237,25 243,75 226,25 230 216 222 214 213
Erro padrédo 5,887 5,845 2,906 4,742 4,539 5,439 4,000 4,664
95%
Intervalo de Limite
Confianca inferior 209,95 211,43 215,73 211,27 194,52 192,26 196,25 192,45
para Média
Limite
Superio 237,80 239,07 228,87 232,73 215,98 217,99 214,35 213,55
r

Variancia 277,268 273,357 84,456 224,889 164,786 236,696 160,011 217,556
Minimo 205 207 212 188 186 187 193 174
Maximo 253 251 241 244 221 227 235 222
Intervalo 48 44 29 56 35 40 42 48

* distribuicdo ndo paramétrica
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APENDICE N - Evolucéo clinica por grupo no dia 4 do experimento.
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APENDICE O - Evolucéo clinica por grupo no quinto dia do experimento.
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APENDICE P - Evoluc&o clinica por grupo no sexto dia do experimento.
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APENDICE Q - Estatisticas dos parametros clinicos no quarto dia do experimento.

cromodacriorréia

Posicdo das orelhas

Reducéo de atividade

G G G G
G G G G G G
Conr  C©'sd 'SqLOT OTH  cConr ©'sd 'SqAOT otH  ©M isq 'ﬁ’o OTH
Valor "\’Nﬁfph'm' 0.000 0.000 0.000 0000 0.000 0.000 0.000 0.000 0'80 0'80 0.000 0'80
Graus de 9 8 10 10 9 8 10 10 9 8 10 10
liberdade
Média 078 08 110 100 000 000 0,20 000 033 038 050 0,60
erro 0147 0125 0100 0000 0000 0000 0133 0000 216 018 4,6, 016
padréo 7 3 3
95%  Lim - -
ntowalo  inf 044 088 087 100 000 000 010 000 oo g 012 023
de
Confiang  Lim .5 347 133 100 000 000 050 000 072 081 088 097
a para sup
Média
Mediana 1,00 1,00 1,00 1,00 000 000 0,00 0,00 000 000 050 1,00
Desviopadrdfo 0,441 0354 0316 0,000 0000 0000 0422 0,000 0’50 0’51 0,527 0’31
Minimo 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Maximo 1 1 2 1 0 0 1 0 1 1 1 1
Intervalo 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1
Amplitude 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
interquartil
Lim inf - limite inferior
Lim sup - limite superior
APENDICE R - Estatisticas dos parametros clinicos no quarto dia do experimento.
Afundamento dos Flancos piloerecdo
G G
G Contr G lsq Isq/OTH GOTH G Contr G Isq Isq/OTH G OTH
Valor p Saphiro-Wilk 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000 0.000 0.000
Graus de liberdade 9 8 10 10 9 8 10 10
Média 0,22 0,13 0,20 0,30 0,00 0,13 0,10 0,10
erro padréo 0,147 0,125 0,133 0,153 0,000 0,125 0,100 0,100
95% Intervalo de Ih'fr:r'ltgr 0,12 -0,17 -0,10 -0,05 0,00 0,17 0,13 -0,13
Confianca para Limite
Média ; 0,56 0,42 0,50 0,65 0,00 0,42 0,33 0,33
superior
5% da média aparada 0,19 0,08 0,17 0,28 0,00 0,08 0,06 0,06
Mediana 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Variancia 0,194 0,125 0,178 0,233 0,000 0,125 0,100 0,100
Desvio padréo 0,441 0,354 0,422 0,483 0,000 0,354 0,316 0,316
Minimo 0 0 0 0 0 0 0 0
Maximo 1 1 1 1 0 1 1 1
Intervalo 1 1 1 1 0 1 1 1
Amplitude interquartil 1 0 0 1 0 0 0 0
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APENDICE S - Estatisticas de parametros clinicos no quinto dia do experimento.

Cromodacriorréia Reducéo atividade
G Contr G lsqg G Isg/OT G OTH G Contr G lsq G Isg/OT G OTH
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Valor de p
Saphiro-
wilk
Graus de 9 8 10 10 9 8 10 10
liberdade
Média 0,67 0,88 0,70 0,70 0,11 0,13 0,20 0,20
Erro 0,167 0,125 0,153 0,153 0,111 0,125 0,133 0,133
padréo
95% Limite 0,28 0,58 0,35 0,35 -0,15 -0,17 -0,10 -0,10
Intervalo inferior
dCe fi Limite 1,05 1,17 1,05 1,05 0,37 0,42 0,50 0,50
onfianca superior

para
Média
5% da média aparada 0,69 0,92 0,72 0,72 0,07 0,08 0,17 0,17
Mediana 1,00 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Desvio Padrao 0,500 0,354 0,483 0,483 0,333 0,354 0,422 0,422
Minimo 0 0 0 0 0 0 0 0
Méaximo 1 1 1 1 1 1 1 1
Intervalo 1 1 1 1 1 1 1 1
Amplitude interquartil 1 0 1 1 0 0 0 0

APENDICE T - Estatisticas de parametros clinicos no sexto dia do experimento.

