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RESUMO

A cirurgia laparoscopica vem sendo cada vez mais realizada pelo cirurgido
colorretal. Este procedimento utiliza o pneumoperitdnio com diéxido de carbono
(CO2) para prover exposi¢do cirdrgica adequada da cavidade abdominal. A
complicagdo mais temida na cirurgia colorretal € o comprometimento da
cicatrizagdo da anastomose colbnica e consequente fistula anastomética. O
objetivo deste estudo é avaliar os possiveis efeitos do pneumoperitdbnio com
CO2 na cicatrizagdo de anastomose colonica. Foram utilizados 120 ratos da
linhagem Wistar. Em todos os animais foi realizada uma ressecgdo de
segmento colbnico proximal & reflexdo peritoneal, e anastomose colbnica
término-terminal. Os animais foram distribuidos em quatro grupos: | — animais
submetidos a pneumoperitdnio antes da laparotomia; Il — animais submetidos a
pneumoperitbnio ap6és a laparorrafia; 1l — animais submetidos a
pneumoperitbnio antes da laparotomia e apés a laparorrafia; IV — grupo
controle. O pneumoperitonio foi realizado por 30 minutos na pressédo de 5
mmHg. Os grupos foram divididos em 3 subgrupos para eutanasia no 3°, 7° e
14° dia pés-operatédrio (DPO). Foram estudados evolugéo clinica, peso, forca
de ruptura da anastomose, caracteristicas histopatoldgicas, histomorfometria
do coldgeno e dosagem de hidroxiprolina. Houve 6 6bitos, sendo 4 do grupo |
(p=0,097). N&o houve diferenga estatistica entre os grupos na evolugdo do
peso dos animais submetidos a eutanasia no mesmo DPO (3°DPO p=0,719;
7°DPO p=0,195; 14°DPO p=0,651). Nao houve diferen¢a na forga de ruptura da
anastomose entre os grupos no mesmo DPO (3°DPO p=0,165; 7°DPO
p=0,219; 14°DPO p=0,539). No estudo histopatoldgico, no 3°DPO houve menor
hemorragia no grupo Il comparado com o grupo controle (p=0,003). No 7°DPO
houve menor infiltrado mononuclear (p=0,006), maior infiltrado polimorfonuclear
(p=0,001) e maior necrose focal (p=0,001) no grupo Il comparado com 0 grupo
controle. No 14°DPO houve menor fibrose do grupo Il comparado com o grupo
controle (p<0,001). No estudo histomorfométrico houve uma diminuicdo do
colageno nos grupos | e lll em relacdo ao grupo controle no 7°DPO (p<0,0001),
e um aumento do colageno nos grupos | e Il em relagdo ao grupo controle no
14°DPO (p<0,001). Na&o houve diferenca estatistica na dosagem da
hidroxiprolina entre os grupos de animais submetidos a eutanasia no 3°DPO
(p=0,152), 7°DPO (p=0,913) e 14°DPO (p=0,981). Os resultados do estudo
permitem concluir que o pneumoperitdbnio com CO2 na pressao de 5 mmHg
néo prejudica a cicatrizagdo das anastomoses colonicas em ratos.

Palavras-chave: Pneumoperitbnio, Dioxido de carbono, Anastomose,
Cicatrizagao, Cdélon.



ABSTRACT

Laparoscopic surgery is increasingly being performed by the colorectal surgeon.
This procedure uses the pneumoperitoneum with carbon dioxide (CO2) to
provide adequate surgical exposure of the abdominal cavity. The most feared
complication in colorectal surgery is impaired of colonic anastomosis healing
and subsequent anastomotic fistula. The aim of this study is to evaluate the
possible effects of CO2 pneumoperitoneum on the healing of colonic
anastomosis. A total of 120 Wistar rats were used. In all animals a colon
segment proximal to the peritoneal reflection was resected, and an end-to-end
anastomosis was performed. The animals were divided into four groups: | -
animals submitted to pneumoperitoneum before laparotomy; Il - animals
submitted to pneumoperitoneum after laparorrhaphy; Il - animals submitted to
pneumoperitoneum before laparotomy and after laparorrhaphy; IV - control
group. Pneumoperitoneum was performed for 30 minutes at a pressure of 5
mmHg. The groups were divided into three subgroups for euthanasia in the 3",
7" and 14™ postoperative day (POD). We studied clinical evolution, weight,
breaking strength of the anastomosis, histopathological features,
histomorphometry of collagen and hydroxyproline concentration. There were six
deaths, four of group | (p=0.097). There was no statistical difference among the
groups in the evolution of the weight of animals euthanized in the same
postoperative day (3" POD p=0.719; 7" POD p=0.195; 14" POD p=0.651).
There was no difference in breaking strength of the anastomosis among the
groups in the same POD (3 POD p=0.165; 7" POD p=0.219; 14" POD
p=0.539). In histopathological features, on the 3" postoperative day there was
less bleeding in group Il compared to the control group (p = 0.003). On the 7"
postoperative day there was less infiltration of mononuclear cell (p=0.006),
increased infiltration of polymorphonuclear cell (p=0.001) and increased
necrosis (p=0.001) in group Il compared with the control group. On the 14™
postoperative day there was less fibrosis in group Il compared to the control
group (p<0.001). In the histomorphometric study there was a decrease of
collagen in groups | and Il compared to the control group on the 7"
postoperative day (p<0.001), and an increase of collagen in groups | and I
compared to the control group on the 14" POD (p<0.001). There was no
statistical difference in the dosage of hydroxyproline among the groups of
animals euthanized at the 3" POD (p=0.152), 7" POD (p = 0.913) and 14 th
POD (p = 0.981). The study results indicate that the CO2 pneumoperitoneum
pressure of 5 mmHg does not impair the healing of colonic anastomosis in rats.

Keywords: Pneumoperitoneum, Carbon dioxide, Anastomosis, Healing, Colon.
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1 — INTRODUCAO



INTRODUCAO

A habilidade do corpo humano em cicatrizar uma anastomose
gastrointestinal € um evento fascinante. A cicatrizagdo consiste em uma
perfeita e coordenada cascata de eventos celulares e moleculares que
interagem para que ocorra a repavimentacao e a reconstituicdo do tecido.

Varios progressos foram realizados na cirurgia, especialmente na
colorretal. Estes, no entanto, ndo foram capazes de eliminar as falhas na
cicatrizagdo. Problemas na cicatrizagdo de anastomoses colonicas, seguidas
por deiscéncias, cursam com conseqiéncias devastadoras para 0 paciente
(ABBAS, 2010). O assunto tem sido amplamente estudado nas Uultimas
décadas, buscando melhor compreenséo dos efeitos de diversos fatores sobre
a cicatrizagado dessas anastomoses.

Varios fatores que comprometem a cicatrizagdo da anastomose coldnica
j& foram estudados como o preparo de cdlon, técnica cirdrgica, condi¢cdes do
paciente (estado nutricional, obesidade, diabetes, anemia), tenséo na sutura,
sutura manual ou mecéanica, infec¢édo, e uso de agentes farmacoldgicos, com
consequente variagdo na frequéncia da deiscéncia das anastomoses (RAVO,
1988; OLIVEIRA, 1989; SOUSA, 1989; KORUDA et al., 1990; SOUSA et al.,
1991; SOUSA, 1994; OLIVEIRA et al., 1994; OLIVEIRA, 1995; REYS, 2004,
ALMEIDA, 2006; FREITAS, 2007).

Jé foram identificados véarios aspectos que contribuem para uma boa
cicatrizagdo da anastomose colorretal. Observacdo de principios como
anastomose livre de tenséo, boa vascularizagdo, uso de fios e grampeadores
adequados, diminuem o risco de fistulas de anastomose (ABBAS, 2010).

Recentemente a cirurgia laparoscoépica foi introduzida a pratica cirdrgica,
0 que trouxe uma grande revolugdo. A primeira cirurgia laparoscopica no trato
gastrointestinal foi a apendicectomia em 1983, seguida pela colecistectomia em
1987 (DUBOIS et al., 1991). As primeiras colectomias video-laparoscépicas
foram realizadas por Jacobs em 1990 (JACOBS et al.,, 1991). No Brasil, a
primeira intervencéo laparoscépica no colon foi realizada por Regadas no ano
seguinte (REGADAS et al., 1995). Apos a publicacdo do estudo COST (Clinical
Outcomes of Surgical Therapy) em 2004, que demonstrou com nivel 1 de

evidéncia o uso da colectomia video-laparoscépica no céancer colénico com



resultados oncoldgicos semelhantes aos obtidos na cirurgia aberta e com
melhor evolucdo pos-operatoria (CLINICAL OUTCOMES OF SURGICAL
THERAPY STUDY GROUP, 2004), varios cirurgibes se entusiasmaram com 0
procedimento realizado por via laparoscépica. Grandes estudos multicéntricos
se seguiram, nos quais foi demonstrada a seguranca da cirurgia laparoscoépica
no tratamento do cancer (BUUNEN et al, 2009; LACY et al, 2008; KUHRY et al,
2008; JAYNE et al, 2007; VELDKAMP et al, 2005; GUILLOU et al, 2005).

O pneumoperitdnio é utilizado na cirurgia laparoscépica com finalidade
de prover exposi¢do cirdrgica adequada. Apesar do uso cada vez mais
frequente do pneumoperitdnio nas cirurgias colorretais, ha poucos estudos que
avaliaram o seu efeito sobre a cicatrizagdo das anastomoses intestinais.
(OZER et al., 2008; OZGUN et al., 2004; ROSCH et al., 2004; POLAT et al.,
2002; KOLOGLU et al., 1999; OLSON et al., 1995).

O gés ideal para a confeccdo do pneumoperitbnio em cirurgia
laparoscopica deve ter as seguintes propriedades: minima absorcéo peritoneal,
minimos efeitos fisioldgicos, rapida excrecdo se absorvido, ndo ser inflamavel,
minimos efeitos de embolizacéo intravascular, e alta solubilidade sanguinea
(GERGES et al., 2006). Ar e oxigénio ndo podem ser utilizados por que séo
inflamaveis, levando a risco no uso de cautérios ou laser. Hélio e nitrogénio,
apesar de nado inflamaveis, sdo relativamente insollveis, e podem provocar
seqlelas cardiovasculares, se ocorrer embolizacdo intravascular. O gas que
mais se aproxima das caracteristicas ideais € o didéxido de carbono (CO2),
razdo pela qual € o mais utilizado. O CO2 apresenta baixa toxicidade e baixo
custo, além de néo ser inflamavel. No entanto, pode causar hipercarbia,
acidemia e hipertensdo pulmonar (GERGES et al., 2006; FERNANDEZ-CRUZ
et al., 1998; NEUBERGER et al., 1996).

Alguns estudos experimentais para verificar qual seria o melhor gas na
cirurgia colorretal laparoscopica j& foram realizados. GOITEN et al. (2005) nédo
observaram diferenca na perfusdo intestinal durante pneumoperitdnio
prolongado com CO2 ou Hélio. ROSCH et al. (2005) ndo observaram diferenca
na cicatrizagdo de anastomoses intestinais utilizando-se pneumoperitdnio com
CO2 e Hélio, comparado com um grupo controle.

As cadmaras hiperbéricas séo utilizadas para melhorar a cicatrizacéo de

feridas, por meio de um aumento da oxigenacdo tecidual. Este aumento



também influencia nas anastomoses coldnicas, com melhora na cicatrizacao e
na resisténcia da anastomose (YAGCI et al., 2006; HAMZAOGLU et al., 1998).
Ainda persistem duvidas acerca do efeito do diéxido de carbono na oxigenagéo
tecidual, e consequentemente na cicatrizagéao.

O pneumoperiténio, utilizado na cirurgia laparoscopica para visualizagdo
da cavidade abdominal, leva a aumento da presséo abdominal. Este aumento &
também verificado em varias situagdes clinicas como na ascite, distenséo
abdominal por ileo ou obstrucdo mecéanica, reducdo de hérnia gigante,
pancreatite, sepse e trauma. Pressdes acima de 20 mmHg sdo denominadas
Hipertensdo Intra-Abdominal, que causa grandes efeitos deletérios abdominais
e sistémicos (IVATURY et al, 1997). A pressdo utlizada em cirurgia
laparoscopica € de 12 a 15 mmHg.

O aumento da presséo intra-abdominal, causado pelo pneumoperitonio,
leva a efeitos sistémicos como alteragbes do equilibrio &cido-base, de gases
sanguineos, pulmonares e cardiovasculares (SAFRAN et al., 1994). Entre as
alteragbes no sistema cardiovascular estdo incluidos a diminui¢do do retorno
venoso, diminuicdo da pré-carga, aumento da resisténcia vascular sistémica e
pulmonar, aumento da pds-carga e diminuicdo do débito cardiaco. Entre as
alteragdes pulmonares encontramos a diminuigdo da complacéncia pulmonar e
0 aumento da resisténcia do sistema respiratério. Observamos também
reducdo da perfuséo renal, levando a oliguria (SHARMA et al., 1996; GUTT et
al., 2004).

