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RESUMO

INTRODUCAO: apesar da variedade de procedimentos cirirgicos destinados &
corregcao das anormalidades relacionadas a Sindrome do Intestino Curto, estes
ainda ndo apresentaram resultados totalmente satisfatérios. OBJETIVO: avaliar a
utilizagao de implantes seriados de enxertos de Submucosa de Intestino Delgado
(SID) para aumento da superficie absortiva intestinal, e analisar parametros
objetivos. METODOS: quatro enxertos de SID, 1x1 cm, foram suturados no ileo
terminal de dez coelhos machos, New Zeland, albinos, divididos em dois grupos.
O grupo A foi avaliado com 6 semanas e o B com 12 semanas de pds-operatorio.
Foi realizada avaliagdo qualitativa e quantitativa, avaliando-se comprimento da
superficie mucosa, contagem de células caliciformes e espessura da camada
muscular. RESULTADOS: um coelho do grupo B foi a 6bito por deiscéncia e
peritonite e um coelho do grupo A apresentou infecgao localizada em um dos
enxertos. Todos os demais evoluiram com boa incorporagao da SID, sendo mais
dificil identifica-la macroscopicamente nos animais do grupo B. Houve formagéao
de células das quatro camadas da parede intestinal em ambos os grupos. Os
parametros avaliados ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparados
os grupos A e B, e entre as porcdes controle e enxerto. CONCLUSAO: a técnica
de implantes seriados de SID no ileo terminal é viavel e com poucas
complicagdes. O neointestino formado apresentou caracteristicas morfologicas
semelhantes ao intestino normal, portanto a matriz implantada pode contribuir
para um aumento na superficie absortiva do intestino delgado.

Descritores: Sindrome do Intestino Curto; Matriz Extracelular; Implantes
Experimentais; Bioprotese; Intestino Delgado.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: despite a lot of surgical procedures have been described for
Short Bowel Syndrome management, they don’t have been showed enough good
results. OBJECTIVE: Evaluate the use of serial grafts implantation of Small
Intestine Submucosa (SIS) for increase in the intestinal absortive surface and
analyze objective data. METHODS: four SIS grafts, 1x1 cm, were sutured in
terminal ileum of ten New Zeland, albine, male rabbits, divided in two groups. The
group A was analysed within 6 weeks and the group B within 12 weeks of
postoperative period. Subjective and objective characterists as: length of mucosal
surface, number of globlet cells and thickness of muscular layer were observed.
RESULTS: one rabbit from the group B died with deiscence and peritonitis, and
another one of the group A showed local infection of one graft. All others had good
incorporation of SIS, which was better in the group B. All four typical intestinal
layers were present in both groups. Objective characterists didn’'t show significant
differences between group A and B, and between control and graft segments.
CONCLUSIONS: the technique is viable and with few complications. The
neointestine has similar morphologic features compared with those of the natural
intestine, therefore the implant created could contribute in increasing the
absorptive surface of small bowel.

Key Words: Short Bowel Syndrome; Extracellular Matrix; Experimental Implants;
Bioprosthesis; Small Intestine.
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A sindrome do intestino curto (SIC) é um espectro de sinais e sintomas
resultantes de alteragcdes na digestao e absorgao de nutrientes, por diminuicdo da
superficie absortiva intestinal devida a doenga congénita ou adquirida. Essa
condigdo complexa, que se origina da alteracdo da fisiologia normal intestinal,
pode evoluir com consequéncias nutricionais, metabdlicas e infecciosas graves,
chegando ao Obito quando os mecanismos de adaptagcdo intestinal e a
abordagem clinica e cirdrgica, ndo obtiveram sucesso!".

Na cirurgia pediatrica, esta sindrome ocorre principalmente devido a
grandes ressecgoes intestinais, sendo a enterocolite necrozante a principal causa
atualmente®?.

O manejo dos pacientes com SIC tem melhorado significativamente com a
nutricdo parenteral, maior conhecimento dos mecanismos de adaptacgéo intestinal
e de fatores que influenciam nos resultados do tratamento desses pacientes. Os
principais objetivos das abordagens clinica e/ou cirurgica s&o: permitir que o
paciente avance na terapia enteral, evitando as complicagcdes da nutricdo
parenteral total (NPT); controlar as manifestagbes clinicas da doenga como:
diarréia, deficiéncia de nutrientes especificos e desnutricdo; e permitir uma
qualidade de vida a melhor possivel®?.

Para melhorar a absorc¢édo intestinal ou aumentar a superficie de intestino
delgado, varias abordagens clinicas e cirurgicas tém sido tentadas. Apesar da
variedade de procedimentos cirurgicos destinados a corregdo das anormalidades
relacionadas a SIC®®789 esses ainda ndo apresentaram resultados totalmente
satisfatorios ou nao foram testados em numero suficiente de pacientes para
permitir comparacgdes validas.

O transplante intestinal € apontado como a forma mais promissora de
abordagem dos pacientes com SIC. Embora alguns trabalhos apresentem ainda
resultados associados a um grande numero de complicagdes e mortalidade em

4,10)

alguns centros'? outros autores vém publicando dados encorajadores em

relagdo a esta forma de tratamento da SIC!"?). Entre as principais dificuldades em



relacdo ao transplante intestinal estdo os fatores relacionados a rejeicédo e a
imunossupressdo, com suas complicacbes infecciosas e doenca
linfoproliferativa™).

Pesquisas tém sido feitas utilizando diferentes tipos de matrizes acelulares
como substituto de tecidos lesados ou perdidos, no intuito de induzir proliferagcéo
celular e neoformagéo de tecido semelhante ao do 6rgao receptor. A submucosa
de intestino de porco € uma matriz biolégica natural que vem sendo amplamente
utilizada para esses fins!'>"®).

Diversos autores realizaram experimentos in vitro em relacio a estrutura da
submucosa de intestino delgado (SID), suas caracteristicas bioldgicas,
capacidade de induzir proliferagdo celular e técnicas de esterilizagdo desse
material'"18).

Estudos in vivo, com animais de experimentacgéao, ja utilizaram a SID como
substituito de uma grande variedade de tecidos'®'%?*) com bons resultados em
relagdo a incorporagado do enxerto, a neoformacio celular, a auséncia de sinais
de rejeicéo e a resisténcia do enxerto.

Avancos nas pesquisas permitiram inclusive a comercializagdo desse
produto e sua aplicagdo em humanos em algumas areas, com confirmagao de
bons resultados & curto prazo'®.

A submucosa de intestino de porco comercializada ja foi utilizada no reparo
de lesbes cutaneas®®, em ortopedia no reparo de tenddes®”), como substituto de

1'% diafragma‘®®

dura-mater®®, reforco de assoalho pélvico®®, parede abdomina
e regido inguinal no reparo de hérnias®. Entretanto, continuam em fase
experimental os trabalho que utilizam a submucosa em visceras ocas,
particulamente em alca intestinal!'"1330),

Parnigotto et al, em 2000, publicaram trabalho em que foi realizada
anastomose de um tubo de 2cm de comprimento, de submucosa gastrica
homologa, em uma alga isolada de ileo de ratos Sprague-Dawley para avaliar
aumento da superficie absortiva. Observou-se que a matriz pode ser reintegrada
a parede intestinal em periodo de trés a seis semanas, porém nao foi avaliada a
funcdo desse segmento'’?.

Em 2003, Wang et al realizaram trabalho semelhante, porém com implante

de SID homdloga, em intestino de ratos. Foram feitas avaliagbes em periodos de



2,4, 8, 12 e 24 semanas para analisar a evolugao da incorporagao do enxerto,
com bons resultados'".

O implante de submucosa porcina no intestino delgado ja havia sido
descrito anteriormente por Chen et al®V e por Greca et al em caes™ porém, em
ambos 0s casos, 0s autores utilizaram apenas um enxerto.

Levando-se em consideragdo o dificil manejo clinico dos pacientes com
SIC, a necessidade de técnicas cirurgicas associadas, a grande variedade de
técnicas existentes, bem como os resultados ainda nao satisfatérios encontrados
na literatura, optou-se por testar uma técnica que pudesse contribuir para a
melhora dos resultados em relagao a essa doenca.

Baseando-se nas propriedades de neoformacdo tecidual da SID e na
técnica de STEP, descrita por Kim et al® para abordagem da SIC, optou-se por
realizar uma combinacdo de ambos utilizando o implante seriado dessa matriz
acelular em defeitos transversais e alternados criados na parede intestinal do ileo
de coelhos. Esses implantes, por meio da sua capacidade de formar tecido
intestinal funcionante, seriam responsaveis pelo aumento da superficie absortiva

da mucosa.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo € avaliar a utilizagcdo de implantes seriados de
enxerto de submucosa intestinal porcina, na alga intestinal de coelhos, como

técnica de aumento da superficie intestinal.



1.1.2. Objetivos Especificos

Avaliar a incorporagdo da submucosa de intestino delgado porcina ao
intestino do coelho, baseando-se nas propriedades de formagao de neomucosa e
neomuscular sobre uma matriz acelular.

Caracterizar o tecido neoformado utilizando parametros especificos como: a
superficie de mucosa, a quantidade de células caliciformes e a espessura da

camada muscular.
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2.1 SINDROME DO INTESTINO CURTO

2.1.1 Definigao e Etiologia

A sindrome do intestino curto (SIC) € um conjunto de alteragbes
fisiopatoldgicas, consequéncia de uma insuficiéncia absortiva e digestiva da
superficie intestinal, impedindo o adequado crescimento e desenvolvimento do
paciente!").

O quadro clinico inclui diarréia por diminuicdo do trajeto e aumento da
velocidade do tréansito intestinal, levando a sindromes disabsortivas
(emagrecimento e desnutricio progressiva), translocacdo bacteriana e sepse**?.

A NPT resultou num marco no tratamento dos pacientes com SIC,
possibilitando uma maior sobrevida®?.

Na populagdo pediatrica, esta sindrome esta presente, principalmente,
como consequéncia de grandes ressecgdes intestinais. Anteriormente sua
principal etiologia era atribuida a doengas congénitas como atresia intestinal,
gastrosquise e volvo intestinal por ma-rotacdo, entretanto estes dados tém
mudado com o tempo®?.

Atualmente, a enterocolite necrozante (EN) tem aparecido como a principal
causa de sindrome do intestino curto em criangas por resultar em grandes
ressecgbes de algas intestinais nao viaveis, representando até 32% dos
casos"**¥_A EN é uma inflamagdo aguda do intestino delgado e/ou grosso, que
resulta de uma combinagdo de lesdo isquémica, colonizagdo por organismos
patogénicos, substrato protéico excessivo na luz intestinal e imaturidade funcional

do trato gastrintestinal em neonatos. Apesar do tratamento nos estagios iniciais



consistir na manutencao do equilibrio hidroeletrolitico e da pressdo sanguinea, o
inicio da gangrena e a perfuragdo tornam necessaria uma intervengao cirurgica
imediata e, geralmente, uma ressecgdo macica®?.

Outras causas, menos frequentes de grandes resseccgdes intestinais
causando SIC incluem, obstrucdo por mecbnio ou bolo de ascaris, invaginagao
intestinal, volvo por ma-rotagao ou bridas, doenca de Crohn, retocolite ulcerativa
inespecifica, oclusdes vasculares mesentéricas devido a procedimentos invasivos
vasculares, trombose adrtica neonatal ou embolia cardiogénica, e isquemia por
diminuicdo da perfusdao vascular devida ao choque hipovolémico, séptico ou
cardiogénico''.

Embora a sindrome do intestino curto ocorra mais comumente devida a
deficiéncia quantitativa da mucosa intestinal, ela pode ocorrer também na
presenca de area de superficie mucosa normal, porém com disturbio absortivo,
motor ou ambos. Estas alteragdes funcionais podem ser observadas em
pacientes com longos segmentos aganglibnicos (doenga de Hirschsprung),
sindrome da pseudo-obstrugao intestinal idiopatica, gastrosquise por alteragao da
peristalse, e doenca de Crohn, mesmo com comprimento intestinal normal, por

diminuicdo da capacidade absortiva da mucosa'”.

2.1.2 Manifestagoes Clinicas

O quadro clinico do paciente com SIC envolve trés estagios. O periodo
inicial, peri-operatorio até um a trés meses, de extrema perda de liquidos e
eletrdlitos, diarréia intensa, tendéncia a desidratacdo e lesdes perineais, é
seguido pelo periodo no qual se inicia a dieta enteral e com isso os mecanismos
de adaptacao intestinal. Um estagio final é atingido apés um ou dois anos, no qual
aparecem os sintomas de ma-absorc¢ao, diarréia, deficiéncias nutricionais crénicas
e complicagdes da nutricdo parenteral, quando os mecanismos de adaptacao sio
insuficientes®.

Os sintomas da SIC dependem da capacidade absortiva do intestino
remanescente, sendo, portanto, relacionados ao comprimento e ao local da

resseccao, a idade do paciente, assim como a presenca ou nao de papila ileal".



Pacientes com SIC apresentam diminuicao do tempo de transito intestinal,
agravado muitas vezes pela auséncia de papila ileal e colon, sendo a diarréia a
manifestacao clinica dominante®*.

A papila ileal tem a fungao de lentificar o transito intestinal, aumentando o
tempo de contato entre os nutrientes e a superficie mucosa, e serve como
barreira para prevenir a migragdo de microorganismos colénicos para o ileo.

A presencga do colon pode diminuir a gravidade dos sintomas, pois ele nao
somente representa uma area de superficie absortiva, capaz de absorver
carboidratos, proteinas e gorduras, como também é capaz de diminuir o
esvaziamento gastrico precoce®®.

A diarréia é causada pela diminuicdo da superficie absortiva, aumento do
transito intestinal, hipersecre¢do do trato gastrintestinal, crescimento bacteriano
no intestino delgado e aumento da osmolaridade colénica devido ao metabolismo
dos carboidratos nao absorvidos e transformados em acidos graxos de cadeia
curta pelas bactérias'".

As resseccgoes de jejuno sao melhor toleradas devido a grande capacidade
adaptativa do ileo, a circulacido entero-hepatica de sais biliares intacta e a
preservacao da absorgao de vitamina B12. Ja as grandes ressecgoes de ileo nao
sdo bem toleradas pela dificuldade de adaptacéo do jejuno, redugdo do pool de
sais biliares, ma-absorgdo de gorduras e vitaminas lipossoluveis e deficiéncia de
vitamina B12. Grandes resseccdes de ileo sdo mais comumente associadas a
maior incidéncia de colelitiase e ma-absorgao de gordura(z).

ApOs a ressecgdo intestinal ocorre hipergastrinemia e hipersecregao
gastrica causando perda hidreletrolitica e maior potencial para o desenvolvimento
de Uulceras pépticas. A atividade da lipase pancreatica esta diminuida pelo
conteudo acido, reduzindo a absorcdo de gordura e alguns pacientes
desenvolvem caréncias especificas (hipoalbuminemia, anemia, hipovitaminose),
adquirindo mais facilmente outras doencas.

Pode ocorrer diminuicdo da absorcdo de calcio, aumentando a

disponibilidade dos oxalatos da dieta, levando a hiperoxaluria e nefrolitiase!".
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2.1.3 Adaptacao Intestinal e Alteragdes Funcionais

A resposta compensatéria do intestino remanescente apds grandes
ressecgoes intestinais € denominada adaptacdo intestinal®, e consiste no
aumento da capacidade funcional do aparelho digestivo residual por meio da
instalacdo de uma série de processos, tentando adaptar-se a nova e desfavoravel
situacgo™.

O mecanismo de adaptacao intestinal inclui:

1. alteracbes morfolégicas que levam ao aumento da area de superficie
absortiva, através de hiperplasia e hipertrofia de todas as camadas intestinais. A
superficie mucosa é aumentada através do crescimento da vilosidades e aumento
da profundidade das criptas;

2. alteracdes funcionais que levam ao aumento da capacidade absortiva e
digestiva dos enterdcitos remanescentes, através do aumento da atividade
enzimatica, além do aumento da proliferacdo e da apoptose dos mesmos; e

3. alteracbes mecanicas levam ao aumento do didmetro intestinal e
consequentemente a reducao da motilidade, lentificando o transito intestinal, na
intencdo de aumentar o tempo de contato do alimento com a superficie
absortiva"?.

A presenga de alimento na luz intestinal é o principal fator estimulante da
adaptacao intestinal, exercendo acao direta sobre a mucosa, nutrindo-a, e
aumentando as secregdes gastrintestinais e hormdnios que apresentam efeito
trofico.

A composi¢ao dos nutrientes também tem influéncia nos efeitos sobre o
mecanismo de adaptacdo. Gorduras enterais tém maior efeito trofico entre os
macro-nutrientes, e, mais especificamente, as gorduras insaturadas e de cadeia
longa, promovem um maior estimulo a adaptagdo. Entre as secregbes
endoégenas, as de origem pancreaticas demonstram maior efeito trofico na
mucosa quando comparadas a bile. O enteroglucagon apresenta efeito tréfico
lentificando o transito e possibilitando contato prolongado do alimento com a
mucosa®®.

Outros fatores que influenciam o processo de adaptacdo sao horménios

como: GH (horménio do crescimento), peptideo 2 glucagon-like, fator de
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crescimento epidermal e fator de crescimento 1 insulin-like, que encontram-se em

maior quantidade no soro de pacientes submetidos a grandes ressecgdes®.
Stern et al ®® avaliaram a agdo do soro de ratos, submetidos a resseccéo

intestinal, em culturas de células epiteliais intestinais e observaram indugao do

crescimento dessas células intestinais in vitro.

2.1.4 Abordagem Clinica

O principal objetivo da abordagem clinica € manter o status nutricional e
promover o crescimento péndero-estatural da crianga. A NPT deve ser iniciada
precocemente para prevenir perda de peso significativa e estabelecer um balango
nitrogenado positivo™.

Apesar da NPT ter permitido melhora da sobrevida dos pacientes com SIC,
esta relacionada a grande morbidade devida as suas complicagdes infecciosas,
relacionadas ao cateter central, e hepaticas®?. Doenca hepatica induzida pela
NPT €& um processo multifatorial, frequente em criangas com SIC, e que pode
levar a esteatose, a colestase e até a cirrose hepatica. Juntamente com a sepse,
a insuficiéncia hepatica é a principal causa de 6bito nos pacientes tratados com
dieta parenteral®.