Cromodacriorréia Afundamento de flanco Piloeregao
G Gls G G G Gls G G G Gls G G
Contr 9 1sg/lOTH OTH Contr 9 Isg/OTH OTH _Contr 9 1sg/OTH OTH
Média 0,50 0,38 0,50 0,40 0,00 0,00 0,20 0,10 0,00 0,00 0,20 0,00
Erro padréo 0,189 0,183 0,167 0,163 0,000 0,000 0,133 0,100 0,000 0,000 0,133 0,000
95% Intervalo ih:‘?rlitc?r 0,05 -0,06 0,12 0,03 0,00 0,00 -0,10 -0,23 0,00 0,00 -0,10 0,00
de Confianca Limite
para Média superior 0,95 0,81 0,88 0,77 0,00 0,00 0,50 0,33 0,00 0,00 0,50 0,00
5% da média aparada 0,50 0,36 0,50 0,39 0,00 0,00 0,17 0,06 0,00 0,00 0,17 0,00
Mediana 0,50 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Desvio Padréo 0,535 0,518 0,527 0,516 0,000 0,000 0,422 0,316 0,000 0,000 0,422 0,000
Minimo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Maximo 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0
Intervalo 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0
Amplitude interquartil 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0




APENDICE U- Medic&o da Forca de ruptura em newtons.

Identificagdo Gr Exp Forga de ruptura (N)

295 G Isq/OTH -

307 G Isq/OTH -

291 G Isq/OTH 0,43
311 G Isq/OTH 0,31
299 G Isq/OTH 0,15
319 G Isq/OTH 0,13
323 G Isq/OTH 0,11
315 G Isq/OTH 0,13
303 G Isq/OTH 0,03
327 G Isq/OTH 0,05
296 G OTH 0,17
308 G OTH 0,03
292 G OTH 1,72
312 G OTH 0

300 G OTH 0,01
320 G OTH 0,01
324 G OTH 0,05
316 G OTH 0,41
304 G OTH 0

328 G OTH 0,01
297 G lIsq 0

309 Glsq 0,13
293 G lsq 0,35
313 G lsq 0,01
301 Glsq 0,03
321 G lsq 0,03
325 G lIsq 0,01
317 G lsq 0,03
305 G lIsq 0,11
329 G lsq 0,19
298 G Contr 0,05
310 G Contr 0,07
294 G Contr 0,13
314 G Contr 0

302 G Contr 0

322 G Contr -

326 G Contr 0,03
318 G Contr 0

306 G Contr 0,05

330 G Contr 0,03
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APENDICE V - Frequéncia absoluta e relativa de animais por escore de Nair por
grupo experimental.

Escore de 0 1 2 3 4 - -
Nair
Quantidade Auséncia Uma Duas Trés ou Direta a Fistula na Nao
de banda bandas Mais parede  anastomose avaliados
aderéncias bandas
Grupo Exp
Isq/OTH 0 0 7 (70%) 3 (30%) 0 0 0
OTH 0 0 5 (50%) 5 (50%) 0 0
Isq 0 0 2 (25%) 6 (75%) 0 2 2
Contr 0 1(11,11%)  1(11,11%)  7(77,77%) 0 1
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APENDICE W - Resultados do estudo histopatolégico por animal e por grupo
experimental, critérios semiquantitativos avaliados como ausente (0), leve (1),
moderado (2) e acentuado (3).

Anima Grgpo . fibroblasto Infiltrado _Infiltrado hemorragi neovascularizaca
| Experimenta colageno s mononuclea  Polimorfonuclad ae o edema
| r o] congestdo

294 G Contr leve moderado leve moderado ausente moderado leve
302 G Contr leve leve moderado moderado leve moderado leve
306 G Contr modoerad moderado moderado ausente ausente moderado leve
310 G Contr leve moderado  moderado leve ausente moderado leve
314 G Contr leve moderado leve acentuado ausente moderado leve
318 G Contr leve moderado  moderado moderado leve moderado leve
322 G Contr ausente ausente moderado acentuado moderado moderado moderado
326 G Contr leve moderado  moderado acentuado moderado moderado moderado
330 G Contr leve moderado  moderado acentuado leve moderado moderado
293 G lsq leve moderado leve leve ausente moderado leve
301 G Isq ausente leve moderado acentuado leve moderado leve
309 G lIsq leve moderado  moderado acentuado ausente moderado leve
313 G Isq leve moderado leve acentuado leve moderado leve
317 G lIsq leve moderado  moderado moderado leve moderado leve
321 G Isq leve moderado  moderado acentuado leve moderado leve
325 G lsq *

329 G Isq leve moderado  moderado acentuado leve moderado moderado
201 G Isq/OTH *

295 G Isg/OTH ausente ausente leve acentuado ausente leve acer:)tuad
299 G Isq/OTH ausente leve moderado moderado leve leve leve
303 G Isg/OTH leve moderado moderado acentuado leve moderado leve
307 G Isq/OTH leve moderado  moderado moderado ausente moderado leve
311 G Isg/OTH o

315 G Isq/OTH leve moderado  moderado acentuado ausente moderado leve
319 G Isg/OTH ausente leve moderado moderado ausente leve leve
323 G Isq/OTH leve moderado  moderado acentuado leve moderado leve
327 G Isq/OTH leve moderado  moderado acentuado leve moderado moderado
292 G OTH leve moderado leve acentuado ausente moderado leve
296 G OTH modoerad moderado moderado acentuado leve moderado leve
300 G OTH leve moderado leve moderado leve leve leve
304 G OTH leve moderado moderado acentuado leve moderado leve
308 G OTH leve moderado  moderado acentuado ausente moderado leve
312 G OTH leve moderado moderado acentuado ausente moderado leve
316 G OTH leve moderado  moderado acentuado ausente moderado leve
320 G OTH leve moderado  moderado leve leve moderado leve
324 G OTH *x

328 G OTH leve moderado moderado acentuado leve moderado moderado

* sem cicatriz, ** sem lamina
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APENDICE X — Estatisticas dos parametros histolégicos por grupo experimental.