Outra importante alteracdo verificada no aumento da presséo intra-
abdominal € a diminuicdo do fluxo sanguineo esplancnico. Esta diminuigdo
poderia ocasionar a isquemia do coOlon em colectomias laparoscopicas,
prejudicando a cicatrizacdo da anastomose colonica, levando a aumento da
translocacao bacteriana e fistulas, (POLAT et al., 2002).

Por outro lado, um estudo realizado em porcinos, utilizando microesferas
para avaliar o fluxo sanguineo intestinal, demonstrou aumento inicial do fluxo
sanguineo na mucosa intestinal nos primeiros 40 minutos de pneumoperiténio
a 15 mmHg, retornando ao valor de base em 80 minutos (GOITEN et al., 2005).

KOLOGLU et al. (1999) realizaram um estudo em ratos mantidos com
pneumoperitbnio com ar ambiente sob diferentes pressdes apds anastomoses

colbnicas até o 4° dia pds-operatorio. Foi verificada menor pressdo de ruptura e



diminuicdo da concentracdo de hidroxiprolina nas anastomoses dos grupos
tratados em relagéo ao grupo controle.

POLAT et al. (2002) estudaram cicatrizagdo de anastomoses colonicas
em ratos submetidos a pneumoperitbnio com CO2 a pressédo de 14 mmHg, 20
mmHg, 25 mmHg e 30 mmHg antes da laparotomia por 60 minutos. Foi
demonstrada piora progressiva na pressao de ruptura da anastomose e
parametros histopatolégicos com o aumento da presséo intraperitoneal.

OZGUN et al. (2004) realizaram pneumoperitbnio com CO2 por 180
minutos a pressdo de 14 mmHg antes da laparotomia e anastomose coldnica
com ou sem colostomia proximal. Houve menor pressédo de ruptura e menor
valor de Oxido nitrico nos grupos tratados. Houve aumento da resposta
inflamatéria avaliada pela histologia no grupo com pneumoperitbnio e
colostomia proximal. Ndo houve diferengca na dosagem de hidroxiprolina entre
0S grupos.

OZER et al (2008) néo verificaram diferenga na avaliagcdo histopatolégica
e na avaliagéo de hidroxiprolina em ratos submetidos a pneumoperitdnio de 12
mmHg por 2 e 4 horas pré laparotomia, comparado com grupo controle.

Estudos medindo parametros cardiorrespiratorios em  ratos
demonstraram que as alteragdes fisiolégicas que mais se assemelham aquelas
da cirurgia laparoscopica em humanos ocorrem na pressdo de 5 mmHg em
ratos (BERGUER et al., 1997; ROSCH et al., 2005 AVITAL et al., 2007), sendo
esta a pressao escolhida no presente estudo.

Apesar da relevancia crescente da laparoscopia na cirurgia colorretal,
ainda persistem dividas sobre a influéncia do pneumoperiténio com dioxido de
carbono na cicatrizacdo de anastomose colonica. Esta investigacéo
experimental, portanto, foi delineada para avaliar os possiveis efeitos do
pneumoperitdbnio com diéxido de carbono na cicatrizacdo de anastomose

colbnica.
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OBJETIVO

Esta investigacdo foi idealizada com o objetivo de avaliar possiveis
efeitos do pneumoperitdbnio com diéxido de carbono na cicatrizacdo de

anastomoses no colon esquerdo de ratos.
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MATERIAL E METODO

1 — Consideragdes gerais

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental
da Area de Clinica Cirargica da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia — UnB, com colaboragéo do Laboratério de Imunopatologia de Brasilia,
do Instituto de Patologia Tropical e Saude Puablica da Universidade Federal de
Goias — UFG, e do Laboratério de Bioquimica e Transplante Hepético da
Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP.

O protocolo de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no
Uso Animal — CEUA, do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade de
Brasilia — UnB. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo
com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal — COBEA.

A redacdo do trabalho foi realizada de acordo com as normas da

Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

2 — Animal de experimentacdo

Foram utilizados 120 ratos, Rattus norvergicus, da linhagem Wistar,
machos, com aproximadamente 90 dias de vida e peso de 312 a 430 g. Os

ratos foram adquiridos da empresa Bioagri Laboratérios Ltda, Planaltina — DF.

3 — Desenho experimental

Os 120 ratos foram distribuidos em 4 grupos de 30 animais de forma
aleatoria:

Grupo | — Animais submetidos a pneumoperitonio antes da laparotomia.

Grupo Il — Animais submetidos a pneumoperitdénio apos a laparorrafia.

Grupo Il — Animais submetidos a pneumoperitonio antes da laparotomia
e apos a laparorrafia.

Grupo IV — Grupo Controle.

Os animais foram anestesiados e submetidos a laparotomia. Foi

realizada resseccdo de segmento colonico de 1 cm, entre 2,5 e 3,5 cm
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proximalmente a reflexdo peritoneal, e reconstrugdo do transito coldnico por
anastomose término-terminal.

Os animais do grupo | foram submetidos a pneumoperitdnio com CO2 a
uma presséo intra-abdominal de 5 mmHg por 30 minutos antes da laparotomia.

Os animais do grupo Il, ap6és a operagdo e a laparorrafia, foram
submetidos a pneumoperitdnio com CO2 a uma presséo intra-abdominal de 5
mmHg por 30 minutos.

Os animais do grupo Ill foram submetidos a pneumoperitonio com CO2 a
uma pressao de 5 mmHg por 30 minutos antes da laparotomia e 30 minutos
com a mesma pressao apos a laparorrafia.

Os animais do grupo IV foram submetidos & operagdo sem
pneumoperitonio.

Os grupos foram divididos em 3 subgrupos de 10 animais para eutanasia
no 3°, 7° e 14° dia pds-operatoério (DPO). Os animais dos subgrupos I-3, 1I-3, IlI-
3 e IV-3 foram mortos no terceiro dia pos-operatdrio. Os animais dos subgrupos
I-7, 1I-7, 1I-7 e IV-7 foram mortos no sétimo dia pés-operatério. Os animais dos
subgrupos 1-14, 11-14, 1ll-14 e IV-14 foram mortos no décimo quarto dia pos-
operatorio.

As operag0Oes foram realizadas em sessdes, por lotes de quatro animais,
sendo um de cada grupo. Inicialmente foram realizadas as opera¢ces dos
animais a serem submetidos a eutanasia no terceiro dia pés-operatorio (I-3, II-
3, llI-3, 1V-3). A seguir foram realizadas as opera¢des dos animais a serem
submetidos a eutanasia no sétimo dia pds-operatério (I-7, 1I-7, 11I-7, IV-7). Por
fim foram realizadas as operagBes dos animais a serem submetidos a
eutanasia no décimo quarto dia pdés-operatorio (I-14, 11-14, 111-14, IV-14).

Os animais foram numerados seqiencialmente de acordo com a ordem
de realizacdo das operagdes, de 1 a 120, sendo os animais de nimeros 1 a 40
submetidos a eutandsia no terceiro dia pdés-operatoério, os de nimeros 41 a 80
submetidos & eutanasia no sétimo dia pos-operatério, e os de nimeros 81 a

120 submetidos a eutanasia no décimo quarto dia pds-operatorio.
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4 — Procedimento cirirgico e anestésico

4.1 — Consideragdes gerais

Os ratos permaneceram no Alojamento de Animais da Faculdade de
Medicina, confinados em gaiolas, em lotes de quatro (um animal de cada
grupo), com regime de doze horas de luz artificial e doze horas de escuro,
recebendo dieta padréo de laboratério e 4gua a vontade, por um periodo de
sete dias de aclimatagéo.

Imediatamente antes da inducdo anestésica, tiveram seus pesos
aferidos em balanca eletronica (Marte balancga eletronica modelo AS5500 C,
Marte Balancas e Aparelhos de Preciséo Ltda — Séo Paulo, SP) e anotados.

Os procedimentos anestésicos e cirdrgicos foram supervisionados por
médicos-veterinérios do Laboratorio de Cirurgia Experimental.

As operag0Oes foram realizadas com material cirdrgico limpo, ndo estéril.

Todos os procedimentos cirargicos foram realizados pelo mesmo

cirurgido.

4.2 — Anestesia

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

adicionais de anestésico foram administradas de acordo com as necessidades.

4.3 — Preparo do campo operatorio e pneumoperitdnio pré-laparotomia

Apos tricotomia da regido abdominal anterior, cada animal foi colocado
em decubito dorsal sobre placa de madeira, com seus membros fixados com
fita de esparadrapo. Procedeu-se, entéo, a antissepsia da pele do abdome com
solugéo de polivinilpirrolidona iodo alcodlico.

Nos grupos | e Il foi introduzida uma agulha de Veres
intraperitonealmente, na linha média, 1 cm abaixo da cicatriz umbilical (figura
1).
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FIGURA 1 — INTRODUCAO DA AGULHA DE VERES PARA REALIZACAO DO
PNEUMOPERITONIO

A seguir, uma mangueira de silicone ligada a um insuflador laparoscépico
(Laparo Insufflator 25 L, Endoview — Recife, PE) (figura 2) foi acoplada a
agulha, sendo iniciado o pneumoperitonio com fluxo de 1 L/min a uma presséo

de 5 mmHg por 30 minutos (figuras 3 e 4). Em seguida o pneumoperitdnio foi

desfeito, e a laparotomia foi realizada.

FIGURA 2 — INSUFLADOR LAPA~ROSCOPICO UTILIZADO PARA REALIZACAO DO
PNEUMOPERITONIO A UMA PRESSAO DE 5 MMHG
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FIGURA 3 — REALIZACAO DO PNEUMOPERITONIO ANTES DA LAPAROTOMIA

FIGURA 4 — PNEUMOPERITONIO ANTES DA LAPAROTOMIA NA PRESSAO DE 5 MMHG
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Nos grupos Il e IV a laparotomia foi feita logo apds a antissepsia, sem

pneumoperitdnio prévio.

4.4 — Descricao da operacao

Em todos os animais foi realizada a operacdo segundo a padronizacdo
feita por Oliveira (OLIVEIRA, 1989):

a) Incisdo mediana com aproximadamente 4 cm de extensdo, com sua
extremidade caudal a 1 cm da genitalia externa do animal,

b) Colocacéo de afastador autoestatico;

c) Malaxagcdo divergente, caso 0 segmento intestinal a ser operado
apresentasse conteudo fecal;

d) Ligadura e seccao distal dos ramos terminais veno-arteriais de um
segmento colénico compreendido entre 2,5 e 3,5 cm, cranialmente a

reflexéo peritoneal (figura 5);

FIGURA 5 — EXPOSICAO DO COLON A SER OPERADO, LIGADURA DOS RAMOS
TERMINAIS ENTRE 2,5 CM E 3,5 CM CRANIALMENTE A REFLEXAO PERITONEAL

e) Resseccdo de um segmento colbnico de 1 cm por secgao com
tesoura reta, estando a borda distal da resseccdo a 2,5 cm da

reflexéo peritoneal (figura 6);
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FIGURA 6 — RESSECGAO DO COLON COM TESOURA RETA

f)

)

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

Reconstituicdo do transito colénico com anastomose término-
terminal, em plano Unico, com pontos continuos, englobando todas
as camadas da parede intestinal, utilizando-se fio de polipropileno 6-0
com agulha cilindrica de 1,3 cm (BRASUTURE — S&o Sebastido da
Grama, SP) (figura 7);
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FIGURA 7 — ANASTOMOSE COLONICA TERMINO-TERMINAL, SUTURA CONTINUA COM
FIO POLIPROPILENO 6-0

4.5 — Pneumoperitbnio apos fechamento da parede abdominal

Nos grupos Il e lll, antes da sintese da parede abdominal, a agulha de
Veres foi introduzida em fossa iliaca esquerda, sob visao direta.

A sintese da parede abdominal, em todos os grupos, foi realizada em
dois planos — o primeiro, incluindo o periténio, musculo e aponeurose da linha
média, com sutura continua simples e o segundo, o tecido subcutaneo e pele,
com sutura continua, utilizando-se fio de polipropileno 5-0 com agulha cilindrica
de 1,5 cm (BRASUTURE — Sdo Sebastidao da Grama, SP).

Nos grupos Il e lll, apds a sintese da parede abdominal, foi realizado
pneumoperitdnio com fluxo de 1 L/min a uma pressdao de 5 mmHg por 30
minutos com mangueira de silicone acoplada na agulha de Veres e no
insuflador laparoscépico (Laparo Insufflator 25 L, Endoview — Recife, PE).
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5 — Evolugéo pés-operatéria

ApOs a recuperagdo anestésica os animais foram colocados em gaiolas,
em grupos de quatro (um de cada grupo experimental), com agua e racdo a
vontade. Os animais que morreram foram submetidos a necropsia para

determinacgdo da possivel causa do ébito.

6 — Reoperacao e analise operatéria

Os animais foram reoperados nos dias programados. Imediatamente
antes da inducdo anestésica o peso de cada animal foi aferido e anotado
(Marte balanca eletronica modelo AS5500 C, Marte Balancas e Aparelhos de
Precisédo Ltda — S&o Paulo, SP).

Apés anestesia com a mesma técnica da operacao inicial, foi ressecada
uma area retangular da parede abdominal de cinco por seis centimetros,
englobando a cicatriz da laparotomia anterior.

Foi ressecado um segmento intestinal de 4 cm contendo a anastomose

em sua porgao central (figura 8).