Segundo Goulet et al, citado por Cuffari et al, em neonatos submetidos a
ressecc¢ao intestinal extensa, a presenga de menos de 40 cm de intestino delgado
em criangas com ressecgao de colon e auséncia de valvula ileo-cecal esta
relacionada a uma forte associacdo com uso prolongado de NPT (mais de 48
meses)®.

Apesar da importancia do comprimento intestinal como fator progndéstico da
doenga, a mensuracado do seu comprimento é subjetiva e muito variavel. Esforgos
tém sido direcionados para identificagdo de marcadores mais objetivos da
insuficiéncia intestinal e que possam ser preditivos da necessidade de NPT por
tempo prolongado.

Crenn et al relataram uma forte relacdo entre baixos niveis de um
aminoacido plasmatico e a dependéncia de NPT em adultos com SIC, sugerindo
que este marcador produzido pela mucosa intestinal e denominado citrulina,

podera ser util para predizer o prognostico em relagédo a NPT em criangas(37).
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Na fase aguda o objetivo fundamental € o controle e a reposicao das
perdas hidricas e eletroliticas decorrentes da diarréia intensa®. Todos os esforcos
sao realizados no sentido de estimular o mecanismo de adaptacgao intestinal, para
que o paciente tolere o maior volume possivel de dieta enteral, assim como possa
minimizar ou até mesmo evitar a exposicdo aos riscos e a morbidade
relacionados a dieta parenteral?),

O mecanismo de adaptagcédo intestinal deve ser estimulado com a
introducao precoce de dieta enteral balanceada, com a funcdo de exercer efeito

G7) Também indispensavel para o sucesso da adaptagao

tréfico na mucosa
intestinal, € a presenca de motilidade e propulsao intestinal adequadas, com ou
sem o auxilio de técnicas cirtrgicas®.

O leite materno quando disponivel, € provavelmente a melhor forma de
alimentacdo para os neonatos, promovendo proliferacdo celular e contribuindo
para a resposta adaptativa do intestino residual. O volume de dieta administrado,
pequeno no inicio, vai aumentando progressivamente até atingir o volume ideal ou
o limite da capacidade absortiva do paciente. A preferéncia € por infusdo
continua, pois promove uma melhor absorcédo das calorias da dieta e, por isso, a
gastrostomia € um procedimento util no manejo desses pacientes(”.

Medicamentos que reduzem a hipersecregdo gastrica, incluindo
antagonistas de receptores H2 de histamina e inibidores da bomba de protons®, a
somatostatina e seu analogo octreotide que inibem a secrecdo pancreatica e
gastrintestinal exdcrina e endocrina®), o acido ursodesoxicélico que estimula o
fluxo de bile e alivia a disfungdo hepatica agravada pelo uso de NPT e a
colestiramina que diminui o efeito catartico dos sais biliares sdo algumas das
medicacgdes utilizadas no auxilio do tratamento clinico da SIC.

Agentes farmacolégicos para diminuir o transito intestinal e melhorar a
absor¢do dos nutrientes, como os opiodides, tém sido administrados para o
tratamento da diarréia, entretanto o uso pediatrico desses medicamentos estao
permitidos apenas acima de 12 anos.

O desequilibrio da flora intestinal, com hipercolonizagao bacteriana, deve
ser suspeitado quando ocorrer mudancga na capacidade absortiva, mudanca nas
caracteristicas da diarréia do paciente, e presenca de dilatacdo de algas
intestinais evidentes na radiografia. O tratamento € empirico, com antibiéticos

para gram positivos, negativos e anaerobios.
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A glutamina, oral ou intra-venosa, pode prevenir ou recuperar a atrofia
intestinal causada pelo uso prolongado da NPT, aumentando a hiperplasia da
mucosa'®, entretanto alguns estudos revelam resultados controversos em relagdo
a sua utilizacao, assim como em relacao as terapias hormonais com hormdnio do
crescimento e peptideo 2 glucagon-like. Por esta razao estas substancias, apesar
de influenciarem no processo de adaptacdo intestinal, ndo sao utilizadas
rotineiramente no manejo clinico da SIC®?*3),

Paralelamente a terapia medicamentosa da SIC, procedimentos cirurgicos

podem ser utilizados visando melhora do quadro clinico desses pacientes.

2.1.5 Alternativas Cirurgicas

A intervengao cirargica em pacientes com SIC deve ser considerada
apenas apos um periodo de um ano de manejo clinico, tempo minimo para
permitir que a adaptacdo intestinal se complete nestes pacientes. Mesmo apds
este periodo, se o paciente estiver estavel, apresentando boa aceitacdo e
progressao da dieta enteral, com minimos problemas em relacdo a NPT, a
intervengao cirdrgica deve ser postergada‘’.

Apenas um grupo de pacientes deve ser considerado candidato a uma das
muitas técnicas cirurgicas utilizadas em pacientes com SIC. Neste grupo
encontram-se 0s pacientes com complicagdes relacionadas a nutricdo parenteral,
a estase, a dilatacao intestinal, a propulsdo inadequada com impossibilidade de
avanco da dieta enteral e/ou piora na tolerancia @ mesma®®.

A abordagem cirurgica da SIC visa corrigir anormalidades anatébmicas e
fisioldgicas especificas da doencga, tais como: diminuicdo da area de superficie
mucosa, peristalse ineficaz e diminuicdo do comprimento intestinal. Trabalhos
experimentais na tentativa de estabelecer modelos animais com SIC s&o descritos
para estudo das técnicas cirurgicas“?.

Sacher et al realizaram trabalho utilizando mini-pigs para criar um modelo
animal de sindrome do intestino curto. Foram avaliados trés grupos de animais
submetidos a resseccgao intestinal, sendo que no primeiro foram deixados 15 cm

de ileo, no segundo 5 cm, e, no terceiro, foram mantidos 5 cm associados a uma
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banda circular temporaria para causar uma obstrugcado parcial e induzir dilatacao
da alg¢a. Os autores concluiram que uma resseccao intestinal, mantendo apenas 5
cm de ileo terminal induziu SIC com desnutricdo e perda de peso no segundo
grupo de animais, porém sem dilatagao intestinal, que somente foi conseguida no
terceiro grupo. Como a dilatacao intestinal € importante no modelo de intestino
curto para estudar técnicas de alongamento intestinal, a estenose distal é
mandatdria®®.

As técnicas cirurgicas para sindrome do intestino curto buscam encontrar
um método eficaz de aumentar a capacidade digestiva e absortiva intestinal,
minimizando os efeitos da doenca. Para isso é necessario, atrasar o transito
intestinal, plicar algas intestinais dilatadas, alongar o intestino ou recuperar o

intestino perdido através de transplante intestinal'>4142),

2.2 ABORDAGENS CIRURGICAS EXPERIMENTAIS NA SIC

Entre as inumeras técnicas testadas apenas em animais de

experimentagdo encontram-se: a enteromiotomia helicoidal*®)

44,4546

, colocacdo de
expansor em alga intestinal isolada’ ) e alongamento intestinal por tensao
mecanica*”).

A enteromiotomia helicoidal foi descrita por Dias et al. Estes autores
realizaram enteromiotomia em segmento de jejuno de 5 cm de extensdo, em
ratos, e compararam com um grupo controle. O grupo em estudo apresentou
aumento do calibre e do comprimento da alga em relagéo ao grupo controle“®).

Chen et al*? avaliaram as alteragbes anatdbmicas e histologicas em
intestino delgado alongado por expansor tubular intra-luminal em coelhos. Uma
porcao isolada de 5 cm de ileo terminal foi fixada na parede abdominal com a
porcao proximal fechada e a porcao distal exteriorizada como estoma. Apés uma
semana, introduziu-se um expansor tubular de borracha que foi preenchido
inicialmente com 3 ml de agua, sendo acrescidos 0,5 ml sucessivamente, a cada
12 horas, até completar 15 ml. Com o expansor totalmente preenchido, ele era
mantido nessa alga isolada por duas semanas. Os autores concluiram que houve

aumento do comprimento e da capacidade da algca isolada. Na avaliagao
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histolégica houve hipertrofia das camadas muscular e serosa, e pouca alteragao
da submucosa e mucosa*®,

Puapong et al avaliaram a distensdo de segmento isolado de alga intestinal
em dois trabalhos, com dez e sete ratos Sprague Dawley respectivamente,
comparados com grupos controle de mesmo tamanho. No primeiro utilizaram um
dispositivo de metal para dilatar, de forma progressiva, um segmento de jejuno de
1,5 cm, isolado, a 10 cm do angulo de Treitz*; e no segundo, um segmento de 3
cm foi dilatado com infusao de solugao salina a 0,2ml/h por meio de um cateter de
silicone, durante uma semana®®. Ambos os estudos mostraram aumento da
capacidade (volume da alga), aumento do diametro e hipertrofia da camada
muscular, auséncia de comprometimento das vilosidades e sem prejuizo das
atividades enzimaticas (fosfatase alcalina especifica e lactase)“**°).

Safford et al utilizaram tensdo mecanica longitudinal, com um dispositivo
intra-luminal, para produzir alongamento de segmento de alga intestinal cega,
isolado e exteriorizado através da parede abdominal por ostomia em ratos. Os
autores observaram crescimento intestinal pelo aumento do comprimento da alga
e aumento da atividade da dissacaridase, sugerindo um potencial aumento da

capacidade absortiva®”.

2.3 ABORDAGENS CIRURGICAS EM PACIENTES COM SIC

Entre as técnicas cirurgicas testadas experimentalmente e realizadas em
pacientes com SIC encontram-se: as cirurgias para diminuir a velocidade do
transito intestinal e causar dilatagdo, como as valvulas intestinais'*® e as
interposicdes de alcas antiperistalticas®; os procedimentos de diminuicdo da luz

intestinal como a plicatura e o tappering®®; as técnicas de alongamento

intestinal®®7"9); o transplante de intestino e as técnicas de engenharia de tecidos.
Os principios basicos e principais resultados destas técnicas serdo apresentados

a segquir.

2.3.1 Técnicas para Diminuicao da Velocidade do Transito e para Dilatagao

Intestinal
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As cirurgias para diminuir a velocidade do transito intestinal sdo indicadas
nos casos de diarréia intensa e sindromes disabsortivas de dificil controle apenas
com a abordagem clinica.

Varias tentativas de construgdo de mecanismos valvulares semelhantes a
valvula ileo-cecal foram descritas, desde a criagio de uma pequena
intussuscepgao intestinal (Figura 1) no sentido iso ou anti-peristaltico (Figura 2-A),
até a colocagao de um “colar” externo de teflon na circunferéncia da alg¢a (Figura
2-B), foram relatados no intuito de diminuir a velocidade do transito intestinal”. A
criagdo de uma valvula de obstrugédo parcial da luz, visa induzir a dilatagdo da
alca e a adaptagdo da mucosa, sendo utilizada por alguns autores como um
procedimento preparatdrio para outro de alongamento intestinal’ ).

Collins et al observaram aumento de 42% do diametro de algas intestinais

proximais ao local de confecgédo da valvula, em seis porcos, quando comparados

com grupo controle. Houve aumento da espessura da mucosa, altura das
(48)

vilosidades e profundidade das criptas

Figura 1- Desenho ilustrativo de invaginacdo intestinal como
mecanismo de valvula. (Fonte: Hollwarth ME. Short-bowel
syndrome. In: Puri P. Pediatric Surgery. Germany: Springer; 2006.
p.273).
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A B

Figura 2- Valvulas Intestinais. 2-A — Invaginagao intestinal no sentido iso (l) ou anti-peristaltico (l1).
(Fonte: Warner BW. Short-bowel syndrome. In: Grosfeld JL et al. Pediatric Surgery. 6th ed.
Philadelphia: Mosby Elsevier; 2006. p.1375); 2-B — Colocacgéo de protese de politetrafluoretileno.
(Fonte: Barbieri D. Sindrome do intestino curto. In: Maksoud JG. Cirurgia Pediatrica. 2% ed. Sdo
Paulo: Revinter; 2003. p. 801).

A interposicao de alga intestinal anti-peristaltica consiste na re-anastomose
de segmento distal de alca intestinal apdés a sua excisdo com suprimento
sanguineo mesentérico intacto e rotagdo de 180 graus, de forma que crie uma
espécie de valvula funcional para lentificagdo do transito intestinal (Figura 3)®%.

O resultado a longo prazo permanece incerto, € em criangas existe a
possibilidade desse segmento intestinal continuar crescendo levando a obstrugao
intestinal por longos segmentos anti-peristalticos. O uso dessa técnica também
tem sido sugerido para promover beneficio temporario enquanto ocorre a
adaptacao intestinal, causando dilatagao e permitindo a aplicacdo de técnicas de
alongamento intestinal.

Interposicao de segmento de célon sigmoide iso-peristaltico no manejo da
SIC foi primeiramente descrito por Hutcher et al em 1973, apds trabalho
experimental com cdes®. Este procedimento pode ser utilizado com o mesmo
objetivo do anterior, porém com a vantagem de contribuir com absorg¢ao de agua,
eletrdlitos e nutrientes, além de apresentar alteracbes adaptativas na mucosa e

musculatura lisa longitudinal (Figura 4).
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Figura 3- Técnica de diminuicdo da velocidade do transito intestinal. 3-A- Isolamento de
segmento de alga. 3-B - Interposicdo de alga intestinal anti-peristaltica. (Fonte: Hollwarth ME.
Short-bowel syndrome. In: Puri P. Pediatric Surgery. Germany: Springer; 2006. p.269).

Figura 4- Técnica de diminuicdo da velocidade do transito intestinal. 4-A — Delimitacdo de
segmento de colon; 4-B - Interposi¢cdo de alga de coélon isoperistaltico. (Fonte: Hollwarth ME.
Short-bowel syndrome. In: Puri P. Pediatric Surgery. Germany: Springer; 2006. p.269).
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2.3.2 Técnicas de Reducgéao do Calibre da Alga

A dilatagdo intestinal esta presente na grande maioria dos pacientes com
SIC. Esta dilatagao é responsavel pela lentificagdo do transito intestinal, devida a
contracbes de baixa pressdo da parede intestinal dilatada, levando a estase,
super-crescimento bacteriano com a producéo de toxinas e ma-absorgao!".

Em pacientes com dilatagdo de um segmento pequeno de intestino e
comprimento intestinal suficiente, pode ser realizada a ressecg¢éo deste segmento
e enteroanastomose término-terminal. Porém, em pacientes com intestinos muito
curtos e segmentos dilatados longos, o tappering ou plicatura da algca promovem
melhora da peristalse. Alguns pacientes com comprimento intestinal insuficiente
necessitam associagdo desta com outras técnicas de alongamento intestinal®.

O tappering intestinal é realizado por meio de excisdao da porgao anti-
mesentérica do intestino dilatado, preservando a porgcdo mesentérica e
reconstruindo a forma tubular, com o intuito de diminuir a luz intestinal (Figura 5).

Esta resseccao pode ser realizada com o auxilio de um grampeador cirdrgico no

sentido longitudinal em relacdo a alga®?.

Figura 5- Técnicas de reducdo do calibre da alga - Tappering. 5-A — Incisdo na borda anti-
mesentérica e ressecgao de parte da alca dilatada; 5-B — Reconstrugédo do tubo intestinal com
sutura da alga apos a resseccgdo. (Fonte: Hollwarth ME. Short-bowel syndrome. In: Puri P.
Pediatric Surgery. Germany: Springer; 2006. p.259).
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A plicatura é realizada através da inversdo da borda anti-mesentérica,
formando uma prega para o interior da luz intestinal (Figura 6). Como nao é
realizada resseccgao, esta técnica nado causa diminuicido da superficie intestinal,
porém o segmento invertido pode causar perda de continuidade com a parede da

alca e evoluir para quadros de obstrucéao.

Figura 6- Técnicas de reducgdo do calibre da alga — Plicatura
intestinal da borda anti-mesentérica.(Fonte: Hollwarth ME.
Short-bowel syndrome. In: Puri P. Pediatric Surgery. Germany:
Springer; 2006.p. 265).

2.3.3 Técnicas de Alongamento Intestinal

A sobrevida de criancas com SIC melhorou apds a utilizagdo de técnicas
de suporte nutricional incluindo nutricdo parenteral e enteral. Entretanto, as
técnicas de alongamento intestinal resultam em melhora destes resultados com o
aumento do comprimento do intestino, da motilidade, com o inicio de aumento
progressivo de massa mucosa intestinal e da tolerancia a dieta enteral®.

Figueroa-Colon et al avaliaram sete criangas um ano antes e dois apods
procedimento de alongamento intestinal e observaram que os parametros de
desenvolvimento poOndero-estatural foram mantidos ou aumentados devido a

melhora do status nutricional, nos dois anos avaliados apds o procedimento.
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Houve aumento da tolerancia a dieta enteral e diminuicdo do numero de dias de
hospitalizacgo 9.

Bianchi et al, em 1980, descreveram uma técnica de alongamento
intestinal, realizada em porcos, que consiste na divisdo longitudinal da alga
formando duas luzes intestinais nutridas por cada um dos folhetos mesentéricos
anteriormente separados (Figura 7)®.

Os vasos mesentéricos bifurcam-se antes de chegarem na alga intestinal,
sendo que cada ramo irriga uma metade da circunferéncia intestinal. Esta
disposicdo da vascularizagdo permite a formagao de dois tubos intestinais que
sdo posteriormente unidos com anastomose término-terminal isoperistaltica
(Figura 8-A e B). A seccao longitudinal para formacéo dos dois tubos é facilitada

com o uso de sutura mecanica com stapler linear®® (Figura 7).

Figura 7- Secgédo da alga com auxilio do stapler.
(Fonte: Hollwarth ME. Short-Bowel Syndrome. In:
Puri P. Pediatric Surgery. Germany: Springer;
2006.p. 265-67).
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Figura 8- Técnica de Bianchi. 8-A — Demarcagbes no segmento a ser seccionado; 8-B — Aspecto
final apds as anastomoses. (Fonte: Hollwarth ME. Short-bowel syndrome. In: Puri P. Pediatric
Surgery. Germany: Springer; 2006.p. 265-67).