Grupo Experimental

G Contr Glsq G Isg/OTH G OTH
colageno Valor p Saphiro-wilk 0,001 0,000 0,000 0,000
Graus de liberdade 9 7 8 9
Mediana 1,00 1,00 1,00 1,00
Amplitude interquartil 0 0 1 0
Média 1,00 0,86 0,63 1,11
Erro padréo 0,167 0,143 0,183 0,111
95% Intervalo  Limite inferior 0,62 0,51 0,19 0,85
de Confianga Limite superior 1,38 1,21 1,06 1,37
para Média
Desvio Padrédo 0,500 0,378 0,518 0,333
Minimo 0 0 0 1
Maximo 2 1 1 2
Intervalo 2 1 1 1
G Contr G lsq G Isg/OTH G OTH
fibroblastos Valor p Saphiro-wilk 0,000 0,000 0,004
Graus de liberdade 9 7 8 9
Mediana 2,00 2,00 2,00 2,00
Amplitude interquartil 1 0 1 0
Média 1,67 1,86 1,50 2,00
Erro padréo 0,236 0,143 0,267 0,000
95% Intervalo  Limite inferior 1,12 1,51 0,87 2,00
de Confianga Limite superior 2,21 2,21 2,13 2,00
para Média
Desvio Padrao 0,707 0,378 0,756 0,000
Minimo 0 1 0 2
Méaximo 2 2 2 2
Intervalo 2 1 2 0
G Contr G lsqg G Isg/OTH G OTH
Infiltrado mononuclear Valor p Saphiro-wilk 0,000 0,000 0,000 0,000
Graus de liberdade 9 7 8 9
Mediana 2,00 2,00 2,00 2,00
Amplitude interquartil 1 1 0 1
Média 1,78 1,71 1,88 1,78
Erro padrdo 0,147 0,184 0,125 0,147
95% Intervalo  Limite inferior 1,44 1,26 1,58 1,44
de Confianga Limite superior 2,12 2,17 2,17 2,12
para Média
Desvio Padrédo 0,441 0,488 0,354 0,441
Minimo 1 1 1 1
Maximo 2 2 2 2
Intervalo 1 1 1 1
G Contr G lsq G Isg/OTH G OTH
Infiltrado de Valor p Saphiro-wilk 0,039 0,001 0,000 0,000
polimorfonucleados Graus de liberdade 9 7 8 9
Mediana 2,00 3,00 3,00 3,00
Amplitude interquartil 2 1 1 1
Média 2,11 2,57 2,63 2,67
Erro padréo 0,351 0,297 0,183 0,236
95% Intervalo  Limite inferior 1,30 1,84 2,19 2,12
de Confianga Limite superior 2,92 3,30 3,06 3,21
para Média
Desvio Padréao 1,054 0,787 0,518 0,707
Minimo 0 1 2 1
Méaximo 3 3 3 3
Intervalo 3 2 1 2

continua
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APENDICE X — Estatisticas dos parametros histolégicos por grupo experimental -.

hemorragia e congestao

neovascularizagéo

edema

Reepitelizacao

Valor p Saphiro-wilk

Graus de liberdade

Mediana

Amplitude interquartil

Média

Erro padrédo

95% Intervalo  Limite inferior
de Confianga Limite superior
para Média

5% da média aparada

Variancia
Desvio Padrao
Minimo
Maximo
Intervalo

Valor p Saphiro-wilk

Graus de liberdade

Mediana

Amplitude interquartil

Média

Erro padréo

95% Intervalo  Limite inferior
de Confianga Limite superior
para Média

5% da média aparada

Variancia
Desvio Padrao
Minimo
Maximo
Intervalo

Valor p Saphiro-wilk

Graus de liberdade

Mediana

Amplitude interquartil

Média

Erro padrédo

95% Intervalo  Limite inferior
de Confianga Limite superior
para Média

5% da média aparada

Variancia
Desvio Padréao
Minimo
Maximo
Intervalo

Valor p Saphiro-wilk

Graus de liberdade

Mediana

Amplitude interquartil

Média

Erro Padrédo

95% Intervalo  Limite inferior
de Confianga  Limite superior
para Média

5% da média aparada

Variancia
Desvio Padréo
Minimo
Maximo
Intervalo

Grupos Experimentais

G Contr G lsq G Isg/OTH
0,025 0,000 0,001
9 7 8
1,00 1,00 0,50
2 1 1
0,78 0,71 0,50
0,278 0,184 0,189
0,14 0,26 0,05
1,42 1,17 0,95
0,75 0,74 0,50
0,694 0,238 0,286
0,833 0,488 0,535
0 0 0
2 1 1
2 1 1
G Contr G lsq G Isg/OTH

0,000

9 7 8
2,00 2,00 2,00

0 0 1
2,00 2,00 1,63
0,000 0,000 0,183
2,00 2,00 1,19
2,00 2,00 2,06
2,00 2,00 1,64
0,000 0,000 0,268
0,000 0,000 0,518

2 2 1

2 2 2

0 0 1

G Contr G lsq G Isq/OTH

0,000 0,000 0,000

9 7 8
1,00 1,00 1,00

1 0 1
1,33 1,14 1,38
0,167 0,143 0,263
0,95 0,79 0,75
1,72 1,49 2,00
1,31 1,10 1,31
0,250 0,143 0,554
0,500 0,378 0,744

1 1 1

2 2 3

1 1 2

G Contr G lsqg G Isg/OTH

0,025 0,001 0,000

9 7 8
1,00 1,00 0,00

2 1 1
0,78 0,57 0,25
0,278 0,202 0,164
0,14 0,08 -0,14
1,42 1,07 0,64
0,75 0,58 0,22
0,694 0,286 0,214
0,833 0,535 0,463