FIGURA 8 — IDENTIFICACAO DA ANASTOMOSE COLONICA PARA RESSECCAO DO
SEGMENTO INTESTINAL
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O segmento foi seccionado ao meio, longitudinalmente, entre a borda
mesentérica e a borda anti-mesentérica. O segmento esquerdo foi submetido
ao teste de forca de ruptura no aparelho de ensaio vertical denominado Versa
Test (Mecmesin Versa Test, United Kingdom), de capacitagdo de tracédo de
2500 N, acoplado a um dinamémetro digital portatil AGF (Panambro Industria
Técnica S.A. — SP). O segmento direito foi dividido ao meio, longitudinalmente
em dois fragmentos. O fragmento mesentérico direito foi lavado em solugéo de
NaCl a 0,9%, e imerso em solucdo de NaCl a 0,9% e congelado a — 70°C para
ser utilizado posteriormente para estudo da concentracdo de hidroxiprolina. O
guadrante anti-mesentérico direito foi fixado em formol tamponado a 10% para
exame histopatolégico e analise quantitativa por histomorfometria do colageno

(figura 9).

FIGURA 9 — SEGMENTO COLONICO DIVIDIDO PARA EXAME HISTOPATOLOGICO E
HISTOMORFOMETRICO, DOSAGEM DE HIDROXIPROLINA E TESTE DE FORCA DE
RUPTURA

Em seguida foi realizada eutanasia com superdose de thiobarbiturato etil
sédico (Thionembutal, Thiobarbiturato Etil S6dico, Abbott Laboratérios do Brasil

Ltda) aplicado na veia cava.
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7 — Estudo da for¢a de ruptura da anastomose

Para a determinacéo da forca de ruptura da anastomose, foi utilizado o
aparelho de ensaio vertical denominado Versa Test (Mecmesin Versa Test,
United Kingdom), de capacitacdo de tracdo de 2500 N, acoplado a um
dinambémetro digital portati AGF (Panambro Industria Técnica S.A. — SP)
(figura 10).

FIGURA 10 - APARELHO DE ENSAIO VERTICAL (VERSA TEST) ACOPLADO AO
DINAMOMETRO DIGITAL

Foi ressecado um segmento intestinal de 4 cm contendo a anastomose

em sua porcdo central. O segmento foi seccionado ao meio, entre a borda
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mesentérica e a borda anti-mesentérica. A metade esquerda foi submetida ao
teste.
O fragmento retangular extraido foi fixado pelas duas extremidades por

meio da pinga superior do dinamdmetro e da pin¢a inferior do Versa Teste com

a cicatriz cirurgica distando 0,5 cm entre as pin¢as (figura 11).

M4 Bla
! \ . - »
K ’ -‘ ).,l "' ‘L‘QL H

FIGURA 11 — SEGMENTO DO COLON POSICIONADO NO VERSA TESTE, SENDO
REALIZADO O TESTE DE FORCA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE

A velocidade do teste de ruptura foi de 25 mm/min. e o valor de ruptura
foi expresso em Newton (N). O dinam6metro foi aferido antes de cada série de
medidas. Os testes foram realizados de forma sequencial; do rato 1 ao 40, nos
ratos submetidos a eutanasia no 3° dia pés-operatério; do rato 41 ao 80, nos
ratos submetidos a eutanasia no 7° dia pés-operatério; do rato 81 ao 120, nos

ratos submetidos a eutanasia no 14° dia p6s-operatorio.
8 — Estudo histopatolégico

As pegas, apos fixagdo em formol tamponado a 10 %, foram enviadas ao
Laboratério de Imunopatologia de Brasilia (LIB) para o preparo dos blocos de
parafina. Foram realizados cortes perpendiculares a zona de anastomose, e

corados pela hematoxilina e eosina, conforme a rotina do laboratorio.
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A avaliagdo da cicatrizagédo foi realizada por microscopia de luz, por
patologista experiente que desconhecia a que grupo de animais provinha o
material.

Os seguintes indicadores foram considerados em cada peca:

1) Congestéo;

2) Edema;

3) Hemorragia;

4) Necrose Focal;

5) Infiltrado Mononuclear;
6) Infiltrado Polimorfonuclear;
7) Neoformacé&o Vascular;
8) Granulacéo;

9) Fibrose;

10)Abscesso;
11)Ulceragéo.

Os indicadores 1 a 9 foram analisados e classificados em: ausente (-),
leve (+), moderado (++), marcante (+++) ou intenso (++++).

O indicador 10 foi analisado e classificado em: ausente (-) ou presente
().

O indicador 11 foi analisado e classificado em: ausente (-), até a camada
mucosa (+), até a camada muscular (++), ultrapassa a muscular (+++), até a

serosa (++++), reepitelizado (R) ou cicatrizado (C).

9 — Estudo histomorfométrico do colageno

Analise quantitativa por histomorfometria do coldgeno presente nas
regibes peri-anastomoticas foi realizada pela avaliagdo das |aminas coradas
pelo Picro-Sirius, por meio de sistema digital de andlise de imagens. Observou-
se a &rea total dos campos por microscopia com luz com objetiva de 10X e a
analise foi realizada por um observador que desconhecia de que grupo ou
subgrupo de animais a lamina provinha. A captura das imagens foi obtida

atravées de cémera digital Sony S85 (Toquio — Japdo) acoplada a um
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Microscépio de luz Zeiss Axion Star (Carl Zeiss Vision — Alemanha). Todas as
imagens tiveram uma resolugéo de 1280 x 960 pixels e foram analisadas por
meio do software Image J (Wayne Rasband, Research Services Branch,
National Institute of Menthal Health, Bethesda, Maryland, USA) por observador
diferente do que captou as imagens e que desconhecia de que grupo ou
subgrupo de animais as imagens provinham.

A analise de presenca de colageno, quanto ao aparecimento das formas
jovem (tipo Ill) e madura (tipo 1), foi realizada através da coloracdo de Picro-
Sirius das laminas contendo a regido perianastomotica e leitura das mesmas
por microscopia de luz polarizada (JUNQUEIRA, 1979, 1982; MONTES, 1991).

10 — Estudo bioquimico

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

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

10.1 — Extragéo de hidroxiprolina

O tecido passou pelas seguintes etapas:

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

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

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

4- Apés esse periodo, as ampolas foram abertas e o contetdo foi
transferido para bal6es volumétricos de 50 ml, lavando as ampolas com 1 ou 2

ml de agua Milli-Q.
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5- Adicionado aos balbes cerca de 100 mg de carvao ativado (Merck).

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

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

8- Separado parte da solugdo para dosagem e congelado outra parte.

10.2 — Dosagem de Hidroxiprolina

O extrato passou pelas seguintes etapas:

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

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

3- Adicionado 50 pl da Solucéo de Erlich (dimetilaminobenzaldeido)

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

5- Lido em espectrofotometro Versamax a 550 nm.

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

11 — Anélise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados sob o ponto de vista estatistico,
utilizando-se os softwares SPSS 13.0 (Special package for social sciences),
SigmasStat 2.0 e Microsoft Excel.

Para a analise dos 0Obitos foi realizado o teste de qui-quadrado.

Para comparar as variagdes entre 0s pesos iniciais e 0s pesos nas datas
da eutanésia, foi utilizado a analise de variancia (ANOVA).

Para o teste de resisténcia ténsil, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.

Para comparar os achados histopatologicos, foi empregado o teste exato
de Fisher.

Para os testes de deposicdo de coladgeno e de concentracdo de
hidroxiprolina foram utilizados o teste de Kruskal-Wallis e comparagdes

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

significantes.



4 — RESULTADOS
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RESULTADOS

1 — Evolucéo clinica dos animais

Dentre os 120 animais operados, seis morreram durante o experimento
(animais 21,33,47,96,106 e 120). Os mesmos foram submetidos a necropsia

para tentar identificar a causa do 6bito (tabela 1).

TABELA 1 — ANIMAIS QUE MORRERAM DURANTE O EXPERIMENTO SEGUNDO
NUMERO, GRUPO, DIA POS-OPERATORIO DO OBITO E CAUSA DO OBITO

Animal Grupo Dia do Obito Causa do Obito

21 -3 1° DPO Evisceracao

33 -3 1° DPO Desconhecida

a7 V-7 6° DPO Desconhecida

96 11-14 8° DPO Desconhecida
106 I-14 4° DPO Desconhecida
120 I-14 3° DPO Fistula bloqueada

p=0,097

Dos animais a serem submetidos a eutanasia no 3° dia pds-operatério,
0s 2 que morreram eram do grupo |, sendo um de evisceragédo e um de causa
desconhecida.

Dos animais a serem submetidos a eutanésia no 7° dia pds-operatorio, o
gue morreu era do grupo 1V, de causa desconhecida.

Dos animais a serem submetidos a eutanasia no 14° dia pds-operatério,
houve trés oObitos: dois animais do grupo I, sendo um de causa desconhecida e
outro a necropsia mostrou fistula bloqueada; e um do grupo lll, que morreu de
causa desconhecida.

Apesar dos o6bitos terem sido mais frequentes no grupo |, ndo houve

diferenca estatistica (p=0,097).

2 — Peso dos animais

O peso inicial dos animais variou de 312 g a 430 g (média de 353,9 g) e
0 peso na data da eutanasia foi de 273 g a 429 g (média de 338,6 g). A
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evolugdo dos pesos em cada subgrupo esta apresentada na tabela 2 e nos

apéndices 1 a 3.

TABELA 2 — DISTBIBUI(;AO DA MEDIA E DESVIO PADRAO DOS PESOS DOS ANIMAIS NO
DIA DA OPERACAO E NO DIA DA EUTANASIA PARA TODOS OS GRUPOS E SUBGRUPOS

3° DPO 7° DPO 14° DPO
(p=0,719) (p=0,195) (p=0,651)

Grupos Peso Inicial Peso Final Peso Inicial PesoFinal Peso Inicial Peso Final

| 363,2+16,1 328,4+21,9 363,8+17,0 335,0+24,4 343,7+23,8 355,3+x21,4
Il 370,8+32,9 342,2+#30,5 349,9+19,1 323,0+27,9 353,8+29,7 364,1+30,6
I 361,4+32,9 329,4+30,7 353,7+25,1 323,1+33,1 333,2+13,9 337,0+29,8
v 349,4+423,4 321,0#159 355,9+16,1 346,6+19,3 347,7+27,3 360,3+31,7

Utilizando-se a analise de variancia, ndo houve diferenca estatistica
quando se compara a diferenca entre os pesos finais e 0s pesos iniciais Nos
animais submetidos a eutanésia no mesmo dia pés-operatorio (3° DPO — p =
0,719, 7° DPO — p = 0,195, 14° DPO - p = 0,651). Houve diferenca estatistica
comparando-se a diferenga entre 0s pesos finais e iniciais dos animais

submetidos a eutanésia em dias diferentes (p<0,0001) (graficos 1 e 2)
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Peso Pré-Operatoério
450 C P

[ Peso Pos-Operatorio

400

350

300

91

I I I
3°DPO 7° DPO 14° DPO

Dia P6s-Operatorio
p<0,0001

GRAFICO 1 — MEDIANA E VALORES INTERVALARES DOS PESOS DOS ANIMAIS NO DIA
DA OPERAGCAO E NO DIA DA EUTANASIA, DISTRIBUIDOS SEGUNDO O DIA DE POS-
OPERATORIO. PESO EM GRAMAS
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GRAFICO 2 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA DIFERENCA ENTRE O PESO NO
DIA DA EUTANASIA E NO DIA DA OPERAGAO, DISTRIBUIDOS SEGUNDO O DIA DE POS-
OPERATORIO E TRATAMENTO REALIZADO. PESO EM GRAMAS

3 — Estudo da for¢a de ruptura da anastomose

O estudo da forga de ruptura da anastomose foi realizado nos 114
animais que sobreviveram até a data programada para a eutanasia.

Os resultados da forca de ruptura para cada animal, expresso em
Newton podem ser visualizados nos apéndices 4 a 6.