Em 1999, o mesmo autor publicou os resultados da sua técnica em vinte
pacientes, num periodo de dezesseis anos, mostrando bons resultados, com sete
entre nove pacientes passando a receber exclusivamente dieta enteral. Nao
houve mortalidade intra-operatéria e a principal causa de complicagao e 6bito foi
relacionada a disfuncdo hepatica, ocorrendo principalmente nos pacientes
submetidos ao procedimento mais tardiamente®. O autor chama a atencao para a
importancia de realizar precocemente o procedimento, quando ainda estido em
condigdes clinicas favoraveis, no intuito de reduzir o risco de estase, infecgéo e
de les&o hepatica letal®.

A dilatacdo intestinal, propria do processo de adaptacdo intestinal nos
pacientes com SIC, facilita a realizacdo do procedimento de Bianchi e o torna uma
das opgdes, ndo somente no sentido de alongar a alga, como também de diminuir
sua luz, facilitando a propulsao intestinal®*".

Bueno et al questionaram a indicacdo desta técnica em pacientes com
comprimento intestinal extremamente curto (menor que 50 cm), com ictericia ou

submetidos a cirurgia no periodo neonatal, avaliando criangas com falha da

técnica de alongamento intestinal que foram encaminhadas para transplante®?.
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Walker et al avaliaram dezenove pacientes submetidos a cirurgia de
Bianchi, sendo que sete foram submetidos apenas a esse procedimento e outros
nove (60%) necessitaram transplante intestinal apds cirurgia de Bianchi devido a
insuficiéncia intestinal progressiva. Os autores relatam que apesar dos beneficios
deste procedimento, ele ainda apresenta alta incidéncia de complica96e3(5”.

Apesar do transplante intestinal ser uma alternativa cada vez mais
promissora nos casos de SIC, todos os esforcos devem ser tomados na tentativa
de manter e melhorar a fungdo do intestino nativo. A cirurgia de Bianchi tem se
mostrado como uma das opc¢des para melhorar a sobrevida dos pacientes com
SIC durante o inevitavel periodo de espera por um transplante intestinal
apropriado®.

O procedimento de Kimura e Soper foi proposto como alternativa aos
pacientes que ndao eram candidatos a cirurgia de Bianchi, ou que tinham um
mesentério limitado ou ausente associado ao intestino curto!”).

Trata-se de um procedimento de alongamento intestinal em dois tempos,
sendo que na primeira cirurgia uma alga de delgado é fixada pela borda anti-
mesentérica a parede abdominal, ou a dérgaos solidos como o figado, apds
abertura da camada sero-muscular e escarificagdo do peritdneo ou do 6rgao no
local onde sera fixada a alga. O objetivo € promover neovascularizagdo vinda da
circulagao sistémica e apos alguns meses (aproximadamente dois a trés meses),
o intestino é aberto longitudinalmente e dividido em duas metades que séo
retubulizadas e anastomosadas término-terminal como na cirurgia de Bianchi
(Figura 9). A primeira parte é totalmente livre de mesentério e recebe
vascularizagdo sistémica pela face anti-mesentérica, e a segunda recebe
suplementagao sanguinea pelos proprios vasos mesentéricos (Figura 10)(7).

Os autores publicaram, em 1993, um caso de aplicagdo desta técnica em
uma crianga com apenas 17 cm de duodeno e 17 cm de colon distal devido a um
volvo de intestino médio intra-Utero e conseguiram, alongamento intestinal
significativo e boa aceitacdo de 50-60% das necessidades caldricas pela via

enteral”.
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Figura 9 - Técnica de alongamento intestinal — Kimura e Soper: 9-A —
Abertura da camada sero-muscular para sutura da alga ao peritbneo parietal;
9-B - Seccédo longitudinal com divisdo da algca dilatada para anastomose
término-terminal.  (Fonte: Barbieri D. Sindrome do intestino curto. In:
Maksoud JG. Cirurgia Pediatrica. 2% ed. Sdo Paulo: Revinter; 2003. p. 803).

Figura 10 - Desenho esquemético das técnicas de alongamento intestinal: 10-A - Bianchi . Divisao
dos vasos mesentéricos e da alga no sentido longitudinal com auxilio do stapler, e reanatomose
término-terminal; 10-B — Kimura e Soper. Fixacao da alga ao peritdbneo parietal e posterior secgao
longitudinal com anastomose término-terminal. (Fonte: Warner BW. Short-bowel syndrome. In:
Grosfeld JL et al. Pediatric Surgery. Philadelphia: Mosby Elsevier; 2006. p.1377).
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2.3.3.1 Enteroplastia Transversa Seriada (Serial Transverse Enteroplasty
Procedure — STEP)

Em marco de 2003, Kim et al descreveram a técnica denominada Serial
Transverse Enteroplasty Procedure (STEP — Procedimento de Enteroplastia
Transversa Seriada), como uma nova opgao cirurgica de alongamento intestinal,
na SIC®. Esta técnica, descrita primeiramente em porcos, utiliza diversas suturas
mecanicas lineares, perpendiculares ao comprimento da alga e sequenciais, em
diregdes opostas, no intuito de formar um “zig-zag”. Com isso, diminui-se a luz
intestinal e aumenta-se o seu comprimento (Figura 11). Estas suturas sao
realizadas em sentido paralelo a diregdo dos vasos mesentéricos de forma que a
vascularizacdo da alga ndo seja colocada em risco®. Pequenos orificios s&o
feitos no mesentério para a colocagao dos staplers em lados opostos em posicoes
de 90° e 270°, considerando-se a borda mesentérica como zero grau. O diametro

da nova luz é determinado pelo cirurgido com o ajuste dos staplers (62)

Antimesenteric border

GIA stapler

Figura 11. Desenho esquematico da técnica de STEP, mostrando, nas
setas, os locais de realizagdo das suturas mecanicas lineares,
perpendiculares a alga e em diregbes opostas, formando um “zig-zag”
(Fonte: Kim HB, et al. Serial transverse enteroplasty (STEP): a novel
bowel lengthening procedure. J Pediatr Surg, 2003).
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Em junho do mesmo ano, os autores desta técnica publicaram a sua
utilizacdo em uma crianca com SIC*" e mais tarde, em 2005, publicaram os
resultados a curto prazo de cinco criangas submetidas a mesma técnica no
Children’s Hospital Boston®. Ndo houve complicagdo no periodo peri ou pds-
operatério e todos os pacientes mostraram melhora dos indices nutricionais com
ganho de peso e aumento da percentagem de dieta enteral em relagédo a
parenteral®. Em relagdo ao comprimento intestinal, houve um aumento
significativo de 82%, comparando-se a medida inicial com a afericdo
imediatamente apds o procedimento(g). Dois dos cinco pacientes apresentavam
comprometimento hepatico, com os nomes ja listados para transplante combinado
de figado e intestino. Destes, um apresentou normalizagao dos testes de fungéo
hepatica apds seis meses, 0 outro apresentou estabilizacdo da doenga hepatica
até ser submetido ao transplante combinado, com sucesso, apds oito meses.

Os autores concordam que, assim como o procedimento de Bianchi®", o
STEP nao evita a necessidade de transplante, porém representa importante papel
em melhorar a sobrevida dos pacientes com SIC durante o periodo de espera por
um doador de 6rgaos®.

Essa técnica pode ser utilizada também em “bolsdes intestinais” numa
primeira abordagem de pacientes com gastrosquise® e atresia intestinal*®*? com
segmento proximal dilatado, como alternativa a ressecgéo deste segmento, sendo
considerada portanto, ndo somente como um procedimento de alongamento
intestinal como também um procedimento de reducéo da sua luz.

Ismail et al relataram um caso de aplicagdo do STEP em criangca com
atresia intestinal e volvo que necessitou resseccdo macica, permanecendo com
segmento de jejuno proximal curto (35 cm) e dilatado. A realizacdo do STEP na
porcao dilatada poupou uma resseccgéo adicional e propiciou alongamento desta
porcdo, evitando segmento intestinal muito curto“?). Wales et al publicaram caso
semelhante, também em crianga com atresia intestinal, com sucesso®?.

A técnica de STEP apresenta como vantagem a possibilidade de até
duplicar o comprimento da alga em pacientes com intestino curto, podendo ser
utilizada, inclusive, apos outro procedimento de alongamento

8,9,41,49,52,53

intestinal' ). Comparada com os procedimentos de Bianchi e de Kimura e

Soper, o STEP é considerado simples de ser realizado, ndo necessita
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anastomoses intestinais e pode ser aplicado a varios graus de dilatagao
intestinal®?.

Chang et al estudaram o impacto do STEP na fungédo intestinal em um
modelo de SIC em porcos. Apds seis meses, 0 grupo de animais submetido ao
procedimento STEP apresentou aumento do comprimento intestinal significativo,
maior ganho de peso, aumento da absorgdo de carboidratos medida pela
absorcao de D-xilose, aumento da capacidade absortiva de gordura medida pela
vitamina D sérica e niveis de ftriglicerideos, e aumento da citrulina sérica,
marcador de massa mucosa intestinal, em relagao ao grupo controle®?.

Além desse, diversos outros trabalhos que utilizam a técnica STEP
mostram melhora no ganho de peso, estado nutricional e absorgao intestinal apds
a utilizacdo da mesma®°41%%),

Uma das dificuldades de popularizacdo deste procedimento é que
necessita em média 15 disparos de stapler em cada caso!"", sendo o custo maior
do que com a utilizagdo de outras técnicas. Outro ponto observado e que nao é
tema de comentarios nos trabalhos da literatura, € que ocorre um
reposicionamento das fibras musculares da parede intestinal ao longo da alga
apods a realizagédo das suturas transversais, uma vez que as circulares passam a
longitudinais e vice-versa, com varias interrupgodes.

Embora as técnicas de alongamento intestinal mostrem aumento
significativo do comprimento das algcas e redugdo da luz intestinal, permanece
interrogado o ganho de superficie absortiva nestes pacientes, ja que no pos-
operatorio a area interna das algas € exatamente a mesma. Alguns trabalhos
relatam uma hipertrofia e proliferagdo da mucosa apds a aplicacéo das técnicas,
assim como um aumento da area absortiva intra-luminal vindo da dilatagao das
algas®.

Georgeson et al, em 1994, observaram que apds os procedimentos de
Bianchi e Kimura, a alga intestinal tende a dilatar novamente, aumentando a
superficie absortiva mas resultando em recorréncia de problemas como estase e
crescimento bacteriano. Com isso, procedimentos sequenciais de alongamento
intestinal poderiam ser utilizados®®.

Em trabalho experimental com porcos, Kim et al encontraram nova

dilatagdo das algas intestinais apds seis meses da confecgao da técnica STEP®).
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Conforme citado por Ehrlich et al, a redilatagdo do intestino delgado € comumente
observada no seguimento de pacientes submetidos a alongamento intestinal.
Estes autores publicaram dois casos de uma segunda aplicagado do procedimento
STEP, oito e seis meses e meio apds a primeira, devido a redilatacdo com
recorréncia do crescimento bacteriano e ma-absorgdo. A reaplicagdo do
procedimento exigiu cuidado no grampeamento e remogdo de segmentos de
“alga-cega” que poderiam causar estase®?.

A longo prazo, a abordagem das redilatacdes recorrentes apds

procedimentos de alongamento intestinal, ainda nao foi tratada em publicagdes.

2.3.4 Transplante Intestinal

O transplante intestinal € uma terapia definitiva promissora para pacientes
com SIC e insuficiéncia intestinal, ja com resultados surpreendentes de até 80%
de sobrevida imediatamente apds o transplante e altas taxas de autonomia
digestiva completa adquirida pelos pacientes!?.

Entretanto a morbidade e mortalidade relacionadas ao uso crbnico de
imunossupressores e toda a sua variedade de complicagcbes infecciosas
(infecgdes oportunistas) e neoplasicas (doencas linfoproliferativas pos-
transplante), rejeicdo do enxerto e multiplas hospitalizagées, continuam
promovendo dificuldades no manejo desses pacientes!!*".

Segundo Tzakis et al®® o momento ideal de indicagcao do transplante
intestinal € quando a crianga comecga a apresentar dificuldades de acesso venoso
central para NPT ou sinais de disfungao hepatica que ainda possam ser revertidos
com a retomada da dieta enteral. Os mesmos autores concluiram, em trabalho
avaliando 70 casos de criangas transplantadas, que os melhores resultados foram
observados em criangas mais velhas, que ainda n&o apresentavam disfungéo
hepatica e que ndo estavam hospitalizadas antes do transplantes®?.

A maioria dos centros de transplante intestinal recomenda que os pacientes
sejam encaminhados precocemente, antes que desenvolvam complicagdes como

(50)

sepse e insuficiéncia hepatica progressiva Entretanto, a dificuldade em

encontrar doadores faz com que o tempo de espera seja, as vezes, maior do que
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a média de sobrevida esperada para este grupo, podendo ir a obito enquanto
aguardam o transplante.

Nesses casos as técnicas de alongamento intestinal, diminuicdo da
velocidade do transito e reducdo do calibre da luz intestinal podem ter papel
importante em melhorar os sintomas e amenizar as complicagdes infecciosas e de

disfungdo hepatica enquanto é planejado o transplante intestinal®®.

2.3.5 Engenharia de Tecidos

O objetivo da engenharia de tecidos é criar tecidos capazes de substituir,
da forma mais funcional possivel, outros tecidos lesados ou ausentes. Consiste
em estimular a migracdo, a proliferagdo e a diferenciagdo celular a partir de
cultura de células em matrizes tridimensionais. Estas matrizes podem ser retalhos
de polimero, AlloDerm ou submucosa de intestino delgado (58),

A engenharia de tecidos oferece uma alternativa atrativa para a
substituicdo intestinal. Alguns modelos experimentais utilizam polimeros tubulares
biodegradaveis semeados com células epiteliais intestinais. O suprimento
sanguineo € originario do mesentério e apds algum tempo € notada a formacgéao
de cistos de neointestino que podem ser anastomosados ao intestino nativo(".

Diversos trabalhos experimentais sugerem que a engenharia de tecidos

tera futuramente um papel importante na SIC(+9),

2.4 SUBMUCOSA DE INTESTINO DELGADO - SID
(SMALL INTESTINAL SUBMUCOSA - SIS)

Paralelamente aos experimentos na area de engenharia de tecidos,
estudos tém sido realizados na tentativa de utilizar matrizes biolégicas acelulares
na substituicdo dos tecidos perdidos ou danificados e confecgdo de proteses.
Diversos materiais, como a dura-mater humana, o pericardio bovino® e as
submucosas de intestino delgado (SID) e de bexiga urinaria®”, sdo utilizados para

este fim!"%).
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A SID porcina é a que tem sido estudada com maior frequéncia. Foi
primeiramente descrita como prétese bioldgica utilizada como substituto vascular,
e a partir de entdo vem sendo utilizada em diversas outras areas!'*'").

Badylak et al'® testaram e comprovaram a habilidade de aderéncia e
proliferacdo de seis tipos diferentes de células cultivadas em matrizes
extracelulares (ECM), de submucosa de intestino de porco e de bexiga urinaria, e
observou in vitro a migragdo e organizagcdo espacial das células sobre estas
matrizes.

Segundo Hodde®®, as ECMs derivadas de tecido porcino estdo associadas
a repopulacao rapida e extensa por ceélulas do hospedeiro quando utilizadas no
reparo de tecidos in vivo. Até o momento constatou-se que suas caracteristicas
histolégicas estimulam o reparo de 6rgaos e tecidos lesados, com formagéo de
tecido similar em estrutura e funcdo aos tecidos vizinhos®®. Esta neoformacao
tecidual sobre a matriz acelular com células similares as do tecido onde foi
implantada é chamada de “remodelacdo inteligente™".

Uma variedade de estudos experimentais ja utilizaram a SID como

22) 0(16:2357) “intestino

63,64)
)

bioenxerto no reparo de bexiga®?, ureter®®, uretra®, esofag

delgado!"131419 harede abdominal'®, traquéia®?, tenddes® e ligamentos!

diafragma®®, células musculares lisas e duramater®. Matrizes acelulares
também foram utilizadas com sucesso como bypass arterial coronariano,

reconstrucgdo de valvula cardiaca!">*® e préteses e enxertos vasculares!'?.

2.4.1 Caracteristicas Histolégicas e Estruturais

A SID consiste em uma matriz tridimensional contendo varios tipos de
colageno extracelular, tipo I, lll, IV, V e VI, proteinas estruturais como
proteoglicanos, glicosaminoglicanos e glicoproteinas, e fatores de crescimento
(VEGH e PDGF)®7:%®),

O colageno fornece suporte estrutural e estabilidade ao tecido, permitindo
que este se incorpore ao tecido do hospedeiro e permita a infiltragcdo de células.

As proteinas estruturais conferem bioatividade a diversas citocinas,
estimulam a divisdo, migracao e diferenciacao celular, e auxiliam na aderéncia e

interacdo entre as células e a matriz ('
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A submucosa intestinal é rica em fatores de crescimento que participam
ativamente da migragdo, da proliferagcdo de fibroblastos e da angiogénese,
atuando na revascularizagao e cicatrizagdo de ferimentos ("7

O fator de crescimento do endotélio (VEGF) induz a formacao de estruturas
similares aos capilares na matriz tridimensional de fibrina, promovendo uma
neovascularizagao local. O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
atua na proliferacéo fibroblastica e € suplementado pela imediata deposicéo de
fibronectina, proteina com atividade quimiotaxica e adesiva responsavel pela
retencao de células do hospedeiro no local da ferida"".

Segundo alguns autores a resposta imune da SID parece limitar-se a agao
dos linfécitos T-helper 2, produzindo anticorpos nao ligados ao complemento,
contribuindo para os baixos indices de reacdo imunoldgica e rejeigao do tecido
implantado. Quando comparada a materiais sintéticos, a SID apresenta maior
resisténcia a infecgdo, o que pode estar relacionado a rapida neovascularizagao
induzida pelo enxerto apos o implante!"™>'").

Holtom et al, com o intuito de verificar as propriedades antimicrobianas
inerentes a SID, sugeridas por alguns trabalhos, realizaram experimento
mostrando a auséncia desta atividade em discos de submucosa colocados em
placas com semeadura de seis bactérias diferentes, sendo que a SID n&o causou
inibicdo do crescimento desses organismos, permitindo inclusive, crescimento de
coldnias sobre a submucosa®).

Em relacdo as propriedades estruturais a SID apresenta porosidade que
permite a infiltragdo de células, crescimento vascular e limitado fluxo de agua.
Apresenta forca e flexibilidade semelhantes ao intestino delgado, e sdo mais

complacentes do que os materiais sintéticos ou enxertos venosos!"”).