0 0 0

2 1 1

2 1 1

G OTH
0,000
9

1,00
1
0,56
0,176
0,15
0,96

0,56

0,278
0,527
0
1
1
G OTH
0,000

2,00

1,89
0,111

1,63

2,15

1,93

0,111
0,333

G OTH
0,000

1,00

1,11
0,111
0,85
1,37

1,07

0,111
0,333
1

G OTH
0,000

1,00

0,67
0,167
0,28
1,05

0,69

0,250
0,500
0
1
1

conclusao
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APENDICE Y - Resultados de coeficientes de correlacéo tau de Kendall bivariavel para
parametros.
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. 769"
Fibro b
P 0,000
T 0,053 -0,028
Monoc P ' '

p 0757 0,870
Polimo T7Tp -0,081 0,041 0,061

rfo p 0626 0,806 0,718
Hemor b -0,092 -0,133 0,304 0,187
p 0587 0432 0,078 0,257
Neova Tp 543" 534" 0,262 0,214 0,075
sc p 0002 0,002 0,139 0,207 0,663
edema Tb -0,242 -0,207 0,054 ,362° ,358" -0,074
P 0157 0,227 0,757 0,031 0,036 0,670
Reepit Tb 498" 450" -0,021 -0,255 0,050 0,198 0,130
p 0003 0,008 0,902 0,124 0,767 0,252 0,445
ulcera Tb -0,281 -0,146 -0,164 0,299 ,347° -0,117 0,161 -0,273
p 0104 0,401 0,353 0,078 0,044 0,506 0,355 0,114
necros Tb -0,287 -0,285 0,013 0,299 0,234 -0,102 ,419° -0,263 0,134
p 0098 0,100 0,943 0,077 0,174 0,564 0,016 0,128 0,450
McrAb Tp -0,262 -0,063 -0,088 ,731" 0,171 -0,193 0,265 -0,299 ,352° 0,219
sc p 0130 0,718 0,619 0,000 0,321 0,276 0,129 0,083 0,047 0,215
célon To -0,074 -0,014 0,207 0,168 ,480" -0,197 ,354° -0,084 0,307 0,266 ,355
p 0667 0936 0,242 0,321 0,005 0,265 0,043 0,627 0,083 0,132 0,045
Corp Tbo 0,068 0,146 0,164 0,044 0,219 0,117 0,085 -0,121 0,100 0,160 0,164 0,326
p 0692 0401 0353 0,797 0,204 0,506 0,628 0,482 0,572 0,364 0,353 0,065
crosta o -0,268 -0,171 0,262 ,356" ,407° -0,138 0,190 -481" /528" 0,157 0,262 ,360° 0,117
p 0122 0324 0,139 0,036 0,018 0,435 0,277 0,005 0,003 0,375 0,139 0,042 0,506
Sep To -455" -446° -0,207 -0,036 -0,088 -360" -0,071 -684" 0,115 0,241 0,090 -0,029 0,096 ,383

p 0009 0010 0,242 0,833 0,612 0,042 0,685 0,000 0515 0,173 0,611 0,868 0,588 0,030

* A correlacao é significativa no nivel 0,05 (2 extremidades).

** A correlagdo é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).

p = Valor de p bicaudal

To = Coeficiente de Correlacéo tau de Kendall

Fibro=  fibroblastos, Monoc= infiltrado mononuclear, Polimorfo= infiltrado  Polimorfonuclear,
Hemor=Hemorragia e congestdo, Neovasc=Neovascularizacdo, edema, Reepit=reepitelizacao,
ulcera=ulceracdo, necros=necrose isquémica, McrAbsc=Microabscesso, co6lon=colbnias bacterianas,
Corp=corpo estranho, crosta =crosta fibrinoleucocitaria, Sep=separacdo dos bordos da ferida da operacao
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APENDICE Z - Resultados do estudo histopatolégico por animal e por grupo
experimental, critérios semiquantitativos avaliados como presente ou ausente.

Separagdo
Grupo - = Necrose . - corpo das Bor.das
Experimental Reepitelizagdo  ulceragdo isquamica microabscesso  colbnias estranho Crosta da I;earlda
operagao
294 G Contr PARCIAL P A P A A A A
302 G Contr AUSENTE P A A A A P P
306 G Contr TOTAL A A A A A A A
310 G Contr TOTAL A A A A A A A
314 G Contr AUSENTE P A P P A P P
318 G Contr AUSENTE P A P P P P P
322 G Contr AUSENTE P P P P A P P
326 G Contr PARCIAL P A P P A P A
330 G Contr PARCIAL P A P P A P A
293 Glsq PARCIAL P A A A A P P
301 Glsq AUSENTE P A P A A P P
309 Glsq AUSENTE P A P A A P P
313 Glsq AUSENTE P A P A A P P
317 Glsq PARCIAL P A A P A P A
321 Glsq PARCIAL P A P A A P A
325 Glsq *
329 Glsq PARCIAL P A P P A P A
291 G Isq/OTH *
295 G Isq/OTH AUSENTE P P P A A P P
299 G Isq/OTH AUSENTE P A P P A P P
303 G Isq/OTH AUSENTE P P P P P P
307 G Isq/OTH AUSENTE P A A A A P P
311 G Isq/OTH ok
315 G Isq/OTH AUSENTE P A P P A P A
319 G Isq/OTH AUSENTE P A P A P
323 G Isq/OTH PARCIAL P A P A A P A
327 G Isq/OTH PARCIAL P A P P P P A
292 G OTH PARCIAL P A P A A A A
296 G OTH PARCIAL P A P P A P A
300 G OTH PARCIAL P A P P A P P
304 G OTH AUSENTE P P P P A P A
308 G OTH AUSENTE P A P A A P P
312 G OTH AUSENTE A A P A A P P
316 G OTH PARCIAL P A P A A P A
320 G OTH PARCIAL P A A A A P A
324 G OTH o
328 G OTH PARCIAL P P P P A P P

* sem cicatriz, ** sem lamina
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APENDICE AA - Resultados do estudo histopatolégico por animal e por grupo
experimental, critérios semiquantitativos avaliados como ausente (0), parcial(1) ou
total (2).