Ao analisar separadamente os valores da forca de ruptura da
anastomose dos ratos submetidos a eutanasia no 3° dia pds-operatorio, ndo se
observa diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p=0,165)

(tabela 3, gréfico 3)
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TABELA 3 - VALORES DA FORCA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE NOS ANIMAIS
MORTOS NO 3° DIA POS-OPERATORIO (MEDIA, MEDIANA, DESVIO PADRAO, VALORES
MINIMOS E MAXIMOS). VALORES EM NEWTON

Grupo Grupo I-3 Grupo I1-3  Grupo 11I-3  Grupo V-3
N 8 10 10 10
Média 0,80 0,77 1,00 0,90
Desvio Padréo 0,17 0,24 0,24 0,21
Mediana 0,77 0,80 0,95 0,85
Minimo 0,52 0,33 0,76 0,60
Maximo 1,07 1,11 1,49 1,37
p=0,165

1,50

*'.A’
(4]

1,254

1,00 - T

Forgca de Ruptura
Ilj

0,25+

T T T T
Grupo I-3 Grupo II-3 Grupo ll-3 Grupo IV-3

Grupo
p=0,165

GRAFICO 3 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES DO TESTE DE FORGA DE RUPTURA
DA ANASTOMOSE DOS ANIMAIS SUBMETIDOS A EUTANASIA NO 3° DIA DE POS-
OPERATORIO DE ACORDO COM O TRATAMENTO REALIZADO. VALORES EM NEWTON

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre 0os grupos ao se
analisar os valores da forca de ruptura da anastomose dos ratos mortos no 7°

dia p6s-operatorio (p=0,219) (tabela 4, gréfico 4).
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TABELA 4 - VALORES DA FORCA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE NOS ANIMAIS
MORTOS NO 7° DIA POS-OPERATORIO (MEDIA, MEDIANA, DESVIO PADRAO, VALORES
MINIMOS E MAXIMOS). VALORES EM NEWTON

Grupo Grupo I-7 Grupo II-7  Grupo llI-7  Grupo V-7
N 10 10 10 9
Média 1,63 1,58 1,91 1,68
Desvio Padréo 0,43 0,81 0,53 0,35
Mediana 1,64 1,40 1,95 1,51
Minimo 0,70 0,84 1,00 1,39
Maximo 2,17 3,59 2,96 2,45
p=0,219
4,00~
57
o]
76
3,00 (o]
o
=
o 75
> *
14
()
° 52
g;, 2,00 T ©
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(e
— %
43
1,00 — (o]
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Grupo |-7 Grupo I-7 Grupo -7 Grupo V-7
Grupo
p=0,219

GRAFICO 4 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES DO TESTE DE FORGA DE RUPTURA
DA ANASTOMOSE DOS ANIMAIS SUBMETIDOS A EUTANASIA NO 7° DIA DE POS-
OPERATORIO DE ACORDO COM O TRATAMENTO REALIZADO. VALORES EM NEWTON

Ao se analisar os valores da forca de ruptura dos ratos submetidos a
eutanasia no 14° dia pdés-operatério, também ndo se observa diferenca

estatisticamente significante entre os grupos ( p=0,539) (tabela 5, gréfico 5)
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TABELA 5 - VALORES DA FORCA DE RUPTURA DA ANASTOMOSE NOS ANIMAIS
MORTOS NO 14° DIA POS-OPERATORIO (MEDIA, MEDIANA, DESVIO PADRAO, VALORES
MINIMOS E MAXIMOS). VALORES EM NEWTON

Grupo Grupo I-14  Grupo 11-14  Grupo 111-14 Grupo IV-14
N 8 10 9 10
Média 1,82 2,21 2,56 1,77
Desvio Padréo 0,43 0,78 2,13 0,43
Mediana 1,78 1,96 2,17 1,78
Minimo 1,02 1,43 0,84 0,88
Maximo 2,33 4,10 8,10 2,45
p=0,539
9

8,00 -
c 6,00
S
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(14
g 113
@ 4,00 ©
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2] % Q - %

83 99
o] o]
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Grupo I-14 Grupo I-14 Grupo ll-14 Grupo IV-14
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p=0,539

GRAFICO 5 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES DO TESTE DE FORGA DE RUPTURA
DA ANASTOMOSE DOS ANIMAIS SUBMETIDOS A EUTANASIA NO 14° DIA DE POS-
OPERATORIO DE ACORDO COM O TRATAMENTO REALIZADO. VALORES EM NEWTON

Na andlise dos resultados do teste de forca de ruptura da anastomose
colénica em dias diferentes de eutanasia, houve aumento progressivo da

resisténcia, com diferenca estatistica (p<0,0001) (gréaficos 6 e 7)
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GRAFICO 6 — MEDIANA E VALORES INTERVALARES DO TESTE DE FORCA DE RUPTURA
DA ANASTOMOSE DISTRIBUIDOS SEGUNDO O DIA DE POS-OPERATORIO. VALORES
EM NEWTON

N
3

\

——Grupol

—&—Grupoll
' Grupollll
1 - Grupo IV

3°DPO 7° DPO 14° DPO

-
(8)]

o
3

Média da Forga de Ruptura da
Anastomose em Newton

o

Dia da Eutanasia

p<0,0001

GRAFICO 7 - EVOLUGAO DA MEDIA DO TESTE DE FORGCA DE RUPTURA DA
ANASTOMOSE PELO DIA DE POS-OPERATORIO. VALORES EM NEWTON
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4 — Estudo Histopatolégico

Os resultados estdo apresentados de acordo com os indicadores
histopatolégicos que apresentaram diferenca estatisticamente significante para
o periodo analisado.

Os resultados discriminados por animais estdo nos apéndices 7 a 18.

4.1 — Terceiro dia pos-operatorio

O quadro histopatolégico foi predominado por fendémenos agudos
caracterizados por congestdo, edema, hemorragia, infiltrado polimorfonuclear e
necrose focal (apéndices 7 a 10).

H& menor hemorragia no grupo Il comparado com o grupo controle (IV)
com significancia estatistica (p=0,003) (tabela 6) (figura 12).

TABELA 6 — FREQUENCIA DE HEMORRAGIA NOS ANIMAIS SUBMETIDOS A EUTANASIA
NO 3° DIA POS-OPERATORIO

Hemorragia
Ausente Leve Moderado Marcante Intenso Total
Grupo 1-3 3 0 1 2 2 8
11-3 4 3 3 0 0 10
11-3 0 0 1 5 4 10
V-3 0 2 2 3 3 10
Total 7 5 7 10 9 38

Grupo 11-3 — 100x Grupo V-3 — 200x

FIGURA 12 — HEMORRAGIA NOS GRUPOS Il E IV DE ANIMAIS SUBMETIDOS A
EUTANASIA NO 3° DIA POS-OPERATORIO
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4.2 — Sétimo dia pés-operatério

O quadro histopatoldgico foi predominado por fenémenos simultaneos
agudos e crbnicos, caracterizados por persisténcia do infiltrado
polimorfonuclear, aumento do infiltrado mononuclear, aparecimento de fibrose,
neoformacéo vascular e granulacdo (apéndices 11 a 14).

H& menor infiltrado mononuclear (p=0,006), maior infiltrado
polimorfonuclear (p=0,001) e maior necrose focal (p=0,001) quando se
compara o grupo Il com o grupo IV (grupo controle) (tabelas 7, 8 e 9) (figura
13).

TABELA 7 — FREQUENCIA DO INFILTRADO MONONUCLEAR NOS ANIMAIS SUBMETIDOS
A EUTANASIA NO 7° DIA POS-OPERATORIO

Infiltrado Mononuclear

Ausente Leve Moderado Marcante Intenso Total
Grupo I-7 0 0 1 6 3 10
-7 0 1 8 1 0 10
-7 0 0 3 6 1 10
V-7 0 0 2 5 2 9
Total 0 1 14 18 6 39

p=0,006

TABELA 8 - FREQUIAE'NCIA DO INFILTRADO POLIMORFONUCLEAR NOS ANIMAIS
SUBMETIDOS A EUTANASIA NO 7° DIA POS-OPERATORIO

Infiltrado Polimorfonuclear

Ausente Leve Moderado Marcante Intenso Total
Grupo I-7 0 2 6 1 1 10
-7 0 0 1 3 6 10
-7 0 1 4 1 4 10
V-7 0 4 3 2 0 9
Total 0 7 14 7 11 39

p=0,001

TABELA 9 — FREQUENCIA DA NECROSE FOCAL NOS ANIMAIS SUBMETIDOS A
EUTANASIA NO 7° DIA POS-OPERATORIO

Necrose Focal

Ausente Leve Moderado Marcante Intenso Total
Grupo I-7 4 1 1 4 0 10
-7 1 0 0 2 7 10
-7 0 3 4 2 1 10
V-7 4 1 4 0 0 9
Total 9 5 9 8 8 39

p=0,001
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Grupo 11-7 — 400 x Grupo V-7 — 400 x

FIGURA 13 — INFILTRADO MONONUCLEAR, INFILTRADO POLIMORFONUCLEAR E
NECROSE FOCAL NOS GRUPOS Il E IV DE ANIMAIS SUBMETIDOS A EUTANASIA NO 7°
DIA POS-OPERATORIO

4.3 — Décimo-quarto dia pos-operatorio

H& desaparecimento dos fenémenos inflamatérios agudos e
aparecimento intenso de fibrose (apéndices 15 a 18)

Ha menor fibrose no grupo Il comparado com o grupo IV (controle), com
significancia estatistica (p<0,0001) (tabela 10) (figura 14).

TABELA 10 — FREQUENCIA DA FIBROSE NOS ANIMAIS SUBMETIDOS A EUTANASIA NO
14° DIA POS-OPERATORIO

Fibrose
Ausente Leve Moderado Marcante Intenso Total
Grupo 1-14 0 0 0 8 0 8
11-14 0 0 4 5 1 10
111-14 0 0 1 3 5 9
IV-14 0 0 0 0 10 10
Total 0 0 5 16 16 37

p<0,0001
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Grupo 11-14 — 25x Grupo 1V-14 — 25x

Grupo 11-14 — 100 x Grupo 1V-14 — 200 x

FIGURA 14 — FIBROSE NOS GRUPOS Il E IV DE ANIMAIS SUBMETIDOS A EUTANASIA NO
14° DIA POS-OPERATORIO

5 — Estudo Histomorfométrico do Colageno

Foram realizadas 523 fotos das regibes anastométicas e peri-
anastométicas das laminas. Os resultados do percentual de pixel por foto
podem ser visualizados nos apéndices 19 a 21.

Os resultados do percentual de pixel, divididos por grupos, podem ser
visualizados nas tabelas 11 a 13.
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TABELA 11 — HISTOMORFOMETRIA DO COLAGENO NAS ANASTOMOSES COLONICAS
NOS ANIMAIS SUBMETIDOS A EUTANASIA NO 3° DIA POS-OPERATORIO, COM A
COLORACAO PICRO-SIRIUS (MEDIA, DESVIO PADRAO, MEDIANA, VALORES MINIMOS E
MAXIMOS). VALORES EM PERCENTUAL DE PIXEL

Grupo -3 -3 -3 IV-3
N 14 16 27 25
Média 2,05 2,23 1,85 1,82
Desvio Padréo 1,34 1,07 1,95 1,75
Mediana 1,65 2,50 1,20 1,50
Minimo 0,50 0,20 0,20 0,10
Maximo 5,00 3,70 7,80 6,00
p=0,196

TABELA 12 — HISTOMORFOMETRIA DO COLAGENO NAS ANASTOMOSES COLONICAS
NOS ANIMAIS SUBMETIDOS A EUTANASIA NO 7° DIA POS-OPERATORIO, COM A
COLORACAO PICRO-SIRIUS (MEDIA, DESVIO PADRAO, MEDIANA, VALORES MINIMOS E
MAXIMOS). VALORES EM PERCENTUAL DE PIXEL

Grupo -7 -7 -7 V-7
N 62 58 68 56

Média 1,67 3,00 1,56 2,81
Desvio Padréo 1,59 2,97 1,22 2,16
Mediana 0,95 1,70 1,35 2,30
Minimo 0,10 0,20 0,20 0,20
Maximo 7,70 12,20 5,70 10,70
p<0,0001

TABELA 13 — HISTOMORFOMETRIA DO COLAGENO NAS ANASTOMOSES COLONICAS
NOS ANIMAIS SUBMETIDOS A EUTANASIA NO 14° DIA POS-OPERATORIO, COM A
COLORAGAO PICRO-SIRIUS (MEDIA, DESVIO PADRAO, MEDIANA, VALORES MINIMOS E
MAXIMOS). VALORES EM PERCENTUAL DE PIXEL

Grupo I-14 I1-14 I-14 IV-14
N 46 44 48 59
Média 6,12 4,23 3,04 2,40
Desvio Padréo 3,61 2,76 3,35 1,77
Mediana 5,60 4.10 2,25 2,00
Minimo 0,10 0,10 0,40 0,30
Maximo 18,30 13,20 19,00 9,60
p<0,0001

N&o houve diferenga estatisticamente significante na histomorfometria
do coladgeno entre os grupos dos animais submetidos a eutanasia no 3° dia
pés-operatorio (p=0,196) (gréfico 8) (figura 15)
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GRAFICO 8 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA HISTOMORFOMETRIA DO
COLAGENO NAS ANASTOMOSES COLONICAS DOS ANIMAIS SUBMETIDOS A
EUTANASIA NO 3° DIA POS-OPERATORIO
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Grupo I-3 Grupo 11-3

Grupo I11-3 Grupo V-3

FIGURA 15 — HISTOMORFOMETRIA DAS LAMINAS CORADAS PELO PICRO-SIRIUS COM
LUZ POLARIZADA DOS ANIMAIS MORTOS NO 3° DIA POS-OPERATORIO

Entre os animais submetidos a eutanasia no 7° dia pds-operatério,
houve diminuicdo na quantidade de colageno nos grupos | e lll em relagéo ao
grupo IV (controle) com significAncia estatistica(p<0,0001) (grafico 9) (figura
16).
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GRAFICO 9 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA HISTOMORFOMETRIA DO
COLAGENO NAS ANASTOMOSES COLONICAS DOS ANIMAIS SUBMETIDOS A
EUTANASIA NO 7° DIA POS-OPERATORIO
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Grupo I-7 Grupo I1-7

Grupo I11-7 Grupo V-7

FIGURA 16 — HISTOMORFOMETRIA DAS LAMINAS CORADAS PELO PICRO-SIRIUS COM
LUZ POLARIZADA DOS ANIMAIS MORTOS NO 7° DIA POS-OPERATORIO

Entre os animais submetidos a eutanasia no 14° dia pdés-operatério,
houve aumento na quantidade de colageno nos grupos | e Il em relagdo ao
grupo controle (IV) com significancia estatistica (p<0,0001) (grafico 10)(figura
17).
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GRAFICO 10 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA HISTOMORFOMETRIA DO
COLAGENO NAS ANASTOMOSES COLONICAS DOS ANIMAIS SUBMETIDOS A
EUTANASIA NO 14° DIA POS-OPERATORIO
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Grupo 1-14 Grupo I1-14

Grupo I11-14 Grupo IV-14

FIGURA 17 — HISTOMORFOMETRIA DAS LAMINAS CORADAS PELO PICRO-SIRIUS COM
LUZ POLARIZADA DOS ANIMAIS MORTOS NO 14° DIA POS-OPERATORIO

6 — Estudo da Concentracéo de Hidroxiprolina

A concentracdo de hidroxiprolina nas anastomoses foi estudada nos 120
animais em amostras retiradas na operagao, e nos 114 animais submetidos a
reoperacao nas datas programadas.

