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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito da oxigenoterapia hiperbarica na cicatrizacdo da
anastomose eso6fagojejunal em ratos gastrectomizados.

Material e Métodos: Foram operados 40 ratos Wistar, adultos machos, com peso
entre 322g e 506g. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos. No
grupo A (controle), 20 ratos foram submetidos a gastrectomia total. No grupo B,
20 ratos foram igualmente gastrectomizados e receberam tratamento pos-
operatorio com oxigenoterapia hiperbarica por 90 minutos/dia durante sete dias.
Todos os ratos foram sacrificados no oitavo dia de pos-operatorio e avaliados de
acordo com as seguintes variaveis em estudo:a) presenca ou ndo de fistula
anastomotica; b) avaliacdo da cicatrizagdo da anastomose eso6fagojejunal atravées
da medida da forca de ruptura a tracdo na linha da sutura segundo Hendriks &
Mastboom; c¢) determinacdo da concentracdo de coladgeno na anastomose, pelos
critérios de Kovacs. Para analise estatistica comparativa entre os grupos foi
utilizado o teste t de Student, considerando-se como significativo p <0,05.
Resultados: Houve 20% de Obitos na amostra, sendo cerca de 60% no grupo A e
0s 40% restantes no grupo B (p=N.S.) . Ocorreu apenas uma fistula anastomética
em cada grupo, sendo que em ambos nao houve morbidade relacionada ou 6bito.
As medidas de forca de ruptura a tracdo na linha da sutura entre 0s grupos
(p=0,528) e a determinacdo da concentracdo de colageno na anastomose
esbfagojejunal (p=0,89) ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa
nos dois grupos.

Conclusdes: Utilizando parametros clinicos, mecéanicos e bioquimicos para
avaliar a anastomose esofagojejunal, concluimos que no presente estudo a
oxigenoterapia hiperbarica néo interferiu no processo de cicatrizacdo desta
anastomose.

Palavras-chave: Anastomose esofagica, Colageno, Forca de ruptura a tracao,
Oxigenoterapia hiperbarica



ABSTRACT

Purpose: To evaluate the effect of the hyperbaric oxygen therapy on the healing
of the esophagojejunal anastomosis in gastrectomized rats.

Material and Methods: 40 Wistar rats male adults with weighing between 322g
to 506g were operated. The animals were divided in two ramdom groups.20 rats
from group A (control group), were submitted to total gastrectomy. In group B, 20
rats were equally gastrectomized and received postoperative treatment with
hyperbaric oxygen for 90 minutes/day during seven days. All rats were sacrificed
on the eighth postoperative day and evaluated according to the following study
variables :a) whether there were any anastomotic fistula or not; b) evaluating
esophagojejunal anastomosis healing by measuring breaking strength at the
suture line as per Hendriks & Mastboom; c) determining of the collagen
concentration on the anastomosis, as per Kovacs criteria. For the comparative
statistical analyses between the groups, Student’'s “t” test was used, whereas
p<0,05 was significant.

Results: There was a 20% rate of deceasing in the sample, whereas 60%
occurred in group A and 40% in group B (p=N.S.). There was only one
anastomotic fistula in each group, and in neither one occurred any morbidity or
deaths related. Breaking strength measured at the suture line (p=0,528) and
collagen concentration determined at the esophagojejunal anastomosis (p=0,89)
did not present any significant statistical difference in either group.

Conclusions: By using clinical, mechanical and biochemical parameters to
evaluate the esophagojejunal anastomosis, it was possible to conclude that, in
this study, hyperbaric oxygen therapy did not interfere with the healing process of
the anastomosis.

Key words: Esophageal anastomosis, Collagen, Breaking strength, Hyperbaric
oxigen therapy



1. Introducéo

As operacOes de restabelecimento do transito digestivo, principalmente
aguelas que envolvem anastomoses esofagicas, continuam a representar um
grande desafio para o cirurgido devido ao elevado risco de complicacbes que
esse tipo de anastomose pode acarretar (1,2).