Grupo Experimental Reepitelizacao
294 G Contr PARCIAL
302 G Contr AUSENTE
306 G Contr TOTAL
310 G Contr TOTAL
314 G Contr AUSENTE
318 G Contr AUSENTE
322 G Contr AUSENTE
326 G Contr PARCIAL
330 G Contr PARCIAL
293 G Isq PARCIAL
301 G lsq AUSENTE
309 G Isq AUSENTE
313 G lsq AUSENTE
317 G Isq PARCIAL
321 G Isq PARCIAL
325 G Isq
329 G Isq PARCIAL
201 G Isq/OTH
295 G Isq/OTH AUSENTE
299 G Isq/OTH AUSENTE
303 G Isq/OTH AUSENTE
307 G Isq/OTH AUSENTE
311 G Isg/OTH
315 G Isq/OTH AUSENTE
319 G Isq/OTH AUSENTE
323 G Isg/OTH PARCIAL
327 G Isq/OTH PARCIAL
292 G OTH PARCIAL
296 G OTH PARCIAL
300 G OTH PARCIAL
304 G OTH AUSENTE
308 G OTH AUSENTE
312 G OTH AUSENTE
316 G OTH PARCIAL
320 G OTH PARCIAL
324 G OTH

328 G OTH PARCIAL
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APENDICE BB - Estudo Histopatoldgico critério reepitelizacéo, frequéncia relativa
por classificacéo e por grupo.

Grupos experimentais AUSENTE PARCIAL TOTAL Total Geral
G Contr 44% 34% 22% 100%
G lIsq 43% 57% 0% 100%
G Isq/OTH 75% 25% 0% 100%
G OTH 33% 67% 0% 100%

APENDICE CC - Declaracéo de conflito de interesses

Os autores afirmam que n&o houve conflito de interesses financeiros ou de outra
natureza na realizacdo da pesquisa nem na redacdo desta dissertacdo. O estudo
nao recebeu apoio financeiro de nenhum laborat6rio ou empresa farmacéutica.



ANEXOS

ANEXO A — Aprovagédo no comité de ética de uso animal

Aditamento DTEP n° 07 ao BI n° 160, de 19 de agosto de 2016.

a- COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA - CEP

- Sem alteragdo
b- COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

- Realizac¢dio de Pesquisa - Autorizagiio

' Foi autorizado pela Diregdio Técnica de Ensino e Pesquisa do HFA e aprovado pelo Comité
de Etica em Uso de Animais (CEUA/HFA) o seguinte projeto de pesquisa:

1- Projeto de Pesquisa a ser apresentado ao Programa de Pos-Graduagdo UnB como requi-
sito parcial para obtengdo de titulo de Mestre. Area de Concentragio: Cirurgia Experimental. Titulo do
projeto: Efeito da oxigenoterapia hiperbdrica na resisténcia de anastomoses de colén normais e isqué-
micas em ratos. Pesquisador: Cap. QCO Vet Jos¢é Luiz Fontoura de Andrade (SEI:
60550.008623/2016-00)

- Realizagiio de Treinamento - Autorizag¢io

Foram autorizados pela Diregdo Técnica de Ensino e Pesquisa do HFA e aprovados pelo
Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA/HFA) os seguintes projetos de treinamento:

1-Projeto Piloto para treinamento de técnicas cirurgicas e laparotomias na area de cirurgia
geral. Proponente Principal: Dr. Wendel dos Santos Furtado (SEI: 60550.010952/2016-11)

2-Projeto Piloto para treinamento da anastomose de vasos e neurorrafia em microcirurgia.
Proponentes Principais Capitdo-de-Corveta Med Claudio Rodrigues de Lima e Dr. Leandro Pretto Flo-
res (SEI: 60550.010341/2016-64)

3-Projeto Piloto para treinamento cirtirgico em articulagdo temporomandibular (ATM) em
pega anatdmica modelo cabega de suinos. Proponente Principal: 1° Ten ODT Danilo Ibrahim (SEI:
60550.013229/2016-85)

TERCEIRA PARTE — ASSUNTOS GERAIS E ADMINISTRATIVOS

(Sem alteragdo)

QUARTA PARTE - JUSTICA E DISCIPLINA

(Sem alteragdo)

Gen Div LAURO LUIS PIRES DA SILVA

Comandante Logistico do Hospital das Forgas Armadas %

7
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ANEXO B - Credenciamento Laboratorio de Cirurgia Experimental do HFA no
Conselho nacional de Controle de Experimentacdo animal publicado no pag 4 da
Secao 1 do DOU n° 131 de 11 de julho de 2014.
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ISSN 1677-7042

7808

Ministério da Ciéncia, Tecnologia
e Inovacao

CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE
DE EXPERIMENTACAO ANIMAL

EXTEATO DE PARECER N° 123/2014

O Coordenador do Conselho Nacional de Controle de Ex-
perimentacio Animal - CONCEA. no uso de suas atribuicdes e de
acordo com o art. 59 mc. II. da Lei n® 11.794. de 8§ de outubro de
2008, arts. 34 e 35 do Decreto 6.899. de 15 de julho de 2009, e na
Resolugio Normativa n° 16, de 30 de Abnil de 2014, torna publico
que o CONCEA apreciou e emitin Parecer Técnico para o seguinte
pedido de credenciamento:

Processo n°: 01200.002195/2013-61(156)

CNPJI: 03.568.867/0001-36 - MATRIZ

Fazdo Social: Hospital das Forcas Armadas

Nome da Instituigio: Hospital das Forcas Armadas

Endereco da Instituigio: Estrada Contorno do Bosque, S/N,
SHC/SUL. Cruzeiro Novo, Brasilia-DF. CEP 70.658-900.