Os resultados da hidroxiprolina, em mg/g de tecido, sdo apresentados
nos apéndices 22 a 24.

Nao ha diferenga estatisticamente significante entre as amostras dos
grupos que receberam pneumoperitbnio antes da laparotomia e coleta da
amostra (grupos | e Ill), e dos grupos que foram submetidos a operagdo sem o
pneumoperitdnio prévio a coleta da amostra (grupos Il e V) (p=0,699). (tabela
14).
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TABELA 14 — CONCENTRACAO DE HIDROXIPROLINA EM MG/G DE TECIDO DA
AMOSTRA PRE TESTE DOS ANIMAIS SUBMETIDOS A PNEUMOPERITONIO ANTES DA
LAPAROTOMIA (GRUPOS | E 1ll) E DOS ANIMAIS NAO SUBMETIDOS AO
PNEUMOPERITONIO ANTES DA LAPAROTOMIA (GRUPOS Il E IV) (MEDIA, DESVIO
PADRAO, MEDIANA, VALORES MINIMOS E MAXIMOS)

Grupos | e 1l Grupos Il e IV
N 60 60
Média 1,09 1,14
Desvio Padréo 0,24 0,32
Mediana 1,10 1,10
Minimo 0,40 0,50
Méaximo 1,80 2,40

p=0,699

Houve diminuicdo da meédia dos valores de hidroxiprolina no dia da
eutanasia, comparado com o dia da operagdo em todos os periodos estudados
(tabelas 15, 16 e 17) (grafico 11).

Ao se analisar os resultados da dosagem de hidroxiprolina das
anastomoses dos ratos colhidos no dia da eutanasia, ndo se observa diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (3° DPO - p=0,152, 7° DPO -
p=0,913 e 14° DPO - p=0,981) (tabelas 15, 16 e 17).

A evolucdo da concentragdo de hidroxiprolina de acordo com o dia de
eutanasia apresentou um aumento gradativo, com diferenca estatisticamente

significante (p<0,001) (grafico 11).

TABELA 15 — CONCENTRACAO DE HIDROXIPROLINA EM MG/G DE TECIDO DAS
ANASTOMOSES COLONICAS COLHIDOS NO DIA DA OPERACAO (O) E NO DIA DA
EUTANASIA (E) DOS ANIMAIS MORTOS NO 3° DIA POS-OPERATORIO (MEDIA, DESVIO
PADRAO, MEDIANA, VALORES MINIMOS E MAXIMOS)

Grupo
I-30 I-3E -3 0 -3 E -3 0 -3 E IV-30 IV-3 E

N 10 8 10 10 10 10 10 10
Média 1,06 0,45 0,97 0,57 0,97 0,51 1,12 0,40
Desvio

Padrao 0,19 0,12 0,19 0,20 0,34 0,13 0,19 0,13
Mediana 1,10 0,40 1,00 0,50 1,00 0,55 1,10 0,40
Minimo 0,60 0,30 0,70 0,40 0,40 0,30 0,80 0,20
Maximo 1,30 0,70 1,20 0,90 1,60 0,70 1,50 0,60

p=0,152
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TABELA 16 — CONCENTRACAO DA HIDROXIPROLINA EM MG/G DE TECIDO DAS
ANASTOMOSES COLONICAS COLHIDOS NO DIA DA OPERACAO (O) E NO DIA DA
EUTANASIA (E) DOS ANIMAIS MORTOS NO 7° DIA POS-OPERATORIO (MEDIA, DESVIO
PADRAO, MEDIANA, VALORES MINIMOS E MAXIMOS)

Grupo

-7 O I-7 E 11-7 O -7 E -7 O -7 E IV-7 O IV-7 E
N 10 10 10 10 10 10 10 9
Média 1,05 0,56 1,29 0,59 1,04 0,57 1,02 0,56
Desvio
Padrao 0,11 0,126 0,35 0,152 0,15 0,177 0,30 0,181
Mediana 1,10 0,55 1,15 0,6 1,05 0,6 0,95 0,6
Minimo 0,90 0,4 0,90 0,3 0,80 0,2 0,50 0,3
Maximo 1,20 0,8 2,00 0,8 1,30 0,8 1,50 0,9
p=0,913

TABELA 17 — CONCENTRACAO DA HIDROXIPROLINA EM MG/G DE TECIDO DAS
ANASTOMOSES COLONICAS COLHIDOS NO DIA DA OPERACAO (O) E NO DIA DA
EUTANASIA (E) DOS ANIMAIS MORTOS NO 14° DIA POS-OPERATORIO (MEDIA, DESVIO
PADRAO, MEDIANA, VALORES MINIMOS E MAXIMOS)

Grupo
1-14 O I-14 E 1-140 1I-14E M-140 1-14E IV-140 IV-14E

N 10 8 10 10 10 9 10 10
Média 1,14 0,65 1,10 0,64 1,25 0,69 1,33 0,67
Desvio

Padrao 0,19 0,12 0,26 0,27 0,30 0,22 0,44 0,22
Mediana 1,15 0,65 1,10 0,65 1,15 0,60 1,20 0,70
Minimo 0,90 0,50 0,80 0,20 0,90 0,50 1,00 0,30
Maximo 1,40 0,80 1,60 1,00 1,80 1,20 2,40 1,00

p=0,981
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GRAFICO 11 - MEDIANA E VALORES INTERVALARES DA CONCENTRACAO DE
HIDROXIPROLINA EM MG/G DE TECIDO DAS ANASTOMOSES COLONICAS COLHIDOS
NO DIA DA OPERACAO E NO DIA DA EUTANASIA, DISTRIBUIDOS SEGUNDO O DIA DE
POS-OPERATORIO
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DISCUSSAO

A laparoscopia vem sendo cada vez mais utilizada em cirurgia colorretal.
Beneficios ao paciente como menor tempo de hospitalizacdo, menor dor poés-
operatoria, retorno mais rapido da fungéo intestinal sdo inquestionaveis. Seus
resultados oncoldgicos semelhante aos da cirurgia aberta também estdo
demonstrados por vérios estudos, levando a procura cada vez maior por esta
modalidade cirargica (BUUNEN et al., 2009; LACY et al., 2008; KUHRY et al.,
2008; JAYNE et al., 2007; VELDKAMP et al., 2005; GUILLOU et al., 2005).

As fistulas em anastomoses colbnicas sdo complicagdes com alto indice
de morbi-mortalidade. Apesar do uso cada vez mais freqiente do
pneumoperitdnio nas cirurgias, especialmente nas colorretais, o seu efeito
sobre a cicatrizagcdo das anastomoses colbnicas tem sido pouco estudado, o
gue motivou a realizagdo do presente estudo.

O animal escolhido foi o rato (Rattus norvergicus) da linhagem Wistar,
em conformidade com varios estudos para avaliacdo da cicatrizacdo de
anastomoses intestinais (OLIVEIRA, 1989; OLIVEIRA, 1995; KOLOGLU et al.,
1999; POLAT et al., 2001; OZGUN et al., 2003; REYS, 2004; ALMEIDA, 2006;
KONSTANTINIDIS et al., 2006; FREITAS, 2007). O rato é de facil padronizacéo
quanto a raca, género e peso, além de ter grande resisténcia a infec¢des e
possuir anatomia bem conhecida. O rato apresenta praticidade para
experimentos com grande numero de animais com similaridade genética e
fisioldgica, baixo custo e facilidade de manutencdo em biotério.

Os periodos programados para a reoperacdo e eutanasia dos animais
foram fundamentadas no estudo de HERMANN et al. (1964), em que foi
pesquisado a cicatrizagdo de anastomoses coldnicas de ratos mortos a
intervalos desde trés horas até um ano apds a operacdo. Foi visto que o
processo cicatricial apresenta trés fases justapostas: exudativa ou resposta
inflamatéria aguda (zero a quatro dias); proliferativa ou de fibroplasia (trés a
quatorze dias); e de remodelagem ou de maturidade do colageno (dez a cento
e oitenta dias). Desta forma as datas de reoperagdo representam as trés fases

do processo cicatricial.
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Trés mecanismos poderiam influenciar a cicatrizagdo intestinal na
cirurgia laparoscopica: o aumento da pressao intra-abdominal, o tipo de gas
utilizado e o tempo de exposi¢cado ao pneumoperitonio.

O aumento da pressdo abdominal é causado em vérias situaces
clinicas como na ascite, distensdo abdominal por ileo ou obstru¢do mecénica,
reducdo de hérnia gigante, pancreatite, sepse e trauma. Pressfes acima de 20
mmHg sédo denominadas hipertensédo intra-abdominal (IVATURY et al., 1997).
A hipertenséo intra-abdominal cursa com grandes efeitos deletérios abdominais
e sistémicos. Quando o aumento da pressdo intra-abdominal causa hipoxia,
dificuldade ventilatéria, oligiria ou anuria, e € melhorada com a descompresséao
abdominal, é denominado Sindrome do Compartimento Abdominal. (IVATURY
et al., 1997). Na cirurgia laparoscépica se usa dioxido de carbono (CO2) para
prover exposicdo cirdrgica adequada da cavidade abdominal, levando a
aumento da pressdo abdominal. A pressdo utlizada em cirurgias
laparoscopicas em humanos é de 12 a 15 mmHg. Esta pressdo permite boa
visualizacdo da cavidade peritoneal com poucas alteragdes metabdlicas e
cardiovasculares.

Neste estudo, o pneumoperitbnio nos ratos foi realizado com presséo de
5 mmHg, j& que esta é a pressdo que no rato corresponde a presséo utilizada
na cirurgia laparoscopica em humanos, segundo estudo de AVITAL et al
(2007). Este estudo mediu parametros cardiorrespiratérios em ratos
submetidos a pneumoperitonio com 5 mmHg, 8 mmHg e 12 mmHg. Foi
demonstrado que as alteragdes fisioldgicas que mais se assemelham aquelas
da cirurgia laparoscopica em humanos ocorrem na pressdo de 5 mmHg em
ratos. As pressdes de 8 mmHg e 12 mmHg em ratos se assemelham a
hipertenséo intra-abdominal. Em outros estudos, os autores também sugerem
que uma pressdo de até 6 mmHg em ratos equivalem a pressdo intra-
abdominal de 12 a 15 mmHg em humanos (BERGUER et al., 1997; ROSCH et
al., 2005).

O tempo de exposicdo ao pneumoperitonio pode influenciar a
cicatrizagdo, porém em estudo realizado por OZER et al (2008) o tempo de
pneumoperitdnio ndo influenciou na cicatrizagdo de anastomose coldnica.
Neste estudo, ratos foram submetidos a pneumoperitdnio com presséao de 12

mmHg por um periodo de 2 horas e 4 horas antes da operagéo, e comparados
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com um grupo controle. N&o houve diferencas estatisticamente significantes
nos parametros histopatologicos e dosagem de hidroxiprolina.

Estudos foram realizados para comparar o pneumoperitbnio com diéxido
de carbono (CO2) e com hélio. NEUBERGER et al. (1996) destacaram que o
uso do hélio ndo causa retengédo de CO2 e conseqlente acidose, no entanto o
risco de embolia gasosa € maior com este gas. GOITEIN et al (2005)
demonstraram que a perfusdo intestinal ndo se altera comparando o
pneumoperitdnio com os dois gases. ROSCH et al (2005) né&o verificaram
alteracdes na cicatrizacdo intestinal de ratos submetidos a pneumoperitonio
com hélio e CO2.

A hipercarbia induzida pelo uso de dioxido de carbono leva a
vasodilatagcdo periférica, podendo aumentar a oxigenacdo na regido
anastomotica, o que poderia melhorar a cicatrizacdo (ROSCH et al., 2005).

A mortalidade global no presente estudo foi de 5%, estando de acordo
com estudos prévios de cicatrizagdo de anastomoses intestinais em ratos, que
apresentam taxas de mortalidade entre 0 e 11 % (MASTBOOM et al., 1991;
ALMEIDA, 2006). Dos 6 animais que morreram, quatro eram do grupo |
(pneumoperitbnio pré-operatorio), sendo 2 do subgrupo I-3 e 2 do subgrupo I-
14. Apesar disso ndo houve diferenga estatistica nos 6bitos.