Dentre as anastomoses esofagicas, a anastomose eso6fagojejunal €
particularmente relevante, uma vez que é realizada ap0s a gastrectomia total,
predominantemente em pacientes com cancer de estbmago. Embora a incidéncia
geral do cancer do estbmago esteja em declinio, ha definido aumento do cancer
do fundo géstrico e da céardia. Nos Estados Unidos da América 27% a 44% dos
casos de cancer gastrico localizam-se no terco proximal do estdbmago (3).

O céncer da céardia, de comportamento distinto, também alterou sua
frequéncia. Em paises industrializados, seus indices variaram de 29,1% a 52,2%
entre os anos de 1984 a 1993 (4). Enquanto o tumor epiderméide tem incidéncia
estavel nos EUA hé& véarios anos, o adenocarcinoma do esbfago distal, que tem
como precursor o es6fago de Barrett, corresponde a aproximadamente 50% dos
casos (5).

O esbfago, devido as suas peculiaridades anatdomicas e fisioldgicas, € um
orgdo de dificil cicatrizacdo. Possui circulacdo sanguinea precaria, disposicdo
longitudinal de fibras musculares, parede delgada e auséncia de serosa. Este
fato, confere a cirurgia esoféagica altos indices de fistula anastomoética, em média
20%, constituindo-se na causa mais importante de complicacdes pos-operatorias

tanto em relacdo a morbidade quanto a mortalidade (6).



Fatores locais como técnica cirargica, fluxo sanguineo, tensdo na linha da
sutura, contaminacdo bacteriana e fatores sistémicos representados por co-
morbidades, desnutricdo, metabolismo do colageno e infeccdo colaboram para o
retardo ou insucesso da cicatrizacao neste tipo de procedimento (7,8,9).

Apesar de uma maior compreensao dos fendmenos clinicos, metabdlicos,
nutricionais e infecciosos, as deiscéncias nas anastomoses esofagicas continuam
a acontecer em numeros consideraveis. Varios estudos foram realizados
avaliando resultados de diferentes suturas esofagicas. Técnicas manuais
alternativas, suturas mecanicas, uso de anéis biodegradaveis e reforcos
anastomoticos com colageno, foram utilizados em experimentacdo animal, sem
no entanto diminuir a freqiéncia de insucessos sobre as anastomoses, 0 que
denota que o problema esta distante de ser solucionado (6,8,9,10).

A isquemia tecidual € um dos fatores mais importantes relacionados ao
baixo grau de cicatrizagdo, propiciando em consequéncia, 0 aparecimento de
fistulas da anastomose. Uma oferta aumentada de oxigénio nessas condi¢ces
pode reverter a hipOxia, prevenir os efeitos adversos da isquemia e acelerar o
processo de cicatrizacdo. Uma das formas mais utilizadas até hoje em vérias
situacdes clinicas de se obter hiperdxia tecidual é através da administracdo de
oxigénio hiperbéarico, porém até o momento ndo existem relatos de utilizacéo

deste método para melhora da isquemia de anastomoses digestivas (11).



2. Revisao da Literatura

2.1. Cicatrizacao das Feridas

A cicatrizacdo é um fenbmeno complexo, que tem como obijetivo,
estabelecida a ferida, lesdo ou trauma, limitar seu dano e promover a
recuperacdo funcional dos tecidos. A cicatrizacdo das anastomoses do trato
gastrointestinal processa-se em trés fases.

Fase 1, fase inflamatoria, ocorre do primeiro ao quarto dia e se caracteriza
por edema e inflamacéo, atividade de neutrofilos e macréfagos e ativacdo dos
mecanismos de coagulacdo. A regeneracao epitelial ndo é suficiente para
fortalecer a cicatrizacdo e, nesse periodo, ha lise importante do colageno o que
caracteriza momento critico da cicatrizacdo (12). A esse tempo, em anastomoses
sobre o es6fago, hd uma diminuicdo de cerca de 37% na for¢a necessaria para
promover a ruptura da anastomose (7).

Fase 2, fase proliferativa, se estende do quarto ao décimo quarto dia, é
quando acontece a producdo e proliferacdo dos fibroblastos e a sintese do
colageno (fibroplasia). Nesse periodo ha um equilibrio entre a lise e a sintese do
coldgeno e um aumento da forca necessaria para a ruptura da anastomose.