2.4.2 Trabalhos Experimentais com SID

Apesar de ja existirem produtos aprovados para uso meédico da SID em
situagbes especificas, mantém-se o interesse por estudos empregando a
submucosa in natura submetida a métodos préoprios de esterilizacdo e
conservagao, como matriz colagena no reparo de diversas estruturas. Poucos

trabalhos experimentais utilizam a SID comercializada (Surgisis®)®°"),
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Como sera exemplificado a seguir, a SID, ja foi utilizada em diversas areas
da medicina com bons resultados.

Greca et al publicaram artigo comparando o emprego da SID com o uso de
tela de polipropileno no reparo de defeitos de parede total do abdome de ratos.
Concluiram que a SID é uma opgao segura e eficaz, com maior depésito de

) Em outro estudo

colageno | comparativamente a tela de polipropileno!
comparativo, entre SID e pericardio bovino como enxerto na veia cava de caes,
Greca et al observaram resultados similares com ambos os materiais, sendo a
SID uma outra opcdo para o reparo de lesbes venosas extensas®). Outros
estudos, do mesmo autor, utilizaram anastomose de enxerto de SID em tendao

em coelhos®®, em bexiga urinaria de cdes para aumento da capacidade vesical®®?

e em ureter de porcos®” .

Em urologia, Lai et al também utilizaram SID para aumento da capacidade
vesical. Os autores compararam o uso de dois tipos de matrizes, SID e enxerto de
acido poliglicélico, semeadas com ceélulas musculares autélogas como uma
cobertura de suporte sobre o urotélio prolapsado apds abertura dos planos

I®®  Os mesmos autores realizaram trabalho

musculares na ampliacdo vesica
utiizando SID semeada com células musculares esqueléticas para reparo de
defeito abdominal em ratos, com melhores resultados quando comparados com o

mesmo procedimento sem semeadura de células®®.

Existem relatos de uso de SID em: regeneragao de cartilagem de orelha™),
regeneragdo de trompas uterinas’", substituto de duramater®, cicatrizacdo de
ligamento colateral medial do joelho®, substituto de uretra®, todos em coelhos,
e reparo de defeitos na fascia lata de cdes!’?.

O uso de SID em grandes defeitos diafragmaticos, foi relatado por
Sandoval et af®®. Estes autores utilizaram a SID comercializada (Surgisis®), de
0,2 e 0,4 mm de espessura, em reconstrugado diafragmatica de caes com bons
resultados.

Em relacédo ao uso de SID no trato gastrintestinal, Badylak et al realizaram
sutura de retalho em lesbes esofagicas parciais e enxertos tubulares em lesdes
completas de cdes. Os animais foram reavaliados em tempos diferentes para
coleta do material de estudo, variando de 4 dias a 15 meses, e foi observado que
a SID foi incorporada completamente entre 30 e 60 dias com substituicdo da

mesma por tecido muscular orientado e contiguo ao tecido adjacente(57).
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Em outro estudo realizado em 2001, os mesmos autores utilizaram SID em
reparo de lesdo parcial de intestino delgado de 20 cédes e de lesdo total com
colocacgao de enxerto tubular em quatro animais. Destes quatro caes, trés foram a
obito por deiscéncia e um apresentou obstrucdo parcial. Entre os animais que
receberam implante de retalho de SID houve presenga de camada epitelial,
musculatura lisa, colageno e cobertura de serosa em diferentes estagios de
organizagédo, em periodo de pos-operatorio que variou de duas semanas a um
ano®.

Souza Filho et al publicaram os seus resultados do emprego de SID em
estudos semelhantes, no reparo de lesbes provocadas na parede anterior de
eso6fago cervical e abdominal® e em duodeno de cées'?. Em ambos os casos,
observaram auséncia de infeccdo ou fistula e presenca de re-epitelizacio
completa da mucosa.

Parnigotto et al™ publicaram trabalho com uso de interposi¢cao de 2 cm de
submucosa homoéloga gastrica, tubulizada, para aumento da superficie intestinal
de doze ratos Sprague-Dawley. A anastomose dos enxertos tubulizados foi
realizada em alcas isoladas de ileo, posicionadas em um tunel subcutaneo, com
reavaliacdo em periodos de uma, trés e seis semanas. Trés ratos morreram por
complicagbes poés-operatérias e os demais apresentaram diferentes graus de
incorporagao do enxerto.

Wang et al''3? avaliaram regeneragdo e morfologia apds a realizagdo do
mesmo procedimento descrito no trabalho de Parnigotto et al, porém utilizando
submucosa intestinal homdloga, no ileo de ratos. Demonstraram formagéao de
neomucosa com morfologia intestinal tipica, caracterizada por uma camada de
células epiteliais colunares com células caliciformes, células de Paneth,
enterdcitos absortivos e células enteroenddcrinas nos enxertos tubulares de SID.

Em 2006, Ansaloni et al publicaram trabalho semelhante. Os autores
anastomosaram um segmento tubular de 3 cm de comprimento de Surgisis® em
segmento isolado de alga intestinal de ratos Sprague-Dawley e nado observaram
estenose ou aderéncias. Apds 24 semanas ocorreu regeneracao completa do

intestino delgado com identificacdo das camadas mucosa, muscular e serosa'™.
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2.4.3 Métodos de Preparo

Para atingir critérios de segurancga clinica, materiais bioldgicos de tecidos
animais devem ser submetidos a processos de tratamento para minimizar a
resposta imune do hospedeiro e eliminar a possibilidade de infecgdo e
transmissao de doencas®®,

Este processo de esterilizacdo do material utiliza uma série de substancias
que podem interferir na bioatividade de componentes da matriz, importantes para
a proliferacdo celular e desenvolvimento de novo tecido sobre ela. Por isso,
muitos autores estudam o uso destas substancias e sua agdo na SID®®).

Hodde, Record e Badylak(59) concluiram, em trabalho experimental, que
células endoteliais microvasculares humanas sao capazes de aderir diretamente a
matrizes extracelulares através de proteinas como colageno tipo I, IV e
fibronectina. A aderéncia e a proliferacao celular sdo similares em matrizes
submetidas ou n&o a processos de esterilizacao.

Hodde et al mostraram que € possivel manter a arquitetura tridimensional
da SID apés esterilizacdo da mesma com acido peracético, liofilizacdo e 6xido de
etileno. Fibronectina, glicosaminoglicanos e FGF-2 sdo mantidos, porém o fator

7 Em um

de crescimento VEGF encontrou-se significativamente diminuido
estudo sequencial, os mesmos autores, observaram que o FGF-2 que permanece
na matriz &€ capaz de estimular a diferenciagado das células PC12 e de estimular
os fibroblastos a secretarem seu proprio VEGF endégeno. Com isso, apos
tratamento da SID com agentes oxidativos e alquilantes, necessarios para
oferecer segurancga clinica no seu uso, o biomaterial manteve sua bioatividade
intrinseca’®®.

Embora alguns métodos de esterilizagdo e tratamento da SID ja estejam
em fases avangadas de estudo, a maioria dos trabalhos experimentais que a
utilizaram, o fizeram com formas variadas de tratamento.

Lai et al®®, ap6s isolamento da SID, realizaram descelularizacéo utilizando
Triton X-100 0,2% e hidroxido de aménia 26,5 mmol/L por 10 a 14 dias, seguido
de agua desionizada por 72 h.

Badylak et a/®"®") realizaram em seus trabalhos, tratamento da ECM de

SID com banhos sucessivos de acido peracético (0,1%) para promover a
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descelularizagdo do material, seguido de lavagens com solugao salina para tornar
o pH neutro. O processo de esterilizagdo foi concluido com irradiagdo gama.

Parnigotto et al'"®, que obtiveram submucosa gastrica homéloga de ratos
Sprague-Dawley para uso no aumento de superficie intestinal, prepararam o
material com lavagens com solugdo salina tamponada contendo penicilina,
estreptomicina e anfotericina B, e, posteriormente, submeteram a matriz a um
protocolo de descelularizagao.

Nos trabalhos de Wang et al'"® utilizando SID, o processo de
esterilizacdo da submucosa foi feito com etanol 75%, lavagem com solugéo
salina, e conservagéo das pecas a 4°C em solugdo de sulfato de neominica 10%
por uma semana a trés meses.

Um protocolo utilizado em diversos trabalhos por Greca et al (19202224.62)
para conservacido e manutencdo da SID, mantinha os enxertos apenas em

solugao de neomicina 10% apos a lavagem dos mesmos com solugao salina.

2.4.4 Tempo de Incorporagao do Enxerto

Entre os diversos trabalhos encontrados na literatura(!’1330:57)

que
avaliaram a incorporacdo do enxerto de SID nos diversos 6rgaos, podemos
observar uma grande variedade de tempos de reabertura para coleta do material
de estudo. Esses tempos aparentemente foram escolhidos empiricamente pelos
cirurgides, além de variarem os modelos animais, os 6rgaos em estudo e a forma
de uso do enxerto.

Badylak et al®”, em experimento com 15 caes e tempos de coleta do
material de 4 dias a 15 meses, observaram total incorporacdo do enxerto de SID
de 30 a 60 dias do seu implante em defeitos na parede esofagica. Houve
substituicdo por tecido muscular esquelético contiguo ao 6rgado adjacente e
formagdo de epitélio escamoso completo e intacto. Em nenhum animal a
submucosa pode ser identificada macro ou microscopicamente apos 50 dias.

Souza Filho et al®® observaram reepitelizacdo completa da SID e
incorporacdo do enxerto avaliado apds periodo unico de sessenta dias, em

trabalho semelhante em es6fago de caes.
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Lopes et al"® em estudo experimental com 67 ratos submetidos a reparo
com SID de defeito causado na parede anterior do es6fago cervical ou abdominal,
observaram que, com 150 dias, houve total substituicdo do enxerto por tecido
esofageano com epitélio escamoso estratificado e regeneragao completa de fibras
musculares, porém nao foram realizadas avaliagbes antes desse tempo.

Ao avaliarem a incorporagédo do enxerto de submucosa gastrica em ileo de
ratos, Parnigotto et al'® identificaram, apds uma semana, presenca de
espessamento da éarea de enxerto com multiplos fibroblastos, células
inflamatdrias, neovascularizacao evidente, fibras musculares e serosa revestindo
externamente a matriz e auséncia de epitelizacdo. Com trés semanas houve
presenca das quatro camadas da parede intestinal, superficie epitelizada com
vilosidades e duas camadas de células musculares bem visiveis. Na sexta
semana as camadas de células musculares tornaram-se evidentes e grande
quantidade de células caliciformes e criptas puderam ser visibilizadas."®

Greca et al, ao avaliarem implante de SID como alternativa para ampliagéao
vesical em caes, observaram proliferacdo do urotélio recobrindo toda superficie
do enxerto e presenga de algumas fibras musculares lisas em 100% dos casos,
com 30 dias de evolugao®".

Poulose et al™, em 2005, avaliaram o implante de SID na superficie
peritoneal de doze porcos utilizando como parametros o depdsito de colageno e a
neovascularizacdo. O resultado foi a incorporagao parcial e total do enxerto em
grupos avaliados apos duas e oito semanas respectivamente. Esses autores
observaram contragdo significativa do enxerto apos oito semanas, sendo portanto,
sugerido por eles, que em reparos de hérnias com SID deva-se usar areas

maiores de enxerto quando comparadas ao uso de materiais sintéticos(™.

2.4.5 Uso da SID em Humanos e Disponibilidade Comercial

O grande numero de pesquisas in vivo envolvendo materiais utilizados
como matrizes acelulares no desenvolvimento de tecidos, assim como estudos
sobre o0s processos de esterilizagdo e conservacido das mesmas, pemitem que

algumas delas ja estejam disponiveis para utilizagdo em humanos.
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Produtos como Contigen® (a base de colageno), Allo Derm® e Permacol®
(matrizes dérmicas a base de colageno), Surgisis® e Symphasis® (SID) sao
exemplos atualmente autorizados para comercializagao®”.

Considerando apenas o uso dos produtos feitos com SID, o Surgisis® esta
disponivel em duas espessuras, 0,4mm e 0,2mm, e tem sido utilizado em diversas

s2%6.79  ahdominais™® e

aplicagdes cirurgicas como em herniorrafias inguinai
diafragmaticas'®®, e em dermatologia no auxilio do reparo de Ulceras venosas
cronicas e feridas com dificuldade de cicatrizacgo®®. Outras aplicacdes incluem:
reparo vascular, substituicdo de dura-mater, correcdo de curvatura peniana na
doenca de Peyronie("), ampliacbes vesicais e reparo de tenddes e
ligamentos®"*").

Holcomb Il et al®® realizaram trés reparos de defeitos diafragmaticos
congénitos extensos (Hérnia de Morgani - 2 casos, Hérnia de Bochdalek - 1 caso),
por via videolaparoscoépica, utilizando implante de Surgisis® (0,2mm). Em
acompanhamento de quatro anos nio foi observada recorréncia em nenhum dos
casos.

Helton et al utilizaram Surgisis® para reparo de hérnias abdominais
ventrais em 53 pacientes e observaram segurancga e resultados satisfatéorios em
cirurgias limpas e limpas-contaminada‘’®.

Em 2006, Gabriel et al relataram trés casos de gastrosquises volumosas
com dificuldade de fechamento da parede abdominal, em que foi utilizado
Surgisis® com sucesso®”.

O Symphasis® € utilizado em reparos uroginecoldgicos, tais como
cistoceles, retoceles, enteroceles e cirurgia de incontinéncia urinaria (Sling)'°.

A grande diversidade de aplicagdes desses produtos ainda esta longe de
ser esgotada, porém depende de estudos experimentais sistematicos para

confirmar a seguranga e eficacia deste material nos diversos tecidos.
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3.1 INFRA-ESTRUTURA

Todo o estudo foi realizado nas dependéncias e laboratérios do Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude (CCBS) da Pontificia Universidade Catdlica do
Parana (PUCPR).

A analise microbioldgica do enxerto foi conduzida no Laboratério de
Microbiologia do CCBS e os procedimentos cirurgicos ocorreram nos Laboratérios
de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental do CCBS. Os animais foram
mantidos no Biotério Central da PUCPR e os estudos anatomo-patolégicos foram

realizados no Laboratério de Patologia Experimental da PUCPR.

3.2 ANIMAIS DE EXPERIMENTAGAO

Para a realizagdo deste estudo obedeceu-se a Lei Federal 6638 e as
normativas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Foram utilizados 13 coelhos machos, New Zeland, albinos, incluindo trés
animais para o ensaio piloto e outros dez para o experimento, mantidos no
biotério com temperatura ambiente e controle artificial de iluminacdo com
periodos de 12/12h. Os coelhos foram adquiridos de criadouro particular pelo
menos um més antes do procedimento cirurgico, para ambientalizagdo, ganho de
peso e desverminacdo com ivermectina 10mg/ml na dose de 0,4ml por coelho!™®.

Os animais foram mantidos em quarentena, recebendo alimentagao
balanceada com ragao especifica para a espécie e agua ad libitum até o inicio do

jejum pré-operatério®.



40

Durante todo o periodo, os coelhos ficaram em gaiolas individuais com
grades e fundo de metal, com vasilhas também de metal para coloca¢do de agua
e racao.

Cada animal foi numerado no dorso da orelha direita com uma caneta de
tinta & base de agua'’.

ApOs a realizagédo de todos os procedimentos cirurgicos, os coelhos foram
divididos aleatoriamente em dois grupos de cinco (Tabela 1). Os animais do grupo
A foram mantidos por um periodo de seis semanas de pds-operatério antes de
serem submetidos a eutanasia para coleta do material de estudo, e os do grupo B
por periodo de doze semanas. Cada animal foi acompanhado e seguiu um
protocolo de acompanhamento pré e pds-operatério, conforme o encontrado no
apéndice A.

Um prontuario com instrucbes de cuidados e medicagdes, a partir do
primeiro dia de jejum até a liberagao de racao seca ad libitum, foi elaborado para
cada coelho, para ser seguido como forma de orientagdo para os funcionarios do
biotério no manejo dos animais. O prontuario do coelho de numero um consta

como exemplo no apéndice B.

Tabela 1 - Divisdo dos animais em grupos

Grupo Numero dos coelhos
A 1,2,3,4,9
B 5,6,7,8,10

O protocolo da pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de
Animais (CEUA-PUCPR), no dia 14 de agosto de 2006, sob o registro de numero
153 (Anexo A).
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3.3 PREPARO DOS ENXERTOS

3.3.1 Obtencao

Os segmentos de submucosa intestinal porcina utilizados para preparo dos
enxertos foram obtidos a fresco, em frigorifico e abatedouro na regido
metropolitana de Curitiba (Frigorifico Argus Ltda.). Nas dependéncias do
frigorifico, uma empresa terceirizada (Industria e Comércio de Tripas Curitiba
Ltda.) é responsavel pelo isolamento da submucosa do intestino delgado do porco
para uso na confecgao de embutidos.

A submucosa foi obtida a fresco até quatro horas apds o abate dos
animais, ja isolada das camadas mucosa e muscular por equipamento industrial
proprio para esta finalidade. As algas intestinais passam por um sistema de rolos
que “descascam” a submucosa, ficando as fibras e mucosa residuais para serem
retiradas pelos proprios funcionarios com lavagens e fricgao.

Depois de isolada a submucosa, esta passa por um teste de integridade da
membrana. O teste para avaliar a presenca ou nao de perfuragdo na submucosa
€ realizado com a injegado de agua sob pressao no interior da sua luz. Apds este
teste, uma porcao de 50 cm de submucosa foi coletada para o experimento.

No procedimento habitual, a submucosa segue para um processo de

secagem e conservagao para confecgao de embutidos.

3.3.2 Transporte e Conservagao

Os segmentos foram transportados em frascos de vidro com solugéo salina
0,9% e lavados antes do preparo dos enxertos.
A conservacao se fez em geladeira de uso doméstico, a temperatura de 4 a

8°C por até 12 horas antes da confecgao dos enxertos.



42

3.3.3 Confecgao dos Enxertos

Considerando a forma tubular da submucosa, esta foi prensada para
formar uma camada dupla (Figura 12), e colocada sobre metade de uma folha de
papel filtro qualitativo (Qualy®) de 205 pm de espessura e 15 cm de diametro, a
qual foi dobrada envolvendo a SID para formar uma estrutura mais estavel,

permitindo sua secgao para confeccao dos enxertos (Figura 13).