Os animais perderam peso inicialmente, recuperando seu peso inicial
entre o 7° e 14° dia pds-operatério, o que condiz com a literatura (MASTBOOM
et al.,, 1991). N&o houve diferenca estatistica no peso dos animais submetidos
a eutanasia no mesmo dia pds-operatério entre os grupos, o que indica que o
pneumoperitdnio com CO2 nédo leva a alteragbes metabdlicas que cursam com
perda ponderal.

Na avaliagcdo da cicatrizagdo, um dos parametros utilizados foi o estudo
da forca de ruptura da anastomose. Esta € uma técnica apropriada que permite
resultados rapidos, precisos e reprodutiveis (ROSSI et al., 2007). Neste estudo
ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos, porém
observamos que os valores encontrados nos ratos do grupo Il (submetidos a
pneumoperitdnio pré e pos-operatdrio) sdo superiores aos outros grupos em
todas as datas de eutanasia dos ratos (3°, 7° e 14° dia pOs-operatério). Este
grupo é o que melhor representa a colectomia laparoscépica, j& que nestas

operacdes é realizado o pneumoperitdnio durante a dissec¢do, sendo 0 mesmo
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desfeito na retirada da peca cirirgica e anastomose ou colocagdo das ogivas
dos grampeadores, e a seguir o pneumoperitdnio é refeito para a reviséo da
cavidade e anastomose quando esta é realizada intraperitonealmente. Este
parametro avaliado nos leva a crer na seguranca da cirurgia laparoscépica na
anastomose colonica.

No estudo histopatol6gico observamos diferencas no grupo Il (submetido
a pneumoperitdnio apoés a laparorrafia) em relagédo ao grupo controle. No 3° dia
pds-operatdrio, este grupo apresenta uma freqiiéncia menor de hemorragia. No
7° dia pés-operatoério, observamos uma diminui¢c&o do infiltrado mononuclear e
um aumento do infiltrado polimorfonuclear e na necrose focal. No 14° dia pos-
operatorio, observamos uma diminuigdo da fibrose. Estas alterac6es poderiam
sugerir um retardo no processo de cicatrizagdo neste grupo. KOLOGLU et al
(1999) relataram retardo de cicatrizagdo em ratos submetidos a
pneumoperitdnio continuo apos laparorrafia até data da eutanasia no 4° DPO.

Na analise histomorfométrica do colageno, ndo encontramos diferenca
estatistica na deposicao de colageno no 3° dia p6s-operatorio. Porém no 7° dia
pds-operatdrio encontramos diminuigdo na quantidade de coldgeno nos grupos
| (pneumoperiténio pré laparotomia) e Il (pneumoperitdnio pré laparotomia e
pés laparorrafia), em relacdo ao grupo controle. Entretanto, no 14° dia poés-
operatério observamos um aumento no colageno do grupo | (pneumoperitdnio
pré laparotomia) e Il (pneumoperitdnio pés laparorrafia). Isto pode mostrar um
retardo no processo cicatricial no 7° dia pos-operatdrio, porém com
recuperacao e melhora no 14° dia pés-operatorio.

N&o encontramos diferenga estatisticamente significante no estudo da
hidroxiprolina entre os grupos estudados, porém em todos os grupos tratados,
em todas as datas de eutanasia, a média e mediana da concentracdo de
hidroxiprolina foi superior ou igual ao grupo controle, o0 que mostra que o
pneumoperitdnio ndo prejudica a formacgéo de colageno.

Apesar dos efeitos possivelmente deletérios do aumento da presséo
abdominal e do uso de dioxido de carbono, ndo observamos piora na
cicatrizagdo nos periodos examinados, quando utilizamos uma pressdo em
ratos semelhante aquela utilizada em cirurgia laparoscépica em humanos.

Quando analisamos os estudos disponiveis na literatura observamos

piora da cicatrizacdo de anastomoses intestinais naqueles em que os ratos
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foram submetidos a uma pressao intra-abdominal elevada, correspondente em
humanos a hipertensédo intra-abdominal (POLAT et al., 2002; OSGUN et al.,
2004), ou tempo de pneumoperitonio muito prolongado (KOLOGLU et al.,
1999). Nos estudos em que a pressao utilizada nos ratos foi a pressdo que
corresponderia a utilizada na cirurgia laparoscopica ndo houve piora da
cicatrizagdo (ROSCH et al., 2005).

Teoricamente o aumento da pressdo abdominal inerente a cirurgia
laparoscopica poderia causar isquemia transitéria com revascularizagdo
subsequente, levando a alteragGes cicatriciais e consequente aumento de
fistula anastomdtica. Em diferentes estudos foi demonstrado que a reducéo da
oxigenacdao intestinal piora em graus variaveis o processo cicatricial (POSMA et
al., 2007; POSMA et al., 2009; POSMA et al.,2010). No presente estudo, com a
pressao de 5 mmHg, ndo houve piora na cicatrizagdo, o que nos faz supor que
ndo houve efeitos decorrentes de isquemia na pressao estudada. ROSCH et al.
(2005) nao verificaram associagdo entre pneumoperitbnio e o aumento de
sinais de isquemia nas anastomoses de intestino delgado, com pressoes de 3 e
6 mmHg em ratos. POLAT et al. (2002) demonstraram que lesdes de isquemia-
reperfusdo s&@o proporcionais a pressdo intra-abdominal utilizada. Em seu
estudo houve piora na cicatrizacdo de anastomose com pressdes acima de 20
mmHg em ratos.

O processo cicatricial € complexo, e ndo depende apenas da quantidade
de colageno, mas também do tipo e da estrutura do colageno. Por isso mesmo
com quantidades de colageno altas, podemos ter for¢a de ruptura diminuidas.
Nao foi observado correlacdo entre as concentracbes de coldgeno e
parametros mecanicos em estudos anteriores. (OZGUN et al., 2004).

No presente estudo foram utilizados para avaliagédo da cicatrizagdo os
seguintes parametros: evolucdo clinica, forca de ruptura da anastomose,
concentracdo de hidroxiprolina, avaliagdo histomorfométrica do colageno e
avaliagdo histopatologica. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos na
evolucdo do peso dos animais, na forca de ruptura da anastomose e na
dosagem da concentracdo de hidroxiprolina. Na avaliacdo histopatolégica, o
grupo Il apresentou menor hemorragia no 3° dia pds-operatério, menor
infiltrado mononuclear, maior infiltrado polimorfonuclear, maior necrose focal no

7° dia poés-operatorio e menor fibrose no 14° dia poés-operatdrio, quando
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comparado com o grupo controle. No estudo histomorfométrico houve
diminuicdo do coldgeno nos grupos | e lll em relagdo ao grupo controle no
7°DPO e aumento do colageno nos grupos | e Il em relacdo ao grupo controle
no 14°OPO. Embora tenham ocorrido essas alteragdes, 0 uso do
pneumoperitbnio com diéxido de carbono na pressdo de 5 mmHg néo
aumentou a deiscéncia e nado reduziu a forga de ruptura da anastomose, e

portanto ndo prejudicou a cicatrizagdo das anastomoses coldnicas nos ratos.
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CONCLUSAO

Nas condi¢cdes experimentais em que o estudo foi conduzido, os
resultados permitem concluir que o pneumoperitdnio com CO2 na presséo de 5

mmHg n&o prejudicou a cicatriza¢géo de anastomoses colonicas em ratos.
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Apéndice 1 — Peso no dia da cirurgia e no dia da eutanasia dos animais mortos no 3° dia pos-

operatorio.
Grupo 1-3 Grupo I1-3
Animal Peso Inicial Peso Final Animal Peso Inicial Peso Final
2 370 342 1 330 345
6 400 374 5 430 405
10 375 330 9 420 376
14 355 326 13 360 335
17 342 311 18 380 349
21 355 ) 22 345 310
26 352 323 25 357 335
30 355 318 31 374 345
33 360 ) 34 374 320
38 368 303 37 338 302
Grupo 111-3 Grupo V-3

Animal Peso Inicial Peso Final Animal Peso Inicial  Peso Final
4 350 331 3 350 331
8 410 377 7 410 377
12 340 298 11 340 298
15 360 319 16 360 319
20 430 387 19 430 387
23 355 339 24 355 339
27 333 302 28 333 302
32 362 326 29 362 326
36 342 310 35 342 310

40 332 305 39 332 305
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Apéndice 2 — Peso no dia da cirurgia e no dia da eutanasia dos animais mortos no 7° dia p0s-
operatorio.

Grupo I-7 Grupo II-7
Animal Peso Inicial Peso Final Animal Peso Inicial Peso Final
42 389 290 41 336 305
46 380 365 45 345 285
50 338 340 49 318 301
53 359 356 54 351 353
58 346 326 57 326 297
62 372 305 61 380 348
67 354 328 66 355 337
70 355 336 69 360 299
74 360 339 73 360 357
78 385 365 77 368 348
Grupo I11-7 Grupo V-7

Animal Peso Inicial Peso Final Animal Peso Inicial  Peso Final
43 335 285 44 368 340
48 350 293 47 350 )

51 337 335 52 348 370
56 338 321 55 327 329
60 366 325 59 337 314
64 324 290 63 366 343
65 390 375 68 360 356
72 350 341 71 360 346
76 345 294 75 360 344

80 402 372 79 383 377
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Apéndice 3 — Peso no dia da cirurgia e no dia da eutanasia dos animais mortos no 14° dia pos-
operatorio.

Grupo 1-14 Grupo I1-14
Animal Peso Inicial Peso Final Animal Peso Inicial  Peso Final
82 351 355 81 385 389
88 325 338 87 319 338
90 341 352 89 334 339
94 330 351 93 357 388
98 317 326 97 327 339
102 322 349 101 324 324
106 332 ) 105 333 338
110 393 394 109 392 399
114 363 377 113 378 389
120 363 ) 119 389 398
Grupo 111-14 Grupo IV-14
Animal Peso Inicial Peso Final Animal Peso Inicial  Peso Final
83 326 346 84 349 352
86 332 362 85 321 347
91 342 273 92 379 400
96 335 ) 95 355 366
100 312 319 99 312 324
104 328 337 103 337 343
107 334 342 108 357 354
112 366 381 111 397 429
116 328 336 115 354 356
117 329 337 118 316 332

Apéndice 4 — Teste de forca de ruptura da anastomose col6nica dos animais submetidos a
eutanasia no 3° dia pos-operatorio.

Grupo I-3 Grupo II-3 Grupo I11-3 Grupo V-3
Animal Teste Animal Teste Animal Teste Animal Teste
2 0,82 1 0,6 4 1,11 3 0,86
6 0,74 5 0,88 8 0,92 7 0,6
10 0,8 9 0,88 12 1,49 11 0,94
14 0,52 13 0,56 15 0,8 16 0,76
17 0,74 18 1,11 20 0,8 19 0,8
21 ) 22 0,62 23 0,76 24 0,84
26 0,74 25 0,72 27 1,25 28 0,92
30 0,98 31 1,02 32 1,13 29 1,09
33 ) 34 0,33 36 0,98 35 1,37

38 1,07 37 0,96 40 0,78 39 0,84




67

Apéndice 5 — Teste de forca de ruptura da anastomose col6nica dos animais submetidos a
eutanasia no 7° dia pos-operatorio.

Grupo I11-7
Grupo I-7 Grupo II-7 Grupo V-7
Animal Teste Animal Teste Animal Teste Animal Teste
42 1,72 41 0,88 43 1 44 1,66
46 1,53 45 1,45 48 2,2 47 )
50 1,53 49 2,13 51 1,33 52 2,04
53 2,17 54 1,27 56 2,11 55 1,47
58 1,76 57 3,59 60 1,7 59 1,47
62 1,55 61 1,64 64 1,78 63 1,6
67 1,27 66 0,98 65 1,86 68 1,51
70 0,7 69 1,35 72 2,04 71 1,39
74 2,09 73 1,68 76 2,96 75 2,45
78 1,96 77 0,84 80 2,07 79 1,49

Apéndice 6 — Teste de forca de ruptura da anastomose col6nica dos animais submetidos a
eutanasia no 14° dia pos-operatorio.