Fase 3, fase de maturacao, se prolonga do décimo quarto dia até 180 dias.

Nesse tempo h& a reorganizacéo e recuperacao completa da cicatriz (12).

2.2. Colageno



O colageno é uma proteina fibrosa, rica em aminoacidos do tipo glicina e
prolina, formada por trés cadeias alfa polipeptidicas em tripla hélice. A prolina
proporciona estabilidade a conformacéao helicoidal de cada cadeia alfa enquanto a
glicina permite a justaposicdo das trés cadeias para formar a super-hélice (figura
1). Existem pelo menos 20 tipos de colagenos os quais constituem 25% da massa
protéica dos mamiferos (13). No aparelho digestivo, esta largamente distribuido
na submucosa sendo encontrados os tipos | (68%), tipo Il (20%) e tipo V (12%).
O tipo | € a fibra grossa, o tipo Il é o colageno fibrilar rico em hidroxiprolina e o
tipo V é encontrado na membrana basal (7,9). Para a sintese do colageno junto
aos ribossomos do reticulo endoplasmatico h4 a necessidade da presenca do
oxigénio (figura 2). A producgéo do colageno nédo sé esta relacionada a tenséo de
oxigénio nos tecidos bem como é fundamental para o processo da cicatrizacao e

€ 0 maior responsavel pela forca ténsil na linha da sutura (14).

Figura 1. Fibra colagena. (Fonte: www.konsta.net/chemwalls.php)
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Figura 2. Sintese do colageno. (Sabiston, Tratado de cirurgia,2004)

2.3 Oxigenoterapia Hiperbarica

2.3.1. Mecanismo de Acao

A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) é uma modalidade terapéutica que
consiste na oferta de oxigénio puro em ambiente pressurizado 2 a 3 vezes a
pressdo atmosférica no nivel do mar (1 ATA). A OHB pode resultar em uma
tensdo arterial de O2 em excesso de 2000 mmHg e uma pressao de O2 nos
tecidos ao redor de 400mmHg. A pressao na OHB é expressa em multiplos da
pressdo atmosférica no nivel do mar que € 1 ATA (1 ATA = 14,7 psi, 101,3 kPa,

760mmHg) (15,16).



A OHB oferece a célula em sofrimento aquilo que ela mais necessita, 0
oxigénio. Isto € possivel porque a respiracdo de O2 em ambiente com pressao
atmosférica acima de 1 ATA promove a diluicdo desse gas no plasma. Quanto
maior a pressdo do ambiente onde o individuo se encontra respirando O2 a
100%, maior a concentracdo de O2 diluido no plasma, tanto € que sob pressao de
3 ATA é possivel manter um paciente vivo sé com o teor de oxigénio diluido no

plasma, porque atinge valores de até 6,8 vol% (17).

2.3.2. Efeitos da Hiperdxia no Homem

O ambiente hiperbéarico, ao propiciar um grande aumento na oferta de
oxigénio aos tecidos, reduz a hipdxia, diminui o edema celular por acéo
vasoconstritora ndo hipdxica, minimiza a aderéncia dos leucécitos no endotélio
vascular melhorando a microcirculagdo e potencializa a acdo de varios
medicamentos, entre 0s quais 0s antibibticos.

Em relacdo a cicatrizacao, a OHB favorece a angiogénese por aumentar a
producdo do fator de crescimento endotelial pelos macrofagos. Além disso,
promove aumento na proliferagdo de fibroblastos e conseqlientemente o
implemento do coldgeno nos tecidos melhorando a sua estabilidade e melhora a
capacidade bactericida dos leucdcitos através do aumento da fagocitose sobre as
bactérias (18).