O
O
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Figura 12- Desenho ilustrando a submucosa na
forma tubular (A), sendo prensada (B) para formar
uma dupla camada (C) e ser colocada sobre uma
folha de papel filtro

Figura 13 - Camada dupla de submucosa sobre a folha de papel filtro (A), sendo envolvida (B)
para formar uma estrutura estavel (C) antes da sua secgao para confecgdo dos enxertos
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Depois de alinhada a SID com a borda dobrada do papel, foram feitos
pontos de fio de nylon 5.0 agulhado, fixando a dupla membrana de submucosa ao
papel filtro, e delimitando os vértices de um quadrado de 1x1 cm (Figura 14). Os
quadrados foram seccionados com bisturi especialmente confeccionado, de cabo
duplo e duas laminas paralelas (Figura 15), com distancia de 1 cm entre elas,
conforme ilustrado na figura 14-B e C. Com o auxilio de uma tesoura delicada de
uso doméstico, uma das superficies do papel filtro foi retirada, mantendo-se
apenas os veértices da submucosa fixados a outra superficie do papel que serviu

como apoio para o manuseio do enxerto (Figura 16).

Figura 14 — 14-A - Camada dupla de submucosa porcina entre duas folhas de papel filtro com
retificacdo da borda dobrada do papel; 14-B - Pontos de fio de nylon 5.0 para fixar a submucosa
ao papel delimitando os vértices de um quadrado de 1x1 cm; 14-C - Seccdo da submucosa com
bisturi especial de dupla lamina com distancia de 1 cm entre elas para confecgdo dos enxertos.

Figura 15 — 15-A — Bisturi utilizado para confecgado dos enxertos; 15-B — Detalhe do bisturi com
duplo cabo e dupla lamina para regulagem do corte.
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Figura 16 - Retirada de uma das superficies do papel filtro, mantendo-se a outra para apoio e
manuseio do enxerto.

Os enxertos de 1x1 cm foram colocados em frascos de coleta de exames,
estéreis, de plastico, de 60 ml cada, contendo 40 ml de solugdo de neomicina
10% previamente preparada em farmacia de manipulagao.

Para cada um dos dez coelhos foram preparados seis enxertos, que
também foram mantidos em geladeira de uso doméstico, a uma temperatura entre
4 e 8°C, por periodo nunca maior do que uma semana antes da sua utilizagdo no
procedimento cirurgico. Como era previsto o implante de quatro enxertos por
coelho, optou-se por confeccionar dois enxertos extras, caso houvesse alguma

intercorréncia com eventual dano a eles.

3.3.4 Avaliagao Bacteriolégica do Enxerto

Apos todo o processo de preparo e conservagao, alguns dos enxertos
foram enviados para analise quanto a presenca, quantificacdo e qualificagao de
microorganismos, por uma equipe de pesquisadores da PUCPR que realizam
essa avaliacado de forma rotineira.

O projeto desenvolvido por essa equipe visa a realizagdo de cultura,
antibiograma e o desenvolvimento de uma técnica de esterilizagdo da submucosa
intestinal porcina, para utiliza-la como matriz com potencial de aderéncia de
células mioblasticas no transplante das mesmas em miocardio infartado de ratos
Wistar(™®.
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Os enxertos enviados ao laboratério foram lavados com solugao salina sob
fluxo laminar, colocados em caldo TSB (caldo triptico de soja) e deixados em
estufa a 37°C por 24 h. Este procedimento foi realizado em triplicata. Apds este
periodo foi retirada uma aliquota do caldo e semeada nos agars Mac Conkey e
Sabouraud, identificando-se coldnias de bactérias que foram submetidas a testes
bioquimicos para identificagcdo do género e espécie.

A cultura e o antibiograma (teste de sensibilidade a antimicrobianos por
difusdo em disco) foram realizados conforme técnica padrdo utilizada no
Laboratério de Microbiologia da PUCPR. Esse trabalho teve o intuito de avaliar a

eficacia da solugdo de neomicina utilizada para conservacao do material.

3.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO

3.4.1 Cuidados pré-operatorios

No pré-operatorio os coelhos ficaram em jejum de sdlidos por periodo de
48 horas, e jejum completo, inclusive de liquidos, nas 6 horas que antecederam o
procedimento.

Durante o periodo de jejum de solidos foi oferecido agua acrescida de
glicose, sendo um frasco de 10 ml de glicose 50% diluido para cada recipiente de
agua de 250 ml. A glicose foi acrescentada com o objetivo de amenizar o apetite

do coelho durante o periodo de jejum®¢:8%87),

3.4.2 Indugao Anestésica

A inducado anestésica foi realizada com injegcdo intramuscular de cloridrato
de ketamina (50 mg/ml) e cloridrato de xilasina (23 mg/ml).

A dose da ketamina foi de 35 mg/kg (0,7 ml/kg) e a da xilasina 10 mg/kg
(0,43 ml/kg), porém existiu grande variagdo entre os coelhos em relacdo a
quantidade de anestésico necessaria para a indugdo e a manutencédo do efeito
anestésico!"*®2).
Antibidtico profilatico foi administrado apds a indugao anestésica, por via

subcuténea nas seguintes doses: 0,15ml/kg ou 6mg/kg de peso de gentamicina
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40mg/ml (Gentocin®) e 0,25 ml/Kg ou 100/20 mg/kg de sulfa/trimetoprim 400 e 80
mg/ml (Tribissen®).

Seguiu-se a obtengédo de acesso venoso em veia do dorso da orelha para
manutencdo da anestesia (Figura 17) e hidratagdo. Procedeu-se o preparo da
regido abdominal com a tricotomia com tricétomo elétrico Golden A5 da marca
Oster®.

Figura 17 — Acesso venoso em veia de dorso da orelha
para manutencao da anestesia e hidratagao.

3.4.3 Anestesia

Apés indugao anestésica os coelhos foram submetidos a anestesia geral
conforme protocolo da instituicdo. Para a manutencao da anestesia, doses extras
de ketamina foram administradas por via intravenosa conforme necessariol’®.

Durante o procedimento cirurgico os coelhos foram mantidos em ventilagao
espontanea, em ar ambiente e com solugdo de NaCl 0,9% e SG 5% intra-
Venosos.

Toda a medicacao utilizada foi adquirida em farmacia especializada em
produtos veterinarios, com exceg¢ao do tiopental, utilizado posteriormente para

eutanasia, que foi adquirido pela Associagao Paranaense de Cultura - PUCPR.
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3.4.4 Cirurgia

Sob anestesia, o coelho foi colocado sobre uma mesa tipo calha em
decubito dorsal, com fixacdo em extensdao dos membros anteriores e posteriores,
com amarras de plastico.

A anti-sepsia da parede abdominal foi feita com PVPI degermante e tépico,
antes da colocagao de campos cirurgicos estéreis. Em condigcdes assépticas, a
laparotomia foi realizada por meio de incisdo mediana em abdome inferior e
abertura por planos.

Identificou-se um segmento de alga de 25 cm de intestino delgado em ileo
terminal, a 30 cm da ponta do apéndice cecal em diregao proximal (Figura 18).
Nos extremos desse segmento de 25 cm escolhido para estudo, foram feitos
pontos de fio de nylon 4.0 na borda mesentérica para permitir sua localizagao
durante a reintervencdo e coleta do material. A intervalos de 5 cm nesse
segmento, foram realizados quatro pontos com o mesmo fio, que serviram de

referéncia para colocagao dos quatro enxertos alternados de SID (Figura 19).

Figura 18 — 18-A - Escolha do segmento de alga para colocagao dos enxertos com inicio ha 30
cm do apéndice cecal apontado pela seta; 18-B - Marcac&o do inicio do segmento escolhido
com ponto de fio de nylon 4.0 (seta).
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Figura 19 — 19-A — Delimitagdo de intervalos de 5¢cm; 19-B — Marcagao dos intervalos com
pontos de fio de nylon 4.0 no segmento escolhido.

No local demarcado com o primeiro ponto de referéncia, foi realizada
abertura de todos os planos da parede da algca em metade do seu diametro, da
porcdo mesentérica a anti-mesentérica, onde foi suturado o primeiro enxerto
(Figura 20). Esta incisdo foi baseada na técnica de enteroplastia transversa
seriada (STEP), proposta e realizada por Kim et al para diminuicdo da luz e

alongamento intestinal®.

Figura 20 - Abertura de parede total da alga intestinal no

local demarcado com o segundo ponto de fio de nylon 4.0,
onde foi suturado o primeiro enxerto.

Este procedimento foi repetido nos demais pontos de referéncia, portanto,

quatro vezes em cada coelho, sendo que nos pontos dois e quatro os enxertos

foram suturados na face oposta.



49

Os enxertos de SID porcina previamente preparados, foram
anastomosados com fio de polidioxanona 6.0 (PDS Il 6.0®) através de sutura
continua, interrompida nos vértices da incisdo (Figuras 21), seguindo a sequéncia
dos pontos de referéncia, alternando face anterior e posterior do segmento de ileo

escolhido para estudo. As suturas foram realizadas com auxilio de lupa cirurgica

com aumento de 3 vezes, modelo BLS-1, Neitz®.

Figura 21 — 21-A — Colocagdo do enxerto sobre a incisdo na alga intestinal; 21-B - Sutura do
enxerto de submucosa a alga intestinal com fio de polidioxanona 6.0.

Apods a conclusdo do procedimento cirurgico, do teste das suturas para
detectar extravazamento de conteudo luminal (Figura 22-A) e da revisao da
hemostasia, a alga contendo os enxertos (Figura 22-B) foi recolocada na cavidade
abdominal. A parede abdominal foi fechada por planos com fios de poliglactina
3.0, violeta (Vicryl 3.0®) e fio de nylon 4.0 e o curativo foi realizado com gaze e

esparadrapo.

Figura 22 — 22-A - Teste da anastomose do enxerto a alga intestinal; 22-B - Alga intestinal com
os quatro enxertos de submucosa porcina ja implantados, dois de cada lado, conforme
apondados pelas pingas.
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Todos os fios cirargicos utilizados foram fornecidos pela empresa

Ethicon/Johnson e Johnson.

3.5 POS-OPERATORIO

Os coelhos receberam analgesia no pds-operatério imediato com flunixina
meglumina 16,6 mg/ml (Banamine®) injetavel, por via subcuténea, na dose de 0,1
ml/kg ou 1,6 mg/kg de peso, repetida por mais dois dias. Os animais foram
mantidos com profilaxia antibiética, com os mesmos antibidticos utilizados durante
a indugao anestésica, por mais dois dias e administrados por via subcutanea, uma
vez ao dia.

O jejum completo no pds-operatério para solidos e liquidos, ocorreu nas
primeiras 36 horas. Nas 48 horas seguintes, apenas agua acrescida de glicose foi
permitida. A partir do 4° PO foi iniciado ragdo umedecida, sendo oferecido 1/4 da
quantidade diaria recomendada. A quantidade de racdo foi aumentada
progressivamente, sendo oferecida a metade da quantidade nos préximos dois
dias, 3/4 no 7° dia, e no 8° dia de PO a quantidade total da dieta seca foi
oferecida.

O protocolo completo de condutas no pré e pds-operatério encontra-se no
apéndice A, e o prontuario de orientagdo de cuidados pos-operatorios para a
equipe do biotério, com um dos coelhos como exemplo encontra-se no apéndice
B.

Conforme o grupo ao qual o coelho pertencia, foi programada a

reintervencao para coleta do material.

3.6 COLETA DE MATERIAL

3.6.1 Procedimento Cirargico

A reintervencao foi realizada através de laparotomia mediana e esquema

anestésico idénticos aos da primeira intervencdo. O segmento de ileo em estudo,
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contendo os 25 cm demarcados no primeiro procedimento com pontos de nylon
4.0, foi retirado em bloco. Apds a retirada do material de interesse, o animal foi

submetido a eutanasia.

3.6.2 Eutanasia

Os animais foram submetidos a eutanasia com injecao intra-venosa de
dose letal de tiopental sddico 2,5% (Thiopentax®), na dose de 150 mg/kg EV, na
diluicdo de 0,5 g/ml, com os animais ainda anestesiados, até parada

cardiorrespiratdria monitorizada por estetoscopio’®.

3.6.3 Preparo das Pecas

A peca em estudo, foi levada para uma mesa e dissecada com liberagéo de
aderéncias, sem comprometer as regides dos enxertos. Foram obtidos quatro
anéis de tubo intestinal contendo os enxertos de submucosa intestinal porcina,
correspondentes aos quatro pontos de referéncia. Cada anel foi aberto na sua
face mesentérica formando uma peca retangular de parede intestinal (Figura 23-
A). Apenas como método de orientagdo técnica para a confec¢do das laminas,
uma inciséo foi realizada na lateral da por¢ao que ndo continha o enxerto (Figura
23-B).

Figura 23- 23-A - Segmento de alga contendo o enxerto (por¢do apontada pela pinga),
aberto na sua face mesentérica e retificado; 23-B - Incisdo na por¢cdo que ndo continha o
enxerto para orientagdo no momento de confecgdo das laminas; 23-C - Segmentos sobre
papel filtro antes de serem colocados em frasco com identificacao.
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ApOs avaliagdo macroscopica, cada pecga foi colocada sobre um pedaco de
papel filtro para manté-la estendida. Este conjunto era submerso em formalina
10%, em um frasco para coleta de exame, de plastico, devidamente identificado
por etiqgueta com o numero do coelho e do enxerto correspondentes aos pontos

de referéncia de 1 a 4 (Figura 23-C).

3.7 AVALIAGAO ANATOMO- PATOLOGICA

Para estudo microscopico, as pecas devidamente identificadas foram

enviadas para o Laboratério de Patologia Experimental da PUCPR.

3.7.1 Preparo das Laminas

As pecas foram fixadas em formalina 10%, colocadas em blocos de
parafina e cortadas em um micrétomo para confeccdo das laminas, conforme
protocolo do Laboratério de Patologia Experimental da PUCPR.

Os cortes histolégicos foram realizados com espessura de quatro micra e
corados de acordo com os protocolos especificos para cada uma das trés
coloragdes utilizadas, a saber: Hematoxilina-Eosina (HE), PAS/Alcian Blue (AB) e
Tricrébmico de Gomori (TG).

Foram preparadas doze lamimas para cada coelho, sendo uma de cada
coloragao para cada uma das quatro pecgas coletadas.

Cada lamina continha dois cortes histolégicos da mesma pega, cada corte
histolégico contendo uma porgao de tecido correspondendo ao enxerto (estudo) e
outra sendo utilizada como controle.

Optou-se pela confecgcdo das laminas com dois cortes de cada peca para
permitir avaliacdo de maior numero de campos nas porcdes estudo e controle, e

com isso, obter-se maior numero de dados histolégicos por coelho.
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3.7.2 Coloragoes

A Hematoxilina-Eosina (HE) é a combinacao de corantes mais utilizada em
estudos histolégicos. A hematoxilina é um corante basico que cora em purpura
azulado as substancias basdfilas, isto é, nucleo e organelas que contenham DNA.
A eosina é um corante acido e confere uma cor réseo-avermelhada a estruturas
acidofilas (Figura 24) @V,

Esta coloracao foi utilizada para a avaliagao qualitativa das laminas e para
a afericdo do comprimento da superficie da mucosa nas porgdes controle e
estudo dos cortes. Este dado foi utilizado na comparacdo das duas porgoes
avaliando a capacidade de neoformacdo mucosa sobre a superficie do enxerto,

assim como a formacgao de criptas e vilosidades.

Figura 24 - Fotomicrografias de lamina corada com HE; 24-A - Aumento de 4x, mostrando
caracteristicas da coloracdo com destaque para a area visibilizada na foto B; 24-B - Aumento
de 10x, mostrando a diferenciagao entre as camadas da parede intestinal: mucosa (M),
submucosa (SM), muscular (ML) e serosa (S) (Lamina correspondente a porgao controle da
peca 3 do coelho 3).

O periodic acid — Schiffl Alcian Blue (PAS/Alcian Blue) é uma coloragao
especifica para identificacdo do muco produzido pelas células caliciformes e
permite a identificagdo e contagem destas células pela presenga da mucina em
seu interior, que se cora em azul. (Figura 25). A presencga de células caliciformes
na mucosa neoformada foi utilizada como um fator indicativo da funcionalidade do

novo epitélio da porgao estudo®".
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Figura 25 - Fotomicrografias de lamina corada com Alcian Blue; 25-A - Aumento de 20x
mostrando caracteristicas da coloracdo com destaque para a area visibilizada na foto B; 25-B -
Aumento de 40x, mostrando o0 muco e as células caliciformes corados em azul claro (seta)
(Lamina correspondente a porgao controle da pega 3 do coelho 6).

O Tricrémico de Gomori (TG) € uma técnica que cora em verde as fibras
musculares, o que permitiu a medida da espessura de toda camada muscular
(longitudinal e transversal) comparando as porgdes enxerto e controle de cada

ldmina (Figura 26).

Figura 26 - Fotomicrografia de lamina corada com TG. 26-A - Aumento de 4x, com destaque
para a area visibilizada na foto B; 26-B - Aumento de 10x, mostrando a coloracdo verde das
células da camada muscular (Lamina correspondente a porgao controle da pega 4 do coelho 10).

3.7.3 Analise das Laminas

Para cada coloracao foi elaborado um protocolo de avaliagao das laminas
conforme os encontrados no apéndice C.
A analise foi realizada em duas etapas, sendo a primeira uma avaliagao

qualitativa das laminas e a segunda uma avaliagdo quantitativa. A primeira etapa
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foi realizada apenas utilizando-se as laminas coradas com HE, e a segunda, com
o intuito de avaliar parametros especificos, foi realizada utilizando-se as trés

coloracgdes.

3.7.4 Avaliagao Qualitativa das Laminas

A analise qualitativa das laminas foi realizada com a utilizagcdo de
microscopico optico Olympus BX 50, com aumento de 4 e 10 vezes.

A primeira inspec¢do das laminas ao microscopio serviu para identificar as
porcdes controle (C) e estudo (E) de cada corte histologico, separando-os através

de um traco feito por cima da laminula com caneta para retroprojetor (Figura 27).

|

Figura 27 - Lamina com os dois cortes histolégicos, referentes
a um dos quatro segmentos contendo o enxerto, de um dos
coelhos, divididos com trago de caneta marcadora por cima da
laminula em porgdes controle (C) e estudo (E).