Modalidade de solicitagio: requertmento de credenciamento
da mstituiglo.

Decisio: DEFERIDO

CIAEP: 01.0198.2014

O CONCEA.apos anilise do pedido de credenciamento da
wnstituicio. concluin pelo DEFERIMENTO, conforme o Parecer n®
123/2014- CONCEAMCTI.

A instituicio apresentou todos osydocumentos conforme dis-
posto na Resolucio Normativa n® 16, de 30 de Abril de 2014, além de
comprovar constituicio de CEUA nos termos do art. 8% da Let
11.794, de 8 de outubro de 2008.

O CONCEA esclarece que este extrato ndo exime a fre-
querente do cumprimento das demais legislacdes vigentes no pais e
das normas estabelecidas pelo CONCEA. aplicaveis @o objeto do
requerimento.

JOSE MAURO GRANJEIRO
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ANEXO C - Certificado de monitoramento de salde animal de acordo com

recomendacdes internacionais

o UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério — CEMIB
MM ICLAS LABORATORY NETWORK MEMBER FOR IMPROVING ANIMAL QUALITY IN RESEARCH

http://www.cemib.unicamp.br

Capitdo José Luiz Fontoura de Andrade
Hospital das Forgas Armadas
Brasilia-DF

Certificado de Monitcramento da Satide Animal

Espécie: Rato

Linhagem: LEW/Hsd Unib

Area: Producdo

Data ultimos testes de monitoramento: Maio/2017

O programa de monitoramento sanitdrio do CEMIB/UNICAMP é realizado de acordo com as recomendagdes
internacionais da FELASA (Federation of Laboratory Animal Science Associations). Neste programa, certificamos a
auséncia de agentes patogénicos, secunddrios e oportunistas que acometem camundongos, assim como agentes
infecciosos que podem causar riscos a saude humana.

Segue abaixo relacionados os agentes isentos nesta linhagem.

1 - Ecto e Endoparasitas: Radfordia ensifera, Poliplax spinulosa, Poliplax serrata, Syphacia muris, Aspiculuris tetraptera,
Hymenolepis nana, Hymenolepis diminuta, Spironucleus muris, Giardia muris, Entamoeba muris, Tritrichomonas muris,
Tritrichomonas minuta, Hexamastix muris, Chilomastix bittencourt, Eimeria sp, Cryptosporidium parvum, e Cryptosporidium
muris.

2 — Bactérias e fungos: Mycoplasma pulmonis, Shigella sp, Citrobacter rodentium, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus fF-hemolitico grupo A, B, C e G, Corynebacterium kutscheri, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Sthaphylococcus
sp, Streptococcus sp (a-hemolitico), Pseudomonas aeruginosa, Pasteurella pneumotropica, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella penumoniae, Klebsiella oxytoca, Clostridium piliforme, Helicobacter sp e Pneumocystis carinii.

3 — Virus: Coronavirus do rato (RCV/SDAV -Virus da Sialodacrioadenite), Rat Theilovirus (RTV), Norovirus murinho, Sendai
virus, Reovirus tipo 3, Adenovirus tipo 1 (cepa FL), Adenovirus tipo 2 (cepa K87) Rotavirus grupo A (Edim), virus da
pneumonia do camundongo (PVM), Parvovirus murino (Rat Parvovirus — RPV; Rat Minute Virus -RMV; Kilhan rat — KRV;
Toolan H-1).

Campinas, 22 de junho de 2017.

ISr e(ul{ usto Corréa Passos Dra. Daniele Masselli Rodrigues Demolin
Direfor - CEMIB/UNICAMP Diretora Associada
E-mail : dirbio@unicamp.br E-mail: danimaro@unicamp.br

//%/z[x‘?ﬂu L) =—
Med. Vet. Clarice YukariMinagawa Issei
Responsavel-Técnica
E-mail: minagawa@unicamp.br

Rua Cinco de Junho, 230 — Cidade Universitaria Zeferino Vaz — Barao Geraldo — CEP: 13.083-970 — Campinas - SP. Fone/Fax:
(19) 3521-7652 - Universidade Estadual de Campinas — CNPJ 46.068.425/0001-33.



ANEXO D - Atestado de saude animal

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Centro Multidisciplinar para Investigaciio Biolégica
na Arca da Ciéncia em Animais de Laboratério - CEMIB
UNICAMB hitp:iwww.cemib.unicamp br

Cap. JOSE LUIZ FONTOURA DE ANDRADE
CPF 613.370.720-87

CNPJ 03.568.867/0001-36

HOSPITAL DAS FORCAS ARMADAS
BRASILIA - DF

Atestado de Saude Ani 2

Atestamos que os Ratos (16 Fémeas ) da linhagem LEW/HsdUnib, provenientes da Divisao de
Producao de Animais S.P.F. { Specific Pathogen Free | deste Centro, pertencem a categoria
sanitaria $.P.F, e apresentam-se isentos dos agentes patogénicos pesquisados pelo laboratorio
de controle de qualidade sanitaria. Informamos que os mesmos encontram-se livres de outros
agentes infecciosos capazes de causarem riscos a saide humana. A validade deste Atestade
consta da data dos Gltimos testes do programa de menitorizacao sanitaria, rotineiramente
realizados pelo Laboratério de Controle de Qualidade Animal - C.Q.5.(*).