Nas doencas infecciosas e trauméaticas agudas, utilizada como adjuvante
do tratamento, a OHB permitiu ao cirurgido ser mais conservador no
debridamento das lesdes, diminuindo a mortalidade quando comparada ao grupo

controle. Em lesdes tissulares crbonicas, diabéticas ou ndo, o uso da OHB mostrou



beneficios como a diminuicdo significativa das lesbes e menor namero de
amputacdes. Quanto ao uso da OHB, em lesdo provocada por isquemia-
reperfusdo, vem sendo empregada devido a reducédo da area de inflamacéo da
isquemia, principalmente em musculatura esquelética, por conta da diminuicéo da
adesao dos polimorfonucleares ao endotélio e reducédo na formacao de radicais
livres (15).

Para ser eficaz, a oxigenoterapia hiperbéarica deve ter um nimero minimo
de sessobes, volume ideal de atmosferas e tempo adequado de aplicacdo. Embora
esses parametros possam variar de acordo com a patologia a ser tratada, os
protocolos de estudo, de maneira abrangente, afirmam que sessfes de até 120
minutos e que ndo excedam a 3 ATA sao seguras (15,16).

As principais indicacdes para o uso da oxigenoterapia hiperbéarica sao:
embolia gasosa, doenca descompressiva, envenenamento por monéxido de
carbono, lesdes por esmagamento e isquemias traumaticas agudas, osteomielite,
osteorradionecrose, retalhos e enxertos comprometidos, infecgdes necrotizantes
de partes moles, anemia severa, e lesdes refratarias a cicatrizacdo associadas a

insuficiéncia vascular diabética ou nao (18).

2.3.3. Oxigenoterapia Hiperbarica e Modelos Experimentais

Diversos autores realizaram experimentos em ratos no que se refere a
cicatrizacdo e isquemia tecidual. Gursu et al provocaram lesdo caustica em
es6fago de ratos. Quando comparados ao grupo controle, os ratos submetidos a
acdo da OHB apresentaram beneficios a curto e longo prazo em relacdo a

cicatrizagéo das lesbes, grau de estenose e mortalidade (19).
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Niinikoski realizou ferimentos em ratos e posteriormente submetendo-os a
hiperoxia, mostrou haver acumulo de colageno na lesao tecidual provocada (20).
Rocha et al analisaram o efeito da aplicacdo de oxigenoterapia hiperbarica em
alcas colicas, sem anastomose e em trés diferentes graus de isquemia, e
verificaram ndo haver melhora com administracdo da OHB (21). Hamzaoglu et al
estudaram anastomoses de intestino grosso normal e isquémico induzido em
ratos, e verificaram que na fase inicial da cicatrizacdo, a oxigenoterapia
hiperbarica melhorou o processo de regeneracdo tecidual, aumentando a
densidade de hidroxiprolina na linha de sutura bem como elevou a resisténcia da
anastomose quando submetida & presséo de ruptura a distensao por liquido (11).

Wu aplicou hiperoxia hiperbarica em anastomoses de cdélons de ratos
comprometidos ou ndo pela isquemia, e verificou haver elevacdo da forca de
resisténcia da anastomose a ruptura na fase inicial da cicatrizacdo (22). Yagci et
al administraram oxigénio hiperbarico no pré e pés-operatorio de anastomoses
sobre o colon normal e isquémico e observaram melhora nos parametros
mecanico e bioquimico da cicatrizacéo (23).

A auséncia na literatura pesquisada e a importancia do tema proposto

motivaram o presente estudo.
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3. Justificativa

A isquemia tecidual € um dos fatores que mais contribui para as fistulas
das anastomoses do tubo digestivo. O esb6fago € uma viscera com pobre
vascularizacdo, o que é um dos fatores que comprometem a cicatrizacdo. A
hiperoxia, ao reduzir o dano causado pela isquemia, fortalece a reparacéo
tecidual. E possivel que a isquemia resultante na anastomose eséfagojejunal
possa ser minimizada pela maior oferta de oxigénio através da oxigenioterapia
hiperbarica. Em face destes conceitos resolvemos testar esta hipétese utilizando

um modelo experimental animal em ratos.
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4. Objetivo

Avaliar o efeito da oxigenoterapia hiperbarica sobre a anastomose
esofagojejunal, realizada em ratos pos-gastrectomia total, mensurado pelo indice
de fistulas anastomoticas, pela medida da forca de ruptura a tracdo na linha da

sutura e pela concentracédo do colageno na anastomose.
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5. Material e Métodos

5.1. Animais de experimentagao e procedimentos

5.1.1 Aprovacéo do Conselho de Etica

Este trabalho foi submetido & apreciacédo e aprovado pelo Comité de Etica

em Pesquisa da Universidade de Caxias do Sul.