Os parametros qualitativos que permitiram a diferenciacdo entre porcao
controle e estudo foram: fibrose caracterizada pela presenga de fibroblastos e
colageno, processo inflamatoério crénico caracterizado pela presenga de infiltrado
linfocitario e de histidcitos, reagdo granulomatosa de corpo estranho ao redor do fio

de sutura e desorganizagao das camadas da parede intestinal (Figura 28).
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Figura 28 - Lamina corada com HE em aumento de 10x, mostrando a transi¢cédo entre as
porgoes controle (C) e estudo (E). Presencga de infiltrado linfocitario na submucosa, inicio de
espessamento e perda do padrao organizado da camada muscular, e infiltrado na camada
serosa.

Uma vez realizada a marcacdo nas laminas coradas com HE, estas
serviram como referéncia para a marcagdo nas outras coloragdes, ja que 0s
cortes de cada peca foram feitos em sequéncia e tinham a mesma apresentacao
sobre a lamina. As laminas das outras coloragdes foram colocadas sobre a lamina
equivalente corada com HE e, por transparéncia, o traco de caneta era copiado.

Outra finalidade da analise qualitativa das laminas foi verificar a presenca
das quatro camadas da parede intestinal no corte histologico, possibilitando com
isso, a triagem dos cortes adequados para uma avaliagédo objetiva dos parametros

escolhidos.

3.7.5 Avaliacao Quantitativa das Laminas

A analise das laminas em relacdo aos dados quantitativos foi realizada de
maneira cega, para que nao houvesse identificagdo do grupo ou do coelho ao
qual pertenciam. Para isso, a identificagao original das laminas foi coberta com
um pedaco de papel branco, as |aminas foram misturadas, e atribuiu-se novos
numeros de identificacdo que s6 foram retirados apds a leitura de todas as
laminas.

A escolha dos campos foi realizada seguindo uma sequéncia padronizada,

em todas as laminas das trés coloragdes avaliadas. Foram escolhidos oito
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campos de cada lamina, que continha dois cortes de tecido, sendo
preferencialmente, quatro em cada corte (dois da porgéo estudo e dois da porgao
controle). Seguindo a orientagcdo da pega a partir da linha de diviséria, foram
obtidos os dois primeiros campos que permitissem a leitura, de cada lado,
podendo estes estar contiguos ou nao, dependendo das condigbes do corte.
Quando a lamina continha um dos cortes no qual nao foi possivel identificar as
porcdes estudo e controle, os quatro campos foram obtidos sequencialmente no

outro corte. Os campos foram escolhidos conforme o esquema da figura 29.

Figura 29 - Esquema de escolha dos
campos para analise histopatoldgica
dos cortes. 29-A - A partir da linha
diviséria no corte superior: Campos 1
e 2 (das porgodes controle (C) e estudo
(E)). E no corte inferior: Campos 3 e 4
(das porgdes Controle (C) e Estudo
(E)); 29-B - Foto das laminas
ilustrando a escolha dos campos.

As laminas coradas com Alcian Blue foram avaliadas diretamente no

microscopio, enquanto as coradas com HE e TG foram avaliadas através de um
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programa de computador especifico (Image Proplus® verséo 4.5). Para isso, as
imagens correspondentes aos campos escolhidos nas laminas coradas com HE e
TG, com aumento de dez vezes, foram capturadas pelo sistema de video
acoplado ao microscopio (Camera de video Sony CCD 101 — iris Color Video
Camera) e digitalizadas para o programa de computador Image Proplus®,

permitindo seu armazenamento e posterior avaliagao.

3.7.5.1 Avaliagéo da Superficie da Mucosa

A medida da superficie mucosa neoformada foi avaliada nos cortes com
coloragdo HE. Em cada imagem digitalizada foi realizado um contorno da
superficie mucosa desprezando-se ilhas e artefatos, conforme pode ser
observado na figura 30. O programa Image Proplus® possui uma ferramenta que
permite  medir a extensdo dessa linha, fornecendo valores em micra,
proporcionais ao aumento utilizado para obtengdo da imagem.

Esta avaliagdo foi realizada apenas por um observador, ja que nao ha

subjetividade para execucgéo dessa tarefa.

Figura 30 - Fotomicrografia de lamina corada com HE,
aumento de 10x, mostrando o contorno da superficie
mucosa (linha vermelha) utlizado para medir o
comprimento da mesma (Lamina referente a porcao
controle da peca 1 do coelho 9)
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3.7.5.2 Avaliagdo da Espessura da Camada Muscular

A medida da espessura da camada muscular, incluindo as camadas
longitudinal e transversal, foi realizada nas imagens digitalizadas das laminas
coradas com Tricrémico de Gomori.

Devido a irregularidade da espessura da camada muscular, optou-se pela
avaliacdo por dois examinadores, que fariam as delimitagbes da camada
muscular por meio de cinco linhas transversais a orientacdo da peca em cada
campo.

As cinco linhas foram escolhidas pelos examinadores dividindo-se
proporcionalmente o campo em seis partes (Figura 31). Os valores de
comprimentos das linhas eram fornecidos pelo proprio programa de computador,
em micrdmetros, proporcionais ao aumento utilizado.

A média referente as dez linhas medidas pelos dois examinadores foi
usada como estimativa da espessura da camada muscular naquele campo.

A opcgao de avaliacdo desse dado por dois examinadores, foi devida ao fato
destes poderem escolher diferentes locais de medida da camada muscular em
cada campo, € com isso, obter maior numero de medidas num mesmo campo,

resultando num valor mais caracteristico daquele campo.

Figura 31 - Fotomicrografia de ldmina corada com TG em
aumento de 10x, mostrando a afericdo da espessura da
camada muscular em cinco pontos, representados pelas
linhas vermelhas (Lamina referente a porgao controle da
peca 4 do coelho 10).
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3.7.5.3 Contagem de Células Caliciformes.

A contagem de células caliciformes foi feita nas laminas com a coloragao
Alcian Blue, diretamente no microscépio e com aumento de 40 vezes.

O aumento de 40 vezes € necessario para possibilitar a contagem das
células caliciformes, entretanto esse aumento ndo permite a visibilizagcdo de uma
vilosidade da mucosa intestinal em toda sua extensdo. Por isso optou-se também
por dois examinadores que, diretamente no microscopio, seguiram a orientagao
de escolher a partir da linha diviséria entre as porgcdes controle e estudo os dois
primeiros campos que permitissem leitura sem sobreposicdo; sabendo-se que
haveria diferenca entre os campos observados (Figura 29).

Cada avaliador realizou contagem simples de células nos campos
escolhidos (Figura 32), sendo quatro na porgdo controle e quatro na porgéo
estudo para cada lamina, anotando os resultados em protocolo especifico (anexo
D). Os dados dos dois examinadores foram somados, totalizando oito contagens
para cada porcao estudo ou controle em cada lamina, sendo que a média desses
valores forneceu um valor mais caracteristico de contagem de células caliciformes

na porgao mucosa correspondente a cada animal.
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Figura 32 - Fotomicrografia de lamina corada com AB
em aumento de 40x, exemplificando a contagem de
células caliciformes coradas em azul claro (contorno
vermelho) (Lamina referente a por¢ao controle da peca 1
do coelho 7).
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos no estudo foram expressos por médias, medianas,
valores minimos, valores maximos e desvios padroes.

Para a anadlise estatistica foi utilizado o programa computacional SPSS,
v.14.

Foram utilizados testes nao-paramétricos devido ao pequeno tamanho da
amostra. Para a comparacgao dos grupos foi utilizado o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney e para as comparag¢des entre as porgdes (controle e estudo)
utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.

Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.
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4.1 ANIMAIS DE DE EXPERIMENTAGAO

4.1.1 Peso Inicial

A média de peso dos coelhos imediatamente antes da primeira cirurgia foi
de 2058,8 g, variando de 1706 g a 2562 g. No grupo A, a média foi de 2234,4 g e
no grupo B, 1919,0 g (Tabela 2).

Tabela 2 - Peso Inicial (Pré-Operatério)

GRUPO A Peso GRUPO B Peso
(em gramas) (em gramas)

Coelho 1 2502 Coelho 5

Coelho 2 2468 Coelho 6 1710
Coelho 3 1800 Coelho 7 1706
Coelho 4 2162 Coelho 8 1698
Coelho 9 2240 Coelho 10 2562
Média 2234,4 Média 1919
Desvio Padrao 282,9 Desvio Padrao 428,7

O coelho de numero cinco foi excluido das andlises devido ao seu 6bito no
26° dia de PO.

Comparando-se as meédias dos pesos iniciais (no pré-operatério) dos
grupos A e B, observou-se auséncia de diferenca estatistica representada por p=
0,286.



4.1.2 Peso Final
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No momento da segunda cirurgia para coleta do material, 0 peso dos

coelhos variou de 2834 g a 4024 g, com uma média de 3216,4 g. No grupo A,

apos seis semanas, a média foi de 2968,4 g, e no grupo B, apdés doze semanas,

foi de 3526,5 g (Tabela 3).

Tabela 3 - Peso Final

GRUPO A Peso GRUPO B Peso
(em gramas) (em gramas)
Coelho 1 3056 Coelho5 = e
Coelho 2 3020 Coelho 6 3412
Coelho 3 2892 Coelho 7 2938
Coelho 4 2834 Coelho 8 3732
Coelho 9 3040 Coelho 10 4024
Média 2968,4 Média 3526,5
Desvio Padrao 99,20 Desvio Padrao 465,18

Na comparagao entre as médias dos pesos finais (ho momento da segunda

cirurgia) dos grupos A e B, observou-se auséncia de diferenga estatistica

representada por p=0,111.

Quando comparados os pesos inicial e final nos animais do grupo A e B

separadamente, obtiveram-se os resultados da tabela 4 e figuras 33 e 34.

Tabela 4 - Comparagao dos pesos iniciais e finais nos animais do grupo A e B

., Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valor
Variavel o *
Padrao dep
Peso inicial A 5 223440 2240,00 1800,00 2502,00 282,91
Peso final 5 2968,40 3020,00 2834,00 3056,00 99,20
Diferenca ~ peso 5 734,00 672,00 552,00 1092,00 224,66 0,043
(final - inicial)
Peso inicial B 4 1919,00 1708,00 1698,00 2562,00 428,70
Peso final 4 3526,50 3572,00 2938,00 4024,00 465,18
Diferenca ~ peso 4 1607,50 1582,00 1232,00 2034,00 343,03 0,068

(final - inicial)
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Houve diferenca estatistica significante (p=0,043) quando comparados o
peso inicial com o final nos animais do grupo A, porém esta diferenca n&o foi

observada nos animais do grupo B (p=0,068).

Figura 33 — Grafico ilustrando a comparacéo entre os pesos inicial e final entre os

grupos A e B.
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Figura 34 - Grafico comparando o ganho de peso (final - inicial) nos animais dos
grupos A e B.

PESO

Médias
3800
3600
3400
3200
3000
2800
2600
2400
2200
2000
1800
1600

Peso (9)

—o— Grupo A
--@-- Grupo B

Peso inicial Peso final




66

4.2 AVALIAGAO BACTERIOLOGICA DO ENXERTO

No estudo bacteriolégico do enxerto mantido em neomicina 10%, apds
semeadura em agar Mac Conkey e Sabouraud, foi observado o crescimento de
microrganismos de espécies diferentes, resultando coldnias vermelhas e brancas.
As provas bioquimicas realizadas para a identificagdo do género das
enterobacterias caracterizaram duas espécies de E.coli, ndo sendo possivel a
identificacdo das espécies pela ndo disponibilidade do kit préprio para este fim. O
resultado foi confirmado apds trés procedimentos!’®.

As duas espécies de E.coli foram submetidas ao antibiograma que indicou

sensibilidade a ciprofloxacina, norfloxacina e imipenem.

4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Nao houve intercorréncia no trans-operatério em nenhum caso. O método
de escolha da area de implante dos enxertos e a demarcagao dos pontos de
referéncia com fio de nylon 4.0 ndo apresentaram dificuldades.

Os enxertos foram implantados sem causar estenoses na luz intestinal,
acotovelamentos de alga ou hematomas da parede do intestino. Todos os
enxertos foram testados antes do fechamento da parede abdominal e término da
cirurgia, e ndo apresentavam extravazamento de conteudo intestinal.

O tempo operatério do procedimento variou de 70 min a 140min, com uma

média de 87,8min.

4.4 COMPLICAGOES POS-OPERATORIAS

N&o houve complicagdes no pds-operatédrio (PO) imediato, correspondente
a primeira semana, em ambos 0S grupos.
Dos dez coelhos, apenas um (coelho numero cinco), pertencente ao grupo

B, foi a 6bito antes da data prevista para a coleta do material e, portanto, foi
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excluido do estudo. O dbito ocorreu no 26° dia de PO e o animal foi submetido a
necropsia e estudo anatomo-patoldgico para identificagdo da causa.

Na necropsia, apos a abertura da cavidade abdominal, identificou-se
grande quantidade de liquido fecalbide e aderéncia de algas principalmente no
local de anastomose dos enxertos. Em um dos implantes identificou-se perfuragao
com extravazamento de conteudo intra-luminal, por provavel deiscéncia de sutura,
justificando assim, os achados de peritonite fecal. No estudo histolégico
identificou-se o local de deiscéncia pela presenca de solugdo de continuidade da
luz intestinal. Havia também, grande quantidade de infiltrado inflamatério com
reacao de corpo estranho.

Houve uma complicacdo pds-operatéria, que foi o aparecimento de um
aumento de volume abaixo da incisdo abdominal do coelho de numero 10,
pertencente ao grupo B, que apareceu no 12° dia de PO. O coelho foi submetido
a ultra-sonografia abdominal no 18° PO, realizada pela equipe da Faculdade de
Medicina Veterinaria da PUCPR, Campus S&o José dos Pinhais. O exame
demonstrou hérnia incisional com conteudo formado apenas de tecido gorduroso
(epiplon), sem algas intestinais. Pelo bom estado geral do coelho e funcionamento
do trato gastrintestinal normal, foi optado por tratamento conservador.

Todos os demais coelhos permaneceram bem e n&o apresentaram outras

intercorréncias até o dia da reabertura para coleta do material de estudo.
4.5 COLETA DO MATERIAL
O tempo operatério do segundo procedimento, para retirada do material de

estudo, variou de 15 min a 35 min, com uma média de 20,8 min. E ndo houve

intercorréncia durante este procedimento.

4.5.1 Achados Intra-Operatoérios

Houve pouca aderéncia entre as algas intestinais, porem em todos os
casos estas eram frouxas, sem acotovelamento das algas, nem comprometimento

do transito intestinal, sendo desfeitas facilmente, sem comprometer a integridade
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da alca e o local do enxerto, e nao dificultando a ressec¢ao do segmento em

estudo (Figura 35).

Figura 35 - Presenca de aderéncias entre alcas em um coelho do grupo A (35-A) e um do
grupo B (35-B).

A identificagdo do segmento de ileo e dos locais com a presenga do
enxerto ocorreu sem dificuldades, devido aos pontos de fio nylon 4.0 colocados

como referéncia.

4.6 AVALIAGAO ANATOMO-PATOLOGICA MACROSCOPICA

Os locais dos enxertos puderam ser facilmente identificados
macroscopicamente em todos os coelhos do grupo A, com menos tempo de
evolugao pos-operatoria (Figura 36-A). Em um coelho deste grupo (niumero 2) um
dos enxertos apresentou nitida reagcao de corpo estranho na face externa da alca
intestinal, com abaulamento da mesma, porém sem sinais de perfuracido ou

extravazamento de conteudo intestinal (Figura 37).
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Figura 36 - Identificagdo dos locais de implante dos enxertos com maior facilidade nos coelhos
com menos tempo de evolugdo pos-operatoria. 36-A — Coelho do grupo A; 36-B - Coelho do
grupo B - alguns implantes somente puderam ser identificados com a ajuda dos pontos de
referéncia do mesentério.

Figura 37 - Fotografias referentes ao coelho 2. 37-A e B - Presenca de aumento de volume e
reagcdo de corpo estranho com processo supurativo bloqueado na face externa de um dos
enxertos.

Nos coelhos do grupo B, com doze semanas de pdés-operatério, alguns
enxertos apenas puderam ser identificados devido a presenga do fio de nylon 4.0
no mesentério, colocado durante a primeira cirurgia como ponto de referéncia
para o implante da submucosa (Figura 36-B).

Na palpacao das algas intestinais, todos os casos (grupo A e B)
apresentaram algum grau de espessamento da parede da alga no local do

enxerto.



70

4.7 AVALIAGAO ANATOMO-PATOLOGICA MICROSCOPICA

Devido ao 6bito do coelho cinco, o material correspondente a nove coelhos
gerou 108 laminas e 216 cortes histolégicos para serem avaliados nas trés

coloracdes descritas nesse trabalho.

4.7.1 Avaliagao Qualitativa das Laminas

Na analise qualitativa das laminas, cinco cortes em quatro laminas, em
cada coloracgao utilizada, foram descartados pela impossibilidade de identificacdo
da transicao entre a porcéo controle e estudo.

Apenas na lamina referente ao enxerto 3 do coelho 2, ambos os cortes
estavam comprometidos e foram descartados. Esta |admina correspondia ao
enxerto que macroscopicamente apresentava reacdo de corpo estranho, descrito
no item anterior, confirmada pela presenga de grande quantidade de células
inflamatdrias que impossibilitaram a demarcagcdo da transigdo entre a porgao
controle e estudo, assim como a identificagdo das diferentes camadas da parede
intestinal.

Em todos os cortes selecionados, as porcoes estudo apresentaram células
pertencentes as quatro camadas da parede intestinal em diferentes niveis de
organizagéao (Figura 38 e 39).

As porgdes estudo sempre se mostraram mais espessas em comparagao
com as porgoes controle, apresentando uma area central com infiltrado
inflamatdrio e fibrose, recoberta na face interna por epitélio colunar intestinal
tipico, com presenca de vilosidades e células caliciformes em ambos os grupos.
Na face externa houve formacao de fibras musculares longitudinais e transversais
recobrindo a area ou entremeadas as células inflamatdrias e fibrose (Figura 38 e
39).

As porcbdes estudo também se apresentavam revestidas por serosa
espessada, conforme mostrado nas figuras 38 e 39.