Dbservacho - O estado sanitario dos animais retirados do CEMIB nesta data serh mantido se os mesmas |

forem acondicionados em equipamente adeguado € o mesmo nao for violado durante o transporte. A
Instituicao receptora devera oferecer infra-estrutura e condicdes adequadas para a manutencao de
animais da Categoria Sanitéria livres de agentes patogénicos especificados (S.P.F.), alojando os
animats em equipamentos e/ou salas dotadas de sistema de barreiras de protecao sanitaria, Torna-se
necessano manejo correto e a esterflizacdo de todo materfal wtilizado na rotina como: racdo,
maravalha/cama, bebedourcs, dgua, gaiolas, tampas, € outros.

(*) Data dos Gltimos testes de monitorizacdo sanitaria realizados em Abril de 2017.

Campinas, 15 de maio de 2017.

P e

L
S oS T Dr Mveiiar o
CRMV-3P

Prof. Or. Luiz Augusto Carrea Passos
Diretor do Centro Multidisciplinar para
Investigagao Biokigica
CEMIBUNICAMP
E-mail: diretoria@camib unicame o

Rua Cinco de Junho, 230 - mwmmmmnnov:z BarSo Gersldo — CEP: 13.083-270 - Camginas - SP.
Form(Fax (19) 3521-7852 - | ~ CNPJ 46 068 4250001-33
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ANEXO E - Atestado de saude animal

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Centro Multidisciplinar para Investigagio Blolégica
na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério - CEMIB
uNICAMP http:Mwww.cemib,.unicamp.br |

Cap. JOSE LUIZ FONTOURA DE ANDRADE
CPF 613.370.720-87 ;
CNPJ 03.568.867/0001-36

HOSPITAL DAS FORCAS ARMADAS f
BRASILIA - DF

Atestado de Saide Animal N° 1771201 7

l
Atestamos que os Ratos (17 Féemeas ) da linhagem LEW/HsdUnlb, provenientes da Divisao de
Produgic de Animais S,P.F, ( Specific Pathogen Free | daste Centrn, pertencem a rategaria
sanitaria 5.P.F. e apresentam-se isentos dos agentes patogénico$ pesquisados pelo laboratério
de controle de qualidade sanitéria. Informamos que os mesmes encontram-se livres de outros
agentes infecciosos capazes de causarem riscos a saide humana. A validade deste Atestado
consta da data dos Gltimos testes do programa de monitotizﬁm sanitaria, rotineiramente

realizados pelo Laboratédrio de Controle de Qualidade Animal - CIQ.5.(%).

1T

ta serd mantido se os mesmos
durante © transporte. A
uadas para a manutencao de
dos (S.P.F.), alojando os
de prategao sanitdria. Torna-se
zado na rotina como: ragao,

Observacao - O estado sanitdrio dos animats retirades do CEMIB nesta -
forem acondicionados em equipamento adeguado € 0 mesmo nao for ¥
Instituicho receptora devera oferecer infra-estrutura ¢ condicdes a
ammals da Categoria Sanitaria livres de agentes patogénicos es|
em i tos e/ou salas dotadas de sistema de barrei
necessano manojo correto @ a esterilizacdo de todo material utll
maravalha/cama, bebedouras, dgua, gaiolas, tampas, e outros. |

|
(*) Data dos Gltimos testes de monitorizagio sanitaria rnuudf:s em Abril de 2017.

Campinas, 22 de maio de 2017.

|
|
|
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Praf. Dr. Luiz Augusto Comea Passos
Diretor do Centro Multidiscipinar para
Investigacao Biologica
CEMIBUNICAMP
E-mad: dretoria@ecemid, ynicamp be }

Rua Cinco de Jurho, 230 - Cilade wmsunl zumn Vaz - Bado Gersido = CEP: 13.083-970 — Campinas - SP.
FonaFax: {16) 3521-7652 - Uni pras - CNPJ waaaazsg‘ a3
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ANEXO F - Atestado de saude animal

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Centro Maltidisciplinar para Investigacio Biologica
na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério - CEMIB
uNICAMP ntp:Mwww.cemib.unicamp.br

Cap, JOSE LUIZ FONTOURA DE ANDRADE
CPF 613.370.720-87

CNPJ 03.568.867/0001-36

HOSPITAL DAS FORCAS ARMADAS
BRASILIA - DF

Al Y °19 1

Atestamos que os Rates (07 Fémeas ) da linhagem LEW/HsdUnlb, provenientes da Divisao de
Produche de Animats S.P.F. ( Specific Pathogen Free ) deste Centro, pertencem a categoria
sanitaria S.P.F. e apresentam-se isentos dos agentes patogénicos pesquisados pelo laboratorio
de controle de qualidade sanitéria. Informamos que o5 mesmos encontram-se livres de outros
agentes Infecclosos capazes de causarem riscos a saude humana. A validade deste Atestado
rsta da data dos Ultimos testes do programa de moniterizacao sanitaria, rotineiramente
\izados pelo Laboratdrio de Controle de Qualidade Animal - C.Q.5.(%).

re

| Observacao - O estacdo sanitario des animais retirados do CEMIB nesta data sera mantido se o5 mesmes
foren acondicionados em equipamento adequado @ o mesmo ndo for viclado durante o transporte. A
Jetinicao receptora deverd oferecer infra-estrutura e condicdes adequadas para a manutencio de
someis de Categoria Senitaria livres de agentes patogénicos especificados (5.P.F.), alojando os
| z0imals em equipamentos 2/ou salas dotadas de sistema de barreiras de protecao sanitaria. Torna-se
recessing maneio correto @ a esterilizagio de tedo materfal utilizado na rotina como: racdo,

| meravaiha/cama, bebedourcs, dgua, gaiolas, tampas, © outros.