5.1.2. Animais de Experimentacao

Foram utilizados 40 ratos Wistar adultos machos, com 120 dias de vida,
pesando entre 322 e 506 gramas, média de 428g, provenientes do biotério do
Campus Universitario da Universidade Federal de Pelotas. Os animais foram
mantidos no Laboratério de Fisiologia da Universidade de Caxias do Sul, em
ambiente limpo, silencioso, condi¢cdes normais de umidade e temperatura entre
20° e 24° C. O ciclo claro e escuro de luz artificial obedeceu periodo de 12 horas
(claro das 18h as 6h e escuro das 6h as 18h).

Foram alojados em armarios apropriados e albergados em caixas plasticas,
contendo 4 ratos por caixa, com tampas de arame e com fundo coberto por
maravalha de pinus. As caixas mediam 16,5 cm de altura, 40 cm de comprimento
e 33 cm de largura. Recebiam a vontade, agua e racdo (NUVILAB CR1 -
NUVITAL NUTRIENTES), e foram higienizadas em dias alternados. Essas

especificacdes técnicas de cuidados com os animais estiveram de acordo com o0s
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preceitos do National Institute of Health (Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals).

As caixas plasticas foram numeradas de 1 a 10. Os animais foram
divididos aleatoriamente (sorteados) em dois grupos de 20 ratos. Os 20 ratos
sorteados para realizar apenas a gastrectomia total foram colocados no grupo
denominado A, enquanto que o0s outros 20 que receberam tratamento
complementar pés-operatéria de OHB foram alocados no grupo B. O cirurgido, ao
executar os procedimentos cirdrgicos, nao tinha conhecimento a qual grupo os

ratos pertenceram.

5.1.3. Pré — operatorio

Os roedores ficaram em jejum para alimento soélido (rag&do) por 12 horas,
porém receberam liquido via oral livremente até minutos antes do procedimento
cirrgico. Nesse tempo a agua foi substituida por soro glicosado 5%. Os ratos
foram sedados levemente, com gas halotano embebido em gaze, e a seguir,
anestesiados com tiletamina e zolazepam (Telasol) na dose Unica de 30mg/kg por
via intramuscular. Logo apés foram pesados, realizada a tricotomia abdominal e
aplicada dose unica de antibioticoprofilaxia com ampicilina sédica de 30mg/kg
intramuscular. O plano anestésico foi alcancado entre 5 e 10 minutos ap6s o qual

o rato foi posicionado em decubito dorsal horizontal e fixado a mesa cirargica.

5.1.4. Procedimento Cirdrgico
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Todos os ratos foram operados pelo mesmo cirurgido (JDL), com a mesma
equipe cirurgica, sendo utilizada a mesma técnica e o mesmo instrumental. As
cirurgias foram realizadas em namero de duas ao dia, sempre no mesmo horario.
Todo o material cirargico usado foi esterilizado. Os campos cirargicos e as
compressas eram previamente autoclavados e o instrumental lavado e colocado
em solucdo de glutaraldeido por 30 minutos. O tempo aproximado de cada
operacdo foi de 45 minutos e ndo ocorreu acidente intraoperatério.Durante o
tempo da cirurgia os ratos receberam 1 litro de O2 continuo através de
campanula nasal.Os passos do procedimento seguiram as seguintes etapas
(figuras 3,4,5,6,7,8,9):

a) Anti-sepsia com alcool iodado;

b) Laparotomia mediana de 3 cm;

c) Gastrectomia Total — Seccdo e ligadura do duodeno, liberagdo dos vasos
breves e seccao do esofago;

d) Abertura de 3 mm em alcga jejunal situada a 3 cm do angulo duodenojejunal;

e) Es6fagojejunostomia isoperistéltica terminolateral com pontos separados de fio
7/0 polipropileno em um plano total de sutura;

f) Instilacdo de 5 ml de soro fisiolégico na cavidade abdominal para auxiliar na
reidratacdo do roedor;

g) Fechamento por planos da parade abdominal com fio de mononylon 4/0.