Grupo 1-14 Grupo 11-14 Grupo Il1-14 Grupo IV-14
Animal Teste Animal Teste Animal Teste Animal Teste
82 1,78 81 1,62 83 0,84 84 1,84
88 1,74 87 2,6 86 2,37 85 1,37
90 1,55 89 2,82 91 8,1 92 2,02
94 1,02 93 1,8 96 ) 95 1,7
98 2,13 97 2 100 1,7 99 0,88
102 2,33 101 1,84 104 1,64 103 2,45
106 ) 105 1,96 107 2,23 108 1,8
110 2,25 109 1,96 112 2,17 111 2,15
114 1,78 113 41 116 2,17 115 1,76
120 119 1,43 117 1,82 118 1,72




Apéndice 7 — Achados histopatolégicos nas anastomoses dos animais submetidos a eutanasia

no 3° dia pés-operatério do grupo .
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Grupo 1-3

Animal 2 6 10 14 17 21 26 30 33 38
Congestéo + - +++ o+ - + + +
Edema +++ o+ ++ ++ ++ + ++ +
Hemorragia - - +++ - ++ +++ ++++
Infiltrado Polimorfonuclear — ++++ ++++ ++++ ++++  ++++ +++ ++ ++++
Infiltrado Mononuclear + + + + + + - +
Fibrose - - - - - - - -
Ulceracéo I T o s +++ o+t +++
Neoformacao Vascular - - - - - - - -
Necrose Focal ++++ Rt +++ o+t +++
Abscesso - + - + - + - -
Granulagéo - - - - - - - -
Apéndice 8 — Achados histopatolégicos nas anastomoses dos animais submetidos a eutanasia

no 3° dia pés-operatério do grupo Il

Grupo 11-3

Animal 9 13 18 22 25 31 34 37
Congestao - ++ - - ++ ++ +
Edema - - - + - + + + ++
Hemorragia - - - ++ + + ++ ++ + -
Infiltrado Polimorfonuclear — ++++ ++ e T I ol R T S
Infiltrado Mononuclear + + ++ + + + + + + +
Fibrose - - - - - - - - - -
Ulceracéo +H+ I e S s e s v
Neoformacéo Vascular - - - - - - + + + -
Necrose Focal +H+ ++ I A e s e s

Abscesso
Granulagéo
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Apéndice 9 — Achados histopatolégicos nas anastomoses dos animais submetidos a eutanasia
no 3° dia pés-operatoério do grupo lll.

Grupo 111-3

Animal 4 8 12 15 20 23 27 32 36 40
Congestao + +++ 4+ 4+ +++ o+ + ++
Edema + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
Hemorragia e S o o e S o S a5 s s = 0 o S S o +++
Infiltrado Polimorfonuclear — ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++  ++++  +H++ HHHE HEH+
Infiltrado Mononuclear + + + + + + + + + +
Fibrose - - - - - - - - - ;
Ulceracéo +++ et A+ B I o S s o = = S
Neoformacéo Vascular - - - - - - - - - -
Necrose Focal e e e e S e e B o 0 0 S o o e o
Abscesso - - - - - - - - - ;
Granulagéo - - - - - - - - - -

Apéndice 10 — Achados histopatoldgicos nas anastomoses dos animais submetidos a
eutanasia no 3° dia pos-operatdrio do grupo V.

Grupo V-3

Animal 3 7 11 16 19 24 28 29 35 39
Congestéo + + + ++ +++ + + + +++
Edema + ++ + + + ++ ++ - ++ ++
Hemorragia ++++ + ++ +H++ + ++++
Infiltrado Polimorfonuclear — ++++ ++++ ++++ ++++ ++++  ++++ +H+ A At
Infiltrado Mononuclear + + ++ + ++ + ++ + + +
Fibrose - - - - - - - - - -
Ulceracéo T s s o o S +++
Neoformacéo Vascular - - - - - - - - - -
Necrose Focal I R = = s 2 o S o S S
Abscesso - - - - - - - - - -

Granulagéo - - - - - - - - - -




Apéndice 11 — Achados histopatoldgicos nas anastomoses dos

eutanasia no 7° dia pos-operatorio do grupo |.

70

animais submetidos a

Grupo I-7

Animal 42 46 50 53 58 62 67 70 74 78
Congestao ++ +++ ++ ++ +
Edema + + + ++
Hemorragia - - - - - - - - - -
Infiltrado Polimorfonuclear  + ++ ++ ++ ++++  H+H+ + ++ ++ ++
Infiltrado Mononuclear +++ A s o o o s
Fibrose + ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++ +++
Ulceragdo R + ++ C ++++ ++++ C c + ++
Neoformacao Vascular S R o S e I 5 S o6 = S ++ ++++
Necrose Focal +H+ A+t - +++ - + - .
Abscesso + + - - - + + + - .
Granulagéo e e e e 2 e s I o e e e G o e e e e s o e e e e e
Apéndice 12 — Achados histopatoldgicos nas anastomoses dos animais submetidos a
eutanasia no 7° dia pos-operatorio do grupo |lI.

Grupo 1I-7

Animal 41 45 49 54 57 61 66 69 73 77
Congestao - - +++ 4+ +++ +++ 4+

Edema ++ - + + ++ + + +
Hemorragia - - - - - - - - - -
Infiltrado Polimorfonuclear  ++++ ++++ +++  ++++ ++++ ++++ +++  +++  ++ ++++
Infiltrado Mononuclear ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ +++  ++
Fibrose +++ ++ ++ - + - - + + -
Ulceracéo I S T S A ++++
Neoformacao Vascular 4+ ++ ++ ++ +++ o+ ++
Necrose Focal e ot ce i s N o S T o ++++
Abscesso - - - + + - - - - -
Granulagéo T e e o o e = A = = ++




Apéndice 13 — Achados histopatoldgicos nas anastomoses dos animais submetidos a

eutanasia no 7° dia pos-operatorio do grupo Il
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Grupo I11-7

Animal 43 48 51 56 60 64 65 72 76 80
Congestao ++ ++ ++ ++
Edema + + + ++
Hemorragia - - - - - - - - - -
Infiltrado Polimorfonuclear — ++++ ++++ ++++ ++ +H++ ++ ++ + +++
Infiltrado Mononuclear ++ ++ +++ A A +++
Fibrose ++ ++ +++ +++
Ulceracéo +++ o+ +++ ++++ ++
Neoformacao Vascular S S S e S o S o5 o o S o o S o S 5 5 S 5 S o
Necrose Focal +++ + +++ + ++ + ++
Abscesso - + + + - - + - + -
Granulagéo e T e o e O 2 A e e s e e e a5
Apéndice 14 — Achados histopatoldgicos nas anastomoses dos animais submetidos a
eutanasia no 7° dia pos-operatorio do grupo V.

Grupo V-7

Animal 44 47 52 55 59 63 68 71 75 79
Congestao ++ ++ +++

Edema + + +

Hemorragia - - - - - - - - -
Infiltrado Polimorfonuclear — +++ ++ + +++ ++ ++ + + +
Infiltrado Mononuclear ++ B T G o o 2 R o S o +++  +++
Fibrose - ++ ++ ++ +++ 4 +H++
Ulceracgéo +++ +++ C +++ 4+ ++ C + ++
Neoformacéo Vascular ++ +++ ++++ ++ +++
Necrose Focal ++ ++ - ++ + ++ - - -
Abscesso - + + - - - - + -
Granulagéo ++ ++++ At +H++
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Apéndice 15 — Achados histopatoldgicos nas anastomoses dos animais submetidos a
eutanasia no 14° dia pés-operatério do grupo |.

Grupo 1-14

Animal 82 88 90 94 98 102 106 111 114 120
Congestao - - - - - - - -
Edema - - - - - - - ++
Hemorragia - - - - - - - -
Infiltrado Polimorfonuclear  ++ + + + ++ ++ - +
Infiltrado Mononuclear ++ + ++ + + + + +
Fibrose +++ +++ 4+ +H+ A+t +++ e
Ulceracgéo R R C R C R C R
Neoformacéo Vascular ++ ++ ++ ++ ++ + - +
Necrose Focal - - - - - - - -
Abscesso - - - - - - - -
Granulagéo ++ ++ - ++ ++ - + +

Apéndice 16 — Achados histopatoldgicos nas anastomoses dos animais submetidos a
eutanasia no 14° dia pos-operatério do grupo |lI.

Grupo 11-14

Animal 81 87 89 93 97 101 105 109 113 119
Congestao + + - - - - - - - -
Edema - + - - - - - - - -
Hemorragia - - - - - - - - - -
Infiltrado Polimorfonuclear - - + + + + + +

Infiltrado Mononuclear + + + + + + + ++

Fibrose +++ ++++  ++ +++  ++ +++  ++
Ulceragéo R R R R R R R - R +

Neoformacéo Vascular - - - - - - - - -
Necrose Focal - - - - - - - - -
Abscesso - - - - - - - - - -
Granulagéo - - ++ - + - + - + -
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eutanasia no 14° dia pos-operatério do grupo Il
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Grupo 111-14

Animal 83 86 91 96 100 104 107 112 116 117
Congestao - - ++ - - - - - +

Edema - - + - - - - - ++
Hemorragia - - - - - - - - -

Infiltrado Polimorfonuclear  + + +++ - + + + ++

Infiltrado Mononuclear + + ++ - + + + +

Fibrose +H++ I e e o o s
Ulceracgéo R R +++ R R R R R C
Neoformacao Vascular ++ ++ +++ + ++ ++ + ++ ++

Necrose Focal - - ++++ - - - - + -

Abscesso - - - - - - - - -

Granulagéo + + - - ++ ++ - ++ ++

Apéndice 18 — Achados histopatoldgicos nas anastomoses dos animais submetidos a

eutanasia no 14° dia p6s-operatério do grupo IV.

Grupo IV-14

Animal 84 85 92 95 99 103 108 111 115 118
Congestéo - - - - - - - - - -
Edema - - - - - - - - - -
Hemorragia - - - - - - - - - -
Infiltrado Polimorfonuclear  + + ++ + - ++ ++ - - ++
Infiltrado Mononuclear + + ++ + - + + + - +
Fibrose e o o e i e s I o ++++ ++++ ++++ ++++
Ulceracgdo R R R R C R C C C R
Neoformacao Vascular ++ ++ ++ + - ++ - - - -
Necrose Focal - - - - - - - - + -
Abscesso - - - - - - - - - -
Granulagéo + + ++ + - ++ ++ + - ++
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Apéndice 19 - Dosagem da histomorfometria do colageno das anastomoses coldnicas nos
animais submetidos a eutanasia no 3° dia pos-operatorio.

Foto Valor Grupo Foto Valor Grupo Foto Valor Grupo Foto Valor Grupo
1 3,7 -3 22 4 V-3 43 1,3 -3 458 1,9 V-3
2 3 -3 23 2,3 V-3 44 2,9 m-3 459 0,3 V-3
3 0,6 -3 24 1,7 V-3 45 1 -3 460 0,6 V-3
4 1,5 -3 25 0,7 IV-3 440 1,6 -3 461 0,6 -3
5 3,5 -3 26 2,7 V-3 441 2,7 -3 462 1,2 -3
6 2,7 -3 27 2,8 IV-3 442 2,6 -3 463 0,7 -3
7 2,4 -3 28 1,2 IV-3 443 0,9 -3 464 1,3 -3
8 2,2 -3 29 6 IV-3 444 3 -3 465 1,2 -3
9 3,5 -3 30 4,1 IV-3 445 1,6 -3 466 2,4 -3
10 2,6 -3 31 5,8 IV-3 446 0,2 -3 467 0,2 -3
11 1,7 ] 32 3,6 IV-3 447 0,6 -3 468 1 -3
12 1,6 ] 33 15 IV-3 448 5 -3 469 1,2 -3
13 1,9 ] 34 1,6 IV-3 449 11 -3 470 0,2 -3
14 1,6 -3 35 11 -3 450 0,3 V-3 471 7,8 -3
15 2,9 -3 36 0,4 -3 451 0,2 V-3 472 7,1 -3
16 2,3 ] 37 11 -3 452 0,1 IV-3 473 1,8 -3
17 0,5 ] 38 15 -3 453 0,2 V-3 474 1,3 -3
18 0,9 ] 39 4,4 -3 454 0,1 IV-3 475 0,7 -3
19 4,5 ] 40 4,8 -3 455 0,2 IV-3 476 0,5 -3
20 1,5 ] 41 0,8 -3 456 0,2 V-3
21 2,3 V-3 42 1,5 -3 457 1,2 V-3
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Apéndice 20 — Dosagem da histomorfometria do colageno das anastomoses coldnicas nos
animais submetidos a eutanasia no 7° dia pos-operatorio.