('] Date dos Gltimos testes de monitorizagdo sanitéria realizados em Maio de 2017.

Campinas, 06 de Junho de 2017.

Prof Dr. Luiz Augusto Comea Passcs dl de Olivera
Direter do Cantro Mutdisciplinar para CRMV-SP: 18353 - Medico Veterinario
Investigagio Biclogica E-mail| michelvazg@gmail com
CEMIB/UNICAMP

E-maic diretoria@cemib. unicamp.be

Fua Cireo da Junho, 230 ~ Cicade Unherstans Zefadng Vaz - Bardo Geraldo - CEP. 13.055470 — Campiras - SP
FonaFae: (15) 3521-7852 - Universidada Estadual de Campinas - CNP. 45 068.4250001-33
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ANEXO G - Guia de transito animal
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ANEXO H - Guia de transito animal
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ANEXO | - Guia de Transito Animal
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ANEXO J - Tabela de converséo de unidades de pressao

ata Torr n mm n PSI
atm 2 Ha water water bar Mpa Kpa :
I fi
( kg/cm®) | ( mm Hg) (32°F) 4C) (60°F) { Ibfin)
atm 1 1.033 760 2992 | 1033256 | 406.79 1.013 0.1013 101.32 14.69
(kgi:;qz) 0.968 1 73556 28.96 | 10000.03 | 39371 0.981 0.0981 98.07 14.22
Torr ) 3 3 N B .
(mm Hg) 1.316x107| 1.36 x10 1 0.03937 13.60 0535 [1.333x10°|1.333x10*| 01333 | 00194
in
Hg 0.03342 | 0.0345 254 1 34540 13.60 0.03386 |3.387x107°| 3.387 0.491
(32°F)
mm
water | 9.67x10° | 9.99x10° | 0.0736 |2.895x10° 1 2.004x107 | 9.81x107 | 9.81x10° | 9.81x107 |1.422x107
47C)
in
water |2.456x10°| 254x10° | 1.866 0.0736 254 1 2.49x10™ | 2.49x10* | 0249 0.03613
(60°F)
bar 0.9872 1.02 750.06 2953 | 10197.44 | 40147 1 0.1 100 14.50
Mpa 9.872 10.20 7500 2053 |101974.42| 4013.60 10 1 1000 145
Kpa 9.87x10° 0.01 7.50 0.2053 101.97 4018 0.01 0.001 1 0.145
( E’?L) 0.068 0.070 51.71 2.036 703.09 27.71 0.0689 |6.893x107°| 6.893 1

Fonte: http://www.pipefittingweb.com/news/Pressure%20Unit%20Conversion%20Table.pdf



ANEXO L - Formulacao da racdo extrusada para ratos presence

Niveis de Garantia
Umidade {max)
Proteina bruta (min)
Extrato etéreo (min)
Fibra bruta (max)
Matéria mineral {(max)
Célcio (min)

Célcio (méax)
Fosforo (min)
Saodio (min)
Magnésio (min)
Ferro (min)
Cobre (min)
Manganés (min)
Zinco (min)
Todo (min)
Caobalto (min)
Selé&nio (min)

WVitamina A (min)
Vitamina D3 (min)
Vitamina E {min)
Vitamina K3 (min)
Vitamina B1 {min)
Vitamina B2 (min)
Niacina (min)

Acido pantoténico (min)
Vitamina B6 {min)
Acido fdlico (min)
Biotina (min)
Vitamina B12 (min)
Olina (min)

Lisina (min)
Metionina {(min)

Composicédo Basica

130,00 g/kg
230,00 g/kg
40,00 g/kg
50,00 g/kg
100,00 g/kg
12,00 g/kg
13,00 g/kg
8.500,00 mag/kg
2.700,00 ma/kg
500,00 ma/kg
180,00 ma/kg
30,00 mg/kg
110,00 ma/kg
110,00 ma/kg
1,00 mg/kg
2,00 mg/kg
0,20 mag/kg
25.500,00 Ul/kg
4.000,00 UL/kg
82,00 Ul/kg
6,40 mag/kg
11,00 mag/kg
12,00 ma/kg
219,00 ma/kg
90,00 mg/kg
11,00 ma/kg
13,00 ma/kg
0,10 ma/kg
40,00 mca/kg
1.800,00 mg/kg
- 12,50 a/kg
3.500,00 ma/kg
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Farelo de soja*, milho integral moido, dextrina, casca de arroz, farelo de trigo, farelo
de arroz, 6leo de soja refinado*, farinha de carne e 0ssos, farinha de peixe, calcario
calcitico, cloreto de sodio (sal comum), 6xido de magnésio, sulfato de ferro, sulfato
de cobre, monodxido de manganés, Oxido de zinco, iodato de calcio, sulfato de
cobalto, selenito de sodio, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina
B1, vitamina B2, niacina, &acido pantoténico, vitamina B6, &cido folico, biotina,
vitamina B12, cloreto de colina, lisina, metionina, acido propiénico. Espécies
doadoras do gene: *Agrobacterium tumefaciens e/ou Arabidopsis thaliana e/ou

Bacillus thuringiensis e/ou Streptomyces viridochromogenes e/ou Zea mays.