Figura 3. Laparotomia mediana

Figura 4. Seccéo e ligadura do duodeno
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Figura 5. Ligadura dos vasos breves

Figura 6. Ligadura da artéria gastrica esquerda
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Figura 7. Seccéo do esb6fago

Figura 8. Abertura da alca jejunal
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Figura 9. Esdfagojejunostomia

5.1.5. Pés-operatério

Terminada a operacgéao, todos os ratos receberam infusdo de 10 ml de soro
fisiologico morno no subcutaneo da regido dorsal, através de seringa, para
hidratacdo pds-operatéria. Ao acordarem, receberam dose Unica de analgésico
opidide (butorphanol) no subcutaneo de 0,1 mg/kg. A seguir, foram colocados em
caixas individuais numeradas e identificadas de acordo com o grupo ao qual os
ratos pertenceram e voltavam ao ambiente do periodo pré-operatorio. Nas
primeiras 24 horas ap0s a cirurgia os ratos ficaram em jejum total. Do primeiro ao
terceiro dia de pds-operatorio foi ofertado soro glicosado 5% por via oral e jejum
para a racdo. A partir do terceiro dia foi reintroduzida a racdo e &gua a
vontade.Os animais do grupo B, a partir do primeiro dia de pés-operatorio, foram
colocados na camara hiperbarica e iniciaram as sessfes de oxigenoterapia
hiperbéarica, que consistiram de uma sessdo ao dia, por sete dias consecutivos,

recebendo O2 a 100% com presséo de 2,5 ATA durante 90 minutos.
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5.1.6. Camara Hiperbarica

A camara hiperbarica experimental utilizada foi da marca Janus e Pergher
Industria de Equipamentos de Ar Ltda. Tem formato cilindrico feita em aco-
carbono com volume total de 80 litros. Possui 70 cm de comprimento, 38 cm de
diametro e 3,3 mm de espessura. Apresenta um visor superior em acrilico com 5
cm de diametro e uma porta (escotilha) de entrada e saida em uma das
extremidades. A camara permitia pouca visibilidade dos animais durante as
sessOes de hiperoxia hiperbarica. Adaptados a camara havia um mandmetro,
valvula de seguranca, termdémetro, mangueira de alta pressdo e cilindro de

oxigénio (figuras 10 e 11).

Figura 10. Camara hiperbarica experimental
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Figura 11. Interior da camara hiperbérica

Para a realizacdo da sessdo hiperbérica, os ratos foram colocados no
interior da cAmara em caixas plasticas tampadas, individuais e que possibilitavam
acondicionamento com até quatro ratos confortavelmente instalados. Apos o
fechamento da escotilha, a sessdo de oxigenoterapia hiperbérica era iniciada. O
vaso de pressao recebia um fluxo constante de O2 a 10 litros por minuto e a
100%. Promovia-se um vazamento continuo da camara de 2 litros por minuto
para retirada do gas carbdnico. A sessdo tinha duracdo de 90 minutos. Nos
primeiros 10 a 15 minutos a presséo era elevada gradualmente até atingir 2,5
ATA. Ao final da sessdo a camara era despressurizada gradativamente também
por 10 a 15 minutos.(11) ApOs a sessdo 0s ratos retornavam ao seu ambiente

normal. As sessdes eram repetidas diariamente sempre no mesmo horario.

5.1.7. Necropsia

Todos os ratos, no oitavo dia de pos-operatorio, foram sacrificados com

dose letal de gas halotano e a seguir necropsiados. Todos os roedores que
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morreram antes da data determinada para o sacrificio também foram
necropsiados. Praticou-se incisdo ampla mediana toracoabdominal a qual
permitiu detectar a presenca ou ndo de aderéncias, secrecdes ou fistulas. As
pecas cirurgicas, constituidas de 3cm de es6fago, da anastomose esbéfagojejunal
e 3cm de alcas jejunais, foram