Todas estas avaliagdes subijetivas, foram realizadas com o auxilio de um

patologista.
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Figura 38 - Fotomicrografia de lamina corada com HE, aumento de 10x, mostrando a diferenga
entre as porcdes controle (C) e enxerto (E) em uma pega do grupo A. E1 — Mucosa e
Submucosa; E2 — Muscular e Serosa.
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Figura 39 - Fotomicrografia de lamina corada com HE, aumento de 10x, mostrando a diferencga
entre as porgdes controle (C) e enxerto (E) em uma pega do grupo B. E1 — Mucosa e
Submucosa; E2 — Muscular e Serosa

4.7.2 Avaliagao Quantitativa das Laminas

Todos os dados referentes a cada uma das laminas encontram-se em
detalhes no apéndice D. Os valores aqui apresentados referem-se as médias em
relacdo a cada coelho, para os trés parametros avaliados (superficie da mucosa,
contagem de células caliciformes e espessura da camada muscular), e podem ser

visualizados na tabela 5.



Tabela 5 - Resultados da Analise Quantitativa
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Superficie da Mucosa

Contagem de céls.
Caliciformes

Espessura da Muscular

GRUPO A Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo
Coelho 1 4.285,82 4.084,85 20,63 19,25 257,56 299,47
Coelho 2 4.495,31 3.588,54 18,00 16,79 918,16 824,47
Coelho 3 4.587,65 4.878,16 15,59 14,88 168,49 215,45
Coelho 4 4.586,17 4.732,47 15,88 15,31 197,87 252,02
Coelho 9 4.497,91 4.880,85 25,72 31,38 406,22 518,54
Média 4.490,57 4.432,97 19,16 19,52 389,66 421,99
DP 123,05 575,05 4,18 6,84 309,33 253,90
GRUPO B

Coelho 6 4.824,42 4.570,76 12,25 12,83 172,38 248,40
Coelho 7 4.097,70 4.028,26 16,44 16,38 199,22 297,04
Coelho 8 4.586,78 5.012,44 16,00 18,13 169,27 264,17
Coelho10 4.886,23 5.200,42 32,59 34,84 289,86 416,25
Média 4.598,78 4.702,97 19,32 20,54 207,68 306,46
DP 358,13 521,52 9,05 9,79 56,41 75,94

4.7.2.1 Avaliagdo da Superficie Mucosa

Comparando-se as médias dos comprimentos da superficie da mucosa na

porcao controle entre os grupos A e B, e na porgao estudo entre os grupos A e B,

usando o teste de Mann-Whitney, ndo se obteve diferenga significativa, conforme

mostrado na tabela 6.

Tabela 6 - Comparagdo entre os grupos A e B nas porgdes controle e estudo em relagdo a

superficie mucosa

Variavel Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valorde
Padrao p
Controle A 5 4490,57 4497,91 4285,82 4587,65 123,05
B 4 4598,78 4705,60 4097,70 4886,23 358,13 0,413
Estudo A 5 443298 4732,47 3588,54 4880,85 575,05
B 4 4702,97 4791,60 4028,26 5200,43 521,52 0,556

A comparacgao entre as porg¢des estudo e controle dentro de cada grupo,

usando o teste estatistico de Wilcoxon, observada na tabela 7, ndo demonstrou

valor de p significativo.
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Tabela 7 - Comparagéo entre as porgdes controle e estudo nos grupos A e B em relagdo a
superficie mucosa

Grupo Variavel n Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valorde
Padrao p
A Controle 5 4490,57 449791 4285,82 4587,65 123,05
Estudo 5 443298 4732,47 3588,54 4880,85 575,05
Diferenga (E-C) 5 -57,60 146,30 -906,77 382,95 524,04 0,893
B Controle 4 4598,78 4705,60 4097,70 4886,23 358,13
Estudo 4 4702,97 4791,60 4028,26 5200,43 521,52

Diferenca (E-C) 4 104,19 122,38  -253,66 425,66 319,19 0,465

A figura 40 e 41 ilustram a semelhangca das superficies mucosas

considerando-se as comparag¢des aqui descritas.

 GRUPO A

) by . ¢ 78

Figura 40 - Fotomicrografia de laminas coradas com HE mostrando a semelhanga da superficie
epitelial comparando-se uma porgéo controle (C) e uma porgédo estudo (E) de um coelho do
grupo A <peca 4 coelho 4> e de um coelho do grupo B <pec¢a 2 coelho 6>.
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Figura 41 - Grafico comparando os valores de comprimento da superficie da
camada mucosa dos grupos A e B, nas porgdes controle e estudo

SUPERFICIE DA MUCOSA (HE)
Mediana; 25% - 75%; Min - Max

5400
«
g 5000
1S
~ [ ]
2 L4
s
§ 1900
3
S 4200
ko]
C PR R
[0]
£
& 3800
€
o
o —_

3400 m  Controle

Grupo A Grupo B ¢ Estudo

4.7.2.2 Avaliagdo da Espessura da Camada Muscular

Comparando-se as médias de espessura da camada muscular na porg¢ao
controle, entre os grupos A e B, e na porgao estudo, usando o teste de Mann-
Whitney, ndo se observou diferenca estatistica, conforme mostrado na tabela 8.

E a comparacao entre porgdes estudo e controle dentro de cada grupo (A e
B), usando o teste estatistico de Wilcoxon, também n&o demonstrou valor de p

significativo (Tabela 9).

Tabela 8 - Comparagédo entre os grupos A e B nas porgdes controle e estudo em relagdo a
espessura da camada muscular

Variavel Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valor de
Padrao p
Controle A 5 389,66 257,56 168,49 918,16 309,33

4 207,68 185,80 169,27 289,86 56,41 0,556

B
Estudo A 5 421,99 299,47 215,45 824,47 253,90
B 4 306,46 280,60 248,40 416,25 75,94 0,730
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Tabela 9 - Comparagao entre as porgdes controle e estudo nos grupos A e B em relagdo a
espessura da camada muscular

Grupo Variavel n Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valorde
Padrao p
A Controle 5 389,66 257,56 168,49 918,16 309,33
Estudo 5 421,99 299,47 215,45 824,47 253,90
Diferenga (E-C) 5 32,33 46,96 -93,69 112,31 75,93 0,345
B Controle 4 207,68 185,80 169,27 289,86 56,41
Estudo 4 306,46 280,60 248,40 416,25 75,94
Diferenga (E-C) 4 98,78 96,36 76,02 126,38 20,78 0,068

Pode-se observar na figura 42, a semelhanca das espessuras da camada
muscular. E na figura 43 a semelhanga dos valores de mediana para este

parametro de avaliagao.
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Figura 42 - Fotomicrografia de laminas coradas com Tricrdmico de Gomori mostrando a
medida da espessura da camada muscular comparando-se a porgao controle (C) e a porgéao
estudo (E) de um coelho do grupo A <pecga 3 coelho 9> e de um coelho do grupo B <pega 2
coelho 10>.
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Figura 43 - Grafico comparando os valores de espessura da camada muscular
dos grupos A e B, nas porgdes controle e estudo.
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4.7.2.3 Contagem de Células Caliciformes

Na tabela 10, encontram-se as médias do numero de células caliciformes
entre os grupos A e B, na porg¢ao controle e na porgao estudo. Os resultados do
teste estatistico indicam a nao rejeicao da hipétese nula no nivel de significancia
de 5%, utilizando-se o teste de Mann-Whitney, indicando similaridade entre os
dados.

Tabela 10 - Comparacdo entre os grupos A e B nas porcdes controle e estudo em relagéo a
contagem de células caliciformes

Variavel Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valorde
Padrao p
Controle A 5 19,16 18,00 15,59 25,72 4,18
B 4 19,32 16,22 12,52 32,59 9,05 0,905
Estudo A 5 19,52 16,79 14,88 31,38 6,84
B 4 20,54 17,25 12,83 34,84 9,79 1,000

A nao rejeicdo da hipdtese nula no nivel de significancia de 5%, também foi
observada utilizando-se o teste de Wilcoxon na avaliagdo da comparacio entre
por¢cdes estudo e controle dentro de cada grupo (A e B), confirmando a

similaridade entre os dados (Tabela 11).
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Tabela 11 - Comparagéo entre as porg¢des controle e estudo nos grupos A e B em relagéo a
contagem de células caliciformes

Grupo Variavel n Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valorde
Padrao p
A Controle 5 19,16 18,00 15,59 25,72 4,18
Estudo 5 19,52 16,79 14,88 31,38 6,84
Diferenga (E-C) 5 0,36 -0,72 -1,38 5,66 2,98 0,500
B Controle 4 19,32 16,22 12,25 32,59 9,05
Estudo 4 20,54 17,25 12,83 34,84 9,79
Diferenga (E-C) 4 1,22 1,35 -0,06 2,25 1,14 0,144

Conforme as comparag¢des acima, pode-se observar na figura 44 e 45 a
semelhanga do numero de células caliciformes nas porg¢des controle e estudo, e

em ambos 0s grupos.

Figura 44 - Fotomicrografias de laminas coradas com Alcian Blue, mostrando a
semelhanga de distribuicdo de células caliciformes na superficie da mucosa,
comparando-se porg¢ao controle (C) e por¢ao estudo (E) de um coelho do grupo A e de
um coelho do grupo B.
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5.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTAGAO

Optou-se pelo coelho como animal de experimentagdo pela sua
disponibilidade e facilidade de manipulagdo. Além disso, o coelho, embora seja
lagomorfo e tenha algumas diferencas anatébmicas em outras porgdes do trato
gastrintestinal em relacdo aos humanos, apresenta o intestino delgado com
dimensdes similares as de um recém-nascido, criando situagdo analoga aquelas
em que as cirurgias para SIC sao realizadas com maior frequéncia.

A escolha de gaiolas com fundo de metal, foi devida a uma intercorréncia
com um dos coelhos do ensaio piloto que, mantido em gaiola com fundo de
madeira coberto de cepilho, foi a 6bito no 5° dia de pds-operatdrio, devido a uma
perfuragao intestinal por corpo estranho. A perfuragéo ocorreu em regido proximal
do intestino delgado, longe do local dos enxertos e com estes integros, sem
aderéncias ou deiscéncia. O corpo estranho causador da perfuracéo foi um “bolo
de cepilho” que o coelho provavelmente ingeriu durante o periodo de jejum pds-
operatario.

A comparacgdo dos pesos na fase inicial entre os coelhos do grupo A e os
do grupo B (peso inicial A x B), assim como na fase final (peso final A x B), ndo
demonstraram diferengas significantes entre os grupos (p=0,286 e p=0,111
respectivamente), de onde pode-se dizer que se tratava de um grupo homogéneo
de animais em relagdo ao peso, tanto na fase inicial como na final (Figura 33).

Em ambos os grupos, os animais apresentaram ganho de peso faciimente
visibilizado no grafico 2 (peso final — peso inicial). Embora significativa no grupo A
(p=0,043), a diferenca entre os pesos inicial e final nos coelhos do grupo B ndo
atingiu significancia estatistica (p=0,068), mesmo apresentando média dos pesos

iniciais menor e média dos pesos finais maior do que o grupo A. Este dado pode
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ter ocorrido devido ao fato do tamanho da amostra estar reduzido no grupo B
apos a exclusdo de um animal por obito (numero 5).

Com esses resultados podemos dizer que o desenvolvimento dos coelhos
em relacdo ao peso, ndo sofreu interferéncia da presenca dos enxertos na alca
intestinal, no grupo A.

Como todos os coelhos apresentaram ganho de peso, embora nao
significativo no grupo B, pode-se afirmar que o procedimento cirurgico e a
presencga do enxerto, ndo causaram alteragdes que comprometessem o ganho de

peso em ambos 0s grupos.

5.2 PREPARO E CONSERVAGAO DO ENXERTO

A utilizagdo do papel filtro e dos pontos de nylon 4.0 como método para
estabilizacao da dupla camada de SID, foi essencial para permitir a secgao do
material e confecgdo dos enxertos na medida desejada. Sem a utilizagdo dos
mesmos um folheto de SID deslizava sobre o outro, ndo permitindo a seccao.

A utilizagdo do bisturi com duplo cabo e dupla lamina também foi
importante para facilitar o corte e uniformizar o tamanho dos enxertos. Este ou
outro modelo de confeccdo dos enxertos de SID, néo foi encontrado em outros
trabalhos publicados anteriormente.

A neomicina €& um antibiético de amplo espectro. Em geral, os
microorganismos sensiveis sao inibidos por concentragdes de 5 a 10 pg/mL ou
menos. As espécies gram-negativas sensiveis incluem a E.coli, Enterobacter
aerogenes, Klebisiella pneumoniae e Proteus vulgaris. As espécies gram-positivas
incluem Staphilococcus aureus e E. faecalis ©®.

Devido a sua localizagdo no organismo, a submucosa intestinal é
colonizada por microrganismos da familia das enterobactérias, especificamente,
as especies de Escherichia coli. Apesar da solugdo de sulfato de neomicina a
10% apresentar comprovada agao local no combate a estes microrganismos, os
resultados da analise bacteriolégica do enxerto mostraram que a agao local desse
antibiético nao foi suficiente para a efetiva esterilizagao in vitro da SID.

ApoOs esse resultado, as amostras de submucosa foram tratadas com

ciprofloxacina 5ug/mL e norfloxacina 400mg/mL por 48 horas, pela equipe que
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realizou o teste microbiolégico. Foram realizados nova cultura e antibiograma,
sendo que desta vez nao foi identificado crescimento bacteriano, entretanto, foi
observado o desenvolvimento de fungos!’®. O teste realizado com ciprofloxacina
e norfloxacina mostrou efetividade destes antibiéticos no controle bacteriano da
SID num periodo de 48 horas, entretanto, ainda sdo necessarios estudos
adicionais, inclusive em relagéo ao controle do crescimento fingico!®.

No presente estudo os testes citados acima foram realizados em paralelo
ao andamento do trabalho, portanto a manutencdo dos enxertos foi realizada
apenas com solugdo de neomicina 10%. Essa opc¢ao foi influenciada pelos

[(19:202224.82) & gSouza Filho et al'®?®)

trabalhos realizados por Greca et a , que a
utilizaram, e que nado observaram nenhum sinal de infeccdo que comprometesse
a incorporacao do enxerto ou a conducado do experimento. A neomicina também
foi o método de conservagao utilizado por Wang et al, porém estes realizavam a
esterilizagdo do enxerto com solugao de etanol 75% e lavagem com solugéo
salina para posterior armazenamento do enxerto em solugdo desse antibidtico a
4° ¢(11:30)

Um consenso em relacdo aos métodos de esterilizacdo e conservagao da
SID esta longe de ser alcangado, porém deve ser foco de atengédo na busca por
enxertos livres de microorganismos e que mantenham suas caracteristicas

bioldgicas responsaveis pela proliferacéo e diferenciacao celular.

5.3 COLETA DO MATERIAL

5.3.1 Tempo de Coleta do Material

A divisdo dos animais em grupos A e B, foi importante para a avaliagao das
alteracdes sofridas pelo enxerto em dois tempos diferentes, seis e doze semanas.
A escolha destes periodos foi baseada nos dados macro e microscépicos

(1130 Badylak et al®” e Panigotto et

fornecidos pelos trabalhos de Wang et a
al™, em relagdo ao tempo e evolugdo da incorporacéo do enxerto na parede de

orgaos no trato gastrintestinal.
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Apesar dos parametros avaliados nao terem apresentado diferencga
estatistica, as pecas referentes ao grupo B apresentavam uma maior organizagéo
do tecido neoformado. Portanto, é importante a realizagao de trabalhos com maior
estratificacdo dos tempos de avaliacdo dos enxertos, no periodo até 6 semanas, a

fim de melhor definir as etapas da incorporagao da SID.

5.3.2 Achados Intra-Operatoérios

As poucas aderéncias encontradas nos locais que continham os enxertos e
a facilidade de manuseio e liberagdo das mesmas (Figura 35), estdo em
concordancia com achados da literatura, de forma que em trabalhos publicados
anteriormente com uso de SID no trato gastrintestinal, pouca ou nenhuma
aderéncia foi encontrada‘’'3?),

Wang et al em trabalho com anastomose de enxerto tubular de SID em
alca intestinal isolada de ratos, observaram que algumas aderéncias estavam
presentes nos animais avaliados com duas semanas de implante, porém com
vinte e quatro semanas quase nao havia aderéncia’''3?,

Os mesmos autores encontraram dois casos de estenose e de peritonite
relacionada & fistula no local da anastomose®”. Parnigotto et al'®, em trabalho
semelhante, também com enxertos de parede total, ndo observaram estenose.

Badylak et al em estudo com SID em lesdes esofagicas observaram
estenose em todos os quatro casos em que foi usado enxerto tubular de SID, mas

em nenhum dos onze casos em que foi utilizado enxerto parcial®”

. Os piores
resultados das préteses de parede total se repetiram em estudo com uso de SID
em intestino delgado de caes, no qual ocorreu estenose em um caso, e
deiscéncia com o6bito nos outros trés, dos quatro casos avaliados. Os vinte e trés
caes que receberam enxertos parciais ndo apresentaram estenose®".

Em concordancia com os artigos citados acima, no presente estudo, que
utilizou enxertos parciais de SID anastomosados a al¢a, ndo houve nenhum caso
de estenose.

Como foi observado na avaliagdo microbiolégica dos enxertos, estes nao
eram estéreis. Este achado pode ter influenciado no ébito do coelho numero cinco

por deiscéncia e peritonite, e também na exclusdo do enxerto de numero 3 do
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coelho 2, que apresentou aumento de volume com reagao de corpo estranho e
abscesso localizado na parede da alga.

Com excecdo desses dois casos, os demais animais n&o apresentam
infeccdo. A nao ocorréncia de infeccédo na grande maioria dos casos pode estar
relacionada a uma possivel atividade bactericida da SID citada por Holtom et al,
porém nao confirmada por esses autores®®.