Foto Valor Grupo Foto Valor Grupo Foto Valor Grupo Foto Valor Grupo Foto Valor Grupo

46 2.8 -7 95 1,9 -7 144 15 W-7 193 1,7 Iv-7 242 35 V-7
47 2,2 -7 9% 09 -7 145 09 W-7 194 09 Iv-7 243 16 IV-7
48 3.3 -7 97 24 -7 146 04 1I-7 195 33 V-7 244 31 V-7
49 5,6 -7 98 3 -7 147 03 -7 19 28 V-7 245 6,7 IV-7
50 59 -7 9 08 -7 148 03 -7 197 33 V-7 246 33 IV-7
51 3,6 -7 100 2,8 -7 149 04 1I-7 198 3 Iv-7 477 0,3 -7
52 6.1 -~ 101 14 -7 150 03 -7 199 2,7 IV-7 478 05 -7
53 16 -~ 102 0,2 -7 151 0,8 llI-7 200 44 V-7 479 04 -7
54 1,7 -~ 103 0,2 -7 152 11 -7 201 3,8 IV-7 480 0,3 -7
55 07 -7 104 01 -7 153 0,7 -7 202 23 V-7 481 1 -7
56 99 -7 105 0,2 -7 154 23 1llI-7 203 35 IV-7 482 1 -7
57 122 1I-7 106 0,7 -7 155 16 1lI-7 204 09 IV-7 483 1 -7
58 1 -7 107 2,4 -7 156 0,3 1lI-7 205 1 IV-7 484 1,3 -7
59 04 -7 108 4,4 -7 157 04 -7 206 05 IV-7 485 1 -7
60 8,6 -~ 109 0,3 -7 158 1 -7 207 1 IV-7 486 1 -7
61 52 -~ 110 0,8 -7 159 06 1l-7 208 1,7 IV-7 487 0,6 -7
62 04 - 111 2.2 -7 160 0,2 1l-7 209 31 IV-7 488 1,7 -7
63 05 -~ 112 0,8 -7 161 2,6 1I-7 210 4 IV-7 489 14 -7
64 25 - 113 1,2 -7 162 13 1l-7 211 24 V-7 490 15 -7
65 3.8 -~ 114 0,6 -7 163 05 -7 212 18 V-7 491 04 -7
66 45 - 115 0,6 -7 164 47 -7 213 21 V-7 492 17 -7
67 95 -~ 116 0,6 -7 165 04 1I-7 214 09 IV-7 493 04 -7
68 57 -~ 117 0,9 -7 166 24 1I-7 215 05 IV-7 494 0.8 -7
69 6 -~ 118 0,4 -7 167 09 -7 216 13 IV-7 49 09 -7
70 44 - 119 0,7 -7 168 09 -7 217 13 IV-7 49% 09 -7
71 84 -~ 120 0,8 -7 169 57 -7 218 09 V-7 497 24 -7
72 34 -~ 121 05 -7 170 23 -7 219 13 IV-7 498 0,7 -7
73 2.2 - 122 05 -7 171 14 1W-7 220 15 IV-7 499 1 [-7
74 19 -~ 123 0,6 -7 172 17 WM-7 221 14 Iv-7 500 1,5 [-7
75 3 -7 124 16 -7 173 12 -7 222 1 Iv-7 501 1,7 [-7
76 44 -~ 125 3,8 -7 174 08 lI-7 223 12 IV-7 502 1,6 [-7
77 53 -7 126 6 -7 175 21 -7 224 7 Iv-7 503 2,3 [-7
78 51 - 127 55 -7 176 06 1l-7 225 10,7 Iv-7 504 0,7 |Il-7
79 04 -7 128 2,4 -7 177 23 -7 226 45 Iv-7 505 0,6 -7
80 105 -7 129 47 -7 178 24 -7 227 16 IVv-7 506 0,6 |ll-7
81 0.2 -~ 130 7.7 -7 179 15 1-7 228 8 Iv-7 507 13 llI-7
82 21 -7 131 2,2 -7 80 1,7 W-7 229 23 V-7 508 1 -7
83 36 -7 132 31 -7 81 0,7 IM-7 230 55 Iv-7 509 15 -7
84 18 -7 133 0,8 -7 182 09 -7 231 51 Iv-7 510 24 |ll-7
85 24 -7 134 05 -7 183 04 I-7 232 39 Iv-7 511 44 -7
86 09 -7 135 01 -7 184 05 -7 233 52 Iv-7 512 18 |lI-7
87 03 -7 136 0,55 -7 185 03 -7 234 42 Iv-7 513 19 |llI-7
88 26 -7 137 0,3 -7 86 16 ll-7 235 15 Iv-7 514 3,6 -7
89 07 -7 138 0,4 -7 87 21 W-7 236 6,7 Iv-7 515 15 -7
90 0.8 -7 139 09 Wm-r 188 1,8 -7 237 47 V-7 516 3,6 -7
91 45 -7 40 1,7 -7 189 16 I-7 238 05 Iv-7 517 52 -7
92 13 -7 41 17 -7 190 3,7 W-7 239 07 Iv-7 518 19 -7
93 1.2 -7 142 33 1-7 191 0,7 IV-7 240 02 Iv-7 519 12 |llI-7

94 05 -7 143 14 -7 192 0,7 IV-7 241 3,7 V-7
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Apéndice 21 — Dosagem da histomorfometria do colageno das anastomoses coldnicas nos
animais submetidos a eutanasia no 14° dia pos-operatdrio.

Foto Valor Grupo Foto Valor Grupo Foto Valor Grupo Foto Valor Grupo
247 25 1I-14 297 4,7 I-14 347 24 1l-14 397 1 IV-14
248 2,4 11-14 298 3 -14 348 2,6 lll-14 398 0,6 IV-14
249 52 1I-14 299 12,9 |-14 349 9,6 IlI-14 399 0,3 Iv-14
250 8,1 1-14 300 9,4 I-14 350 19 1lI-14 400 18 IV-14
251 44 1-14 301 111 -4 351 34 llI-14 401 1 IV-14
252 1,5 1I-14 302 8,3 I-14 352 2,3 llI-14 402 33 Iv-14
253 1,6 1I-14 303 5,3 I-14 353 2,4 1ll-14 403 15 IVv-14
254 74 11-14 304 10,2 1-14 354 35 ll-14 404 1,7 IV-14
255 13,2 1I-14 305 1,8 I-14 355 1 -14 405 9,6 IV-14
256 7,6 11-14 306 5,6 I-14 356 1 -14 406 31 Iv-14
257 72 11-14 307 3.2 I-14 357 2,4 1l-14 407 23 Iv-14
258 4,4 1-14 308 2,1 I-14 358 4,7 1lI-14 408 1,3 IV-14
259 6,7 11-14 309 3,9 I-14 359 31 ll-14 409 2 IV-14
260 04 11-14 310 4,4 I-14 360 2,3 1lI-14 410 09 Iv-14
261 2 -14 311 8,5 I-14 361 1,7 114 411 0,6 IV-14
262 26 11-14 312 6,6 I-14 362 1,8 1I-14 412 12 IvV-14
263 1,7 1I-14 313 6,9 I-14 363 3,1 lll-14 413 29 Iv-14
264 54 1I-14 314 3,4 I-14 364 1,2 1-14 414 23 Iv-14
265 6,5 1-14 315 4 I-14 365 15 1-14 415 12 IvV-14
266 2 I-14 316 5,9 I-14 366 1 -14 416 1 IV-14
267 52 1I-14 317 7,5 I-14 367 0,7 IlI-14 417 12 IvV-14
268 42 1-14 318 6 I-14 368 15 1-14 418 31 Iv-14
269 1,7 1I-14 319 3,7 I-14 369 1,7 114 419 04 IV-14
270 8,3 1I-14 320 6,1 I-14 370 0,6 IlI-14 420 1 IV-14
271 4 -14 321 8,1 I-14 371 1,3 1-14 421 1,1 Iv-14
272 6,2 1I-14 322 51 -14 372 14 114 422 21 IvV-14
273 7 1-14 323 6,4 I-14 373 0,9 IlI-14 423 6,4 IV-14
274 26 11-14 324 57 I-14 374 14 1-14 424 1,3 IV-14
275 49 1-14 325 104 I-14 375 1 -14 425 21 IvV-14
276 3 1-14 326 5,6 I-14 376 0,6 IlI-14 426 29 Iv-14
277 2,3 1I-14 327 0,9 I-14 377 0,8 lll-14 427 4 IV-14
278 95 1I-14 328 0,1 I-14 378 0,6 IlI-14 428 16 IV-14
279 51 11-14 329 11 I-14 379 0,5 IlI-14 429 32 Iv-14
280 24 11-14 330 15 I-14 380 0,4 1lI-14 430 14 IvV-14
281 35 1I-14 331 4,3 I-14 381 22 IV-14 431 25 Iv-14
282 1,4 1I-14 332 5,3 I-14 382 25 IV-14 432 73 IvV-14
283 09 11-14 333 2,1 1l-14 383 3,7 IV-14 433 59 Iv-14
284 0,1 11-14 334 11,7 1I-14 384 55 IV-14 434 32 Iv-14
285 43 1-14 335 9,2 Ill-14 385 14 IV-14 435 42 IV-14
286 5 I-14 336 2,2 1lI-14 386 1,3 IV-14 436 4 IV-14
287 5,7 -14 337 25 -4 387 2,7 IV-14 437 3 IV-14
288 2,7 -14 338 4 -14 388 3,7 IV-14 438 05 Iv-14
289 8,3 -14 339 53 IlI-14 389 16 IV-14 439 31 Iv-14
290 11 I-14 340 59 llI-14 390 15 Iv-14 520 24 11-14
291 5,1 -14 341 29 IlI-14 391 16 IvV-14 521 16 I-14
292 5,4 -14 342 53 IlI-14 392 31 IvV-14 522 1.8 Il-14
293 141 114 343 2,6 -4 393 0,7 Iv-14 523 6,1 1-14
294 5,5 -14 344 3,7 1l-14 394 2,7 IV-14

295 6,6 -14 345 3,8 llI-14 395 1,1 Iv-14

296 18,3 I-14 346 14 11-14 396 12 IV-14




77

Apéndice 22 — Dosagem da hidroxiprolina no dia da cirurgia e no dia da eutanasia dos animais
mortos no 3° dia pds-operatorio.

Grupo I-3 Grupo I1-3
Animal Hidroxiprolinana  Hidroxiprolinana Animal Hidroxiprolinana  Hidroxiprolina na
Cirurgia Eutanasia Cirurgia Eutanasia
2 1.2 0,4 1 0,7 0,4
6 1 0,3 5 0,8 0,4
10 0,6 0,4 9 0,8 0,4
14 11 0,5 13 1,1 0,7
17 1 0,4 18 0,9 0,4
21 11 22 1,1 0,4
26 1 0,4 25 0,8 0,6
30 1,3 0,7 31 1,2 0,9
33 1.2 34 1,2 0,7
38 11 0,5 37 1,1 0,8
Grupo IlI-3 Grupo V-3
Animal Hidroxiprolinana  Hidroxiprolinana Animal Hidroxiprolinana  Hidroxiprolina na
Cirurgia Eutanasia Cirurgia Eutanasia
4 0,9 0,5 3 1,1 0,3
8 0,5 0,4 7 1,2 0,4
12 0,9 0,6 11 0,8 0,5
15 11 0,7 16 0,9 0,5
20 0,4 0,6 19 1,5 0,5
23 1 0,3 24 1,1 0,3
27 11 0,6 28 1,1 0,2
32 1 0,6 29 1,1 0,6
36 1,6 0,4 35 1,3 0,4

40 12 04 39 1,1 0,3
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Apéndice 23 — Dosagem da hidroxiprolina no dia da cirurgia e no dia da eutanasia dos animais
mortos no 7° dia pds-operatorio.

Grupo I-7 Grupo II-7
Animal Hidroxiprolinana  Hidroxiprolinana Animal Hidroxiprolinana  Hidroxiprolina na
Cirurgia Eutanasia Cirurgia Eutanasia
42 0,9 0,4 41 1,5 0,5
46 0,9 0,5 45 1 0,3
50 0,9 0,7 49 1,2 0,8
53 11 0,8 54 0,9 0,6
58 11 0,6 57 1 0,6
62 11 0,6 61 1,1 0,7
67 11 0,5 66 1,1 0,5
70 11 0,4 69 2 0,6
74 11 0,5 73 1,6 0,5
78 1,2 0,6 77 1,5 0,8
Grupo IlI-7 Grupo V-7
Animal Hidroxiprolinana  Hidroxiprolinana Animal Hidroxiprolinana  Hidroxiprolina na
Cirurgia Eutanasia Cirurgia Eutanasia

43 1 0,5 44 0,5 0,4
48 11 0,2 47 0,9

51 0,9 0,7 52 0,8 0,9
56 11 0,5 55 0,9 0,6
60 1,3 0,6 59 1,1 0,7
64 11 0,7 63 1,5 0,6
65 1.2 0,8 68 1,1 0,5
72 0,8 0,4 71 0,9 0,3
76 1 0,6 75 1,5 0,4

80 0,9 0,7 79 1 0,6
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Apéndice 24 — Dosagem da hidroxiprolina no dia da cirurgia e no dia da eutanasia dos animais
mortos no 14° dia pds-operatdrio.

Grupo I-14 Grupo I1-14
Hidroxiprolinana  Hidroxiprolina na Hidroxiprolinana  Hidroxiprolina na
Animal Cirurgia Eutanasia Animal Cirurgia Eutanasia
82 0,9 0,6 81 0,8 0,8
88 1.2 0,5 87 1,6 0,6
90 1,3 0,7 89 1,1 0,9
94 1,3 0,6 93 0,9 0,7
98 1,3 0,8 97 0,8 0,2
102 0,9 0,5 101 1,3 0,6
106 11 105 0,9 0,6
110 0,9 0,8 109 1,2 0,2
114 14 0,7 113 1,1 0,8
120 1,1 119 1,3 1
Grupo llI-14 Grupo 1V-14
Hidroxiprolinana  Hidroxiprolina na Hidroxiprolinana  Hidroxiprolina na
Animal Cirurgia Eutanasia Animal Cirurgia Eutanasia

83 0,9 0,6 84 1,1 0,5
86 1.2 0,6 85 1 0,6
91 11 1,2 92 1 0,7
96 1 95 1,2 0,8
100 14 0,5 99 1,2 0,4
104 1,3 0,8 103 1,2 0,8
107 1,7 0,5 108 1,5 1

112 1 0,8 111 1 0,3
116 11 0,6 115 2,4 0,9

117 1.8 0,6 118 1,7 0,7