A idéia inicial desse estudo incluia a medida do comprimento da alga antes
e apo6s o implante dos enxertos, assim como, na reabertura apds periodo de seis
e doze semanas. Entretanto, nas primeiras tentativas de afericdo do comprimento
do segmento em estudo apdés os implantes de SID, obtiveram-se diferentes
valores para medidas consecutivas do mesmo segmento, devido a peristalse das
alcas intestinais. Essa mesma dificuldade em quantificar o ganho em centimetros
apos procedimento de alongamento intestinal, foi relatada por Kim et al em seus

artigos sobre a técnica STEP®49),

5.4 AVALIAGAO ANATOMO-PATOLOGICA MACROSCOPICA

A identificagcdo do enxerto e a visibilizagdo da linha de sutura com a alca
intestinal foi dificil pelos autores na maioria dos artigos avaliados, principalmente
nos animais com mais tempo de pds-operatorio. Esta afirmacdo também foi
verdadeira nesse experimento, conforme pode ser visibilizado na figura 36, e de
onde podemos concluir que os pontos de nylon 4.0 colocados no mesentério,
como referéncia, foram essenciais para a localizagao dos enxertos. O uso desses
pontos foi de grande valor, devendo sempre serem utilizados para a avaliagado
microscopica do local exato do implante da SID.

Parnigotto et af"® conseguiram identificar a sutura da submucosa com o
ileo apenas nos animais avaliados com uma semana, sendo que nos demais, com
trés e seis semanas, foi possivel identificar apenas uma pequena diferenga
macroscopica entre o ileo e a protese!’™. Em trabalho de Badylak et al, foi
possivel identificar visualmente os enxertos apenas até o 50° dia, apos esse
periodo o local de implante da submucosa era identificado somente com a

palpagao da parede do 6rgéo, que estava espessada®”.
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A retragao do enxerto, apesar de nao ter sido avaliada no presente estudo,
deve ser considerada em estudos futuros, ja que foi observada em algum grau
tanto nos trabalhos que utilizaram enxertos tubulares"'**% como nos que
utilizaram retalhos planos'®.

A idéia inicial era, antes e apds o término do implante dos enxertos de
submucosa, medir o segmento intestinal em estudo para registro do alongamento
ganho com a presenga dos enxertos. Porém, devido a presenga da peristalse
intestinal, houve grande dificuldade de afericdo, com valores diferentes mesmo
apoés medidas consecutivas. Por este motivo, optou-se por abandonar esse

critério de avaliagao.

5.5 AVALIACAO ANATOMO-PATOLOGICA MICROSCOPICA

5.5.1 Avaliagao Qualitativa das Laminas

Todos os cortes avaliados continham células das quatro camadas da
parede intestinal, confirmando as propriedades histologicas da SID em estimular a
proliferacéo celular e a formacao de tecido semelhante ao tecido no qual o enxerto
foi implantado. Diversos outros autores que utilizaram a SID em seus
experimentos, ja haviam obtido este resultado quando os enxertos foram

avaliados em tempos semelhantes ao utilizado neste estudo‘?).

5.5.2 Avaliagao Quantitativa

A auséncia de diferenca estatistica significativa entre os parametros
avaliados do grupo A em relagdo ao grupo avaliado com doze semanas (grupo B)
pode ter sofrido influéncia importante do tamanho da amostra.

As figuras 41, 43 e 45 ilustram a semelhanga entre os valores dos
parametros objetivos comparando-se a porgao controle e a porgdo estudo, e o

grupo A e o grupo B, com valores de mediana, valor minimo e valor maximo.
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Em relacéo a superficie da mucosa, pode-se dizer que houve formagao de
células epiteliais, vilosidades e criptas na porgdo que continha o enxerto, ja que
nao houve diferenga entre os comprimentos da superficie em relagdo ao grupo
controle. O epitélio neoformado pode ser considerado morfologicamente
semelhante ao epitélio intestinal normal mesmo no grupo A (Figura 40).

Wang et al®®, observaram neomucosa com aspecto tipico do intestino
delgado, com vilosidades e criptas bem desenvolvidas apds doze semanas da
anastomose de enxerto tubular em ileo de ratos Sprague Dawley. Este aspecto foi
ainda mais semelhante ao intestino normal apés vinte e quatro semanas de
avaliacado, entretanto esta diferenga n&o apresentou significancia estatistica.
Estes autores também avaliaram morfologicamente a neomucosa utilizando
parametros objetivos como: enterécitos absortivos pela atividade da fosfatase
alcalina, células caliciformes com a coloragdao de Alcian Blue, e células de
Panneth e enteroenddcrinas com imunohistoquimica. Na avaliagao
imunohistoquimica da camada muscular, os autores observaram células
musculares bem diferenciadas, porém apenas uma camada de células
musculares foi identificada®?.

No presente estudo, pudemos identificar duas camadas de células
musculares em diferentes estagios de organizagéo, tanto no grupo avaliado com
seis como com doze semanas, conforme foi ilustrado na figura 42.

Na avaliacdo da espessura da camada muscular houve uma maior
variacao entre os valores maximos € minimos, e desvio padrao, referentes aos
coelhos do grupo A, com menos tempo de pds-operatério. Este dado poderia
sugerir uma maior desorganizagdo das fibras musculares pelo infiltrado
inflamatdrio na fase inicial, entretanto, ndo apresentou significancia estatistica,
mostrando serem necessarios estudos com amostras maiores para confirmar ou
nao esta tendéncia.

A presenga de células caliciformes na camada mucosa da porgao estudo,
em ambos os grupos, oferece um parametro a mais em relagdo a semelhanca
entre o epitélio neoformado e o epitélio normal. A visualizagcdo de producao de
muco por estas células, pela coloragdo de Alcian Blue, sugere funcionalidade

deste novo epitélio ja presente apds seis semanas de implante da SID.
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5.6 INCORPORAGCAO DO ENXERTO

Baseando-se nos diferentes resultados apresentados na literatura em
relagdo ao tempo de incorporagdo do enxerto de submucosall’32957)
apresentados anteriormente, estudos adicionais fazem-se necessarios para definir
exatamente os tempos de cada etapa de formacido de epitélio de revestimento,
fibras musculares e organizagao do tecido neoformado sobre a SID.

Grupos maiores de animais e avaliagdes em diversos periodos de tempo,
devem ser realizados, permitindo o mapeamento da incorporagdo da SID na

parede intestinal ou em outros sitios de implante.

5.7 RESULTADOS TARDIOS

Apesar de ja utilizada em humanos em algumas areas, muitas duvidas
ainda restam em relagdo aos resultados a longo prazo, da utilizacdo da
submucosa intestinal porcina como bioenxerto.

Zheng et al, apos terem observado a formag¢ao de edema néo-infeccioso e
dor em pacientes submetidos ao reparo de tenddo com uso de SID porcino
comercializado, realizaram avaliagéo da SID (Restore SIS) com técnicas de PCR
para identificar presenca de células e/ou DNA porcino. Estes autores chamaram a
atencdo para o fato da submucosa intestinal do porco ndo ser uma matriz
totalmente acelular e conter DNA porcino com possiveis implicacbes na sua
utilizacdo em seres humanos®”). Estes dados ndo foram confirmados por outros
estudos e necessitam de maiores investigacoes.

Apesar de nao ter sido foco desse estudo, a celularidade e a presenca de
DNA porcino devem ser avaliadas neste material, j& que pode ter repercussdes

ainda nao estudadas, com comprometimento dos resultados a longo prazo.

5.8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Baseando-se no achados deste estudo, alguns questionamentos

importantes devem ser considerados para investigag¢des futuras.
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Nao ha consenso em relagdo as técnicas de esterilizagdo e conservagao
da SID nos diversos trabalhos publicados na literatura. Portanto, primeiramente,
faz-se necessario encontrar um enxerto de SID estéril, aperfeicoando-se as
técnicas em estudo atualmente e certificando-se de que estas nao interfiram nas
propriedades histolégicas da submucosa, que garantem a adeséao e proliferagao
celular para a formagao de neotecido. Deve-se confirmar ainda, a acelularidade
desse enxerto e a necessidade ou n&o de se utilizar enxertos homaologos.

Uma opgao seria realizar estudos experimentais utilizando segmentos de
SID comercializada (Sugisis®), que ja possui métodos de esterilizacdo e
conservacgao definidos, porém nao divulgados para reproducédo. A desvantagem
dessa opgao seria o custo elevado do material para ser empregado em estudos
experimentais.

O implante de enxertos parciais em relacdo a circunferéncia da alca,
parece ser preferivel em relacdo aos enxertos de parede total tubulizados, devido

aos resultados ja apresentados em alguns trabalhos!!"3%")

. Como o ganho de
superficie absortiva deve ser proporcional ao tamanho e quantidade de enxertos
implantados, deve-se tentar implantar enxertos maiores e em maior quantidade, e
definir o niumero e a distancia minima e maxima entre os enxertos.

Valores precisos do tempo de incorporacdo dos enxertos ainda nao foram
definidos. Para isso, sdo necessarios estudos com amostras maiores e maior
fragmentacao dos tempos de reabertura no periodo até 6 semanas do implante da
SID, que é o periodo no qual se observa a maior diferenca de resultados em
relacdo a formacao das diferentes camadas da parede do érgéo.

O implante de enxertos alternados, conforme realizado no experimento e
baseando-se nas incisdes realizadas na técnica STEP, teoricamente gera um
alongamento da alga intestinal. Avaliar o ganho de comprimento da algca com o
implante dos enxertos deve ser foco de investigagdes futuras.

A presenga de células caliciformes produtoras de muco no epitélio
neoformado foi considerada um fator indicativo de funcionalidade, entretanto, sao
necessarios estudos adicionais em relagao aos aspectos funcionais, assim como
em relagdo aos aspectos de retracdo do enxerto.

Como o procedimento visa o aumento da superficie absortiva em pacientes
com Sindrome do Intestino Curto, ha necessidade de se testar a técnica de

implantes de SID em um modelo animal de SIC. Isso permitiria a avaliacdo da
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melhora dos padrdes funcionais e absortivos intestinais, assim como do ganho de
peso e aceitacdo de dieta enteral, em animais que ja possuam alteragbes
anatdmicas e funcionais inerentes a sindrome e aos mecanismos de adaptacao

intestinal associados a ela.
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Os enxertos foram incorporados a parede intestinal nos periodos de 6 e 12
semanas e houve formacido de células representativas das quatro camadas da
parede do 6rgao em graus variados de organizagao.

Como nado houve diferengca significativa dos parametros quantitativos
avaliados, nas comparacdes entre as porgcdes controle e estudo, esta pode ser
considerada uma por¢ao nova de tecido com presenca de camadas muscular e
mucosa semelhantes ao intestino normal.

A anastomose seriada de enxertos de SID no ileo terminal de coelhos
relacionou-se a formagédo de um novo tecido intestinal e mostrou-se uma técnica

viavel e com poucas complicagdes.
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Anexo A — Aprovagao do Projeto pelo Comité de Etica

Aprovacao do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais da PUCPR, em 14 de agosto de 2006.
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Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Pro-Reitoria Académica e de Pesquisa
Nucleo de Bioética

Curitiba, 29 de agosto de 2006.
PARECER N. 34.06/CEUA-PUCPR

Prezado (a) Pesquisador (a),

Informo a Vossa Senhoria que o Comité de Etica em Pesquisa com Animais da PUCPR, em
reunido realizada no dia 14 de agosto do comrente ano avaliou o Projeto Intitulado “A
Avaliagdo da Enteroanastomose Seriada de Enxertos Homdlogos de Submucosa Intestinal
como Técnica de Alongamento Intestinal- Experimental em Coelhos”, sob o registro no
CEUA /PUCPR n° 153.

O experimento classificado como de categoria A sera realizado com o niamero de 10
Coelhos New Zealand, os quais apds o experimento serdo Barbiturico Benzodiazepinico,
EV, dose letal.

O colegiado do CEPA entendeu que o projeto avaliado esta de acordo com as normas éticas

vigentes no pais e por isso emite o seguinte parecer:
APROVADQO COM RECOMENDAGOES
- Nao ha assinatura do Decano do CCSC na folha de rosto

- o
- Decrever a consentracdo de dose letal

- Corrigir o cronograma

Lembramos o senhor (a) pesquisador (a) que € obrigatério encaminhar relatério anual

parcial e relatorio final da pgsqluisa a este CEPA.

Atenmosamente

Prof®. D orddjr Binder Prado

PreSIdente do Comité de Etica em Pesquisa com Animais da PUCPR

lima Sra

Josue Bruginski de Paula
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Apéndice A - Ficha de Acompanhamento Pré e P6s-Operatério



FICHA DO COELHO N°

Data da aquisicéo: /[

PESO:
Peso Pré-Operatorio (12 cirurgia): g
Peso na 2 cirurgia: g

PREPARO PRE- OPERATORIO:
Jejum:
De solidos - 48h antes da cirurgia

Inicio dia: [ Hora:_ : h

De liquidos — 6hs antes da cirurgia

Inicio dia: [ (dia da cirurgia) Hora:_ :

Anti-Vermes:
Ivermectin: ml
Dia:__ / [/

INTRA-OPERATORIO:
Data da 12 Cirurgia:___ / __/

Hora de inicio:___ :  h.

Reidratacao:

( )SG 5% mi

( ) SF0,9% mi
Anestésicos:
Ketamina: mi
Xilasina: mi
Necessario doses adicionais: ( ) Sim ( ) Nao
Ketamina:
1. ml 3. mil 5. ml
2. ml 4. ml 6. ml
Hora de término da cirurgia:__: h.
ATB (Trans-operatorio):
Gentocin: mi
Tribrissen: mi
Analgésico:

Banamine: ml

h
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POS- OPERATORIO:

Jejum absoluto — 36h

Apenas agua com glicose — nas proximas 48h

Inicio dia: [ Hora:_: h

4° dia — ragdo umedecida controlada:
- 1/4 por 2 dias

Inicio dia: /]

- 1/3 por mais 2 dias

Inicio dia: Il

- 1/2 por mais 1 dia
Inicio dia: 1

- Quantidade normal

Iniciodia: /[
ATB (Por mais dois dias)
Gentocin: mli
Tribissen: mi

Analgésico (Por mais dois dias)

Banamine: ml

REABERTURA:

Data da 2° Cirurgia:___ /|

Hora de inicio:____:  h.

Reidratacao: ( )SG 5% mi
( ) SF0,9% mi

Anestésicos:

Ketamina: mi

Xilasina: mi

EUTANASIA:

Com Tiopental EV até PCR

Hora do término: :
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Apéndice B — Prontuario dos Coelhos

Exemplo de prontuario do coelho namero 1, utilizado como forma de
orientagao dos procedimentos de cuidados e medicagdes, desde o inicio do jejum
pré-operatorio até a liberacdo de ragao seca ad libitum no pds-operatorio, aos

funcionarios do biotério.



PRONTUARIO DO COELHO N° 1

Dia 30/01
Jejum de sélidos apds 12h.
Apenas agua com glicose.
Dia 31/01
Jejum de sélidos.
Apenas agua com glicose.

Dia 01/02
Jejum total apds 8h.

Cirurgia A tarde — fazer antibiético.
Dia 02/02
Manter jejum absoluto.
Antibiético + Analgésico
Dia 03/02
Apenas agua com glicose - comegar pela manha.
Antibiético + Analgésico
Dia 04/02
Apenas agua com glicose.
Dia 05/02

Manter agua com glicose

Comecar com ragao pela manha — 1 copinho de café (UMEDECIDA)

Dia 06/02

Manter agua com glicose

Racgao — 2 copinhos de café (UMEDECIDA)
Dia 07/02

Manter agua com glicose

Racao — 2 copinhos de café (UMEDECIDA)

Dia 08/02
Agua NORMAL

Racgao — 3 copinhos de café (UMEDECIDA)
Dia 09/02

Agua NORMAL

Racao — 4 copinhos de café (SECA)
Dia 10/02

Agua NORMAL

Ragao NORMAL
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Apéndice C — Protocolos de Avaliagao Anatomo-Patologica
Protocolos de Avaliagdo Anatomo-Patoldgica das trés coloragdes realizadas:
Hematoxilina-Eosina

Tricrémicro de Gomori

Alcian Blue



Hematoxilina-Eosina

Lamina n° (identificagao para a esquerda)

Segmento Coelho

Corte 1(superior)

PARAMETROS

SEGM CONTROLE

SEGM ESTUDO

Campo 1 Campo 2

Campo 1

Campo 2

Fibroblastos jovens

Reacdo granulomatosa (corpo
estranho no fio)

Identificacdo das camadas

Mucosa

Submucosa

Muscular

Serosa

COMPRIMENTO DA
SUPERFICIE MUCOSA
(micras)

Corte 2 (inferior)

PARAMETROS

SEGM CONTROLE

SEGM ESTUDO

Campo 3 Campo 4

Campo 3

Campo 4

Fibroblastos jovens

Reacdo granulomatosa (corpo
estranho no fio)

Identificagdo das camadas

Mucosa

Submucosa

Muscular

Serosa

COMPRIMENTO DA
SUPERFICIE MUCOSA
(micras)




Tricromico de Gomori

Lamina n°

Segmento Coelho

Corte 1(superior)

(identificagao para a esquerda)

PARAMETROS SEGM CONTROLE SEGM ESTUDO
Identificagcao de Cam. Musc. |Campo 1 Campo 2 |[Campo 1 |Campo 2
Longitudinal

Transversal

PARAMETROS SEGM CONTROLE SEGM ESTUDO
Espessura das Cam Musc. Campo 1 Campo 2 |[Campo 1 |Campo 2

Medida 1

Medida 2

Medida 3

Medida 4

Medida 5

Corte 2 (inferior)

PARAMETROS SEGM CONTROLE SEGM ESTUDO
Identificagcao de Cam. Musc. |Campo 3 Campo 4 |[Campo 3 |Campo 4
Longitudinal

Transversal

PARAMETROS SEGM CONTROLE SEGM ESTUDO
Espessura das Cam Musc. Campo 3 Campo 4 |[Campo 3 |Campo 4

Medida 1

Medida 2

Medida 3

Medida 4

Medida 5




Alcian Blue

Lamina n° (identificagao para a esquerda)

Segmento Coel

Corte 1(superior)

ho
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PARAMETROS

SEGM CONTROLE

SEGM ESTUDO

Campo 1

Campo 2

Campo 1

Campo 2

Presenca de

Caliciformes

células

CONTAGEM DE CELS

Corte 2 (inferior)

PARAMETROS

SEGM CONTROLE

SEGM ESTUDO

Campo 3

Campo 4

Campo 3

Campo 4

Presenca de

Caliciformes

células

CONTAGEM DE CELS
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Apéndice D — Resultados da Avaliagao Anatomo-Patolégica

Resultados da analise quantitativa da avaliagao anatomo-patoldgica.

Superficie da Mucosa
Espessura da Camada Muscular

Contagem de Células Caliciformes



Superficie da Mucosa
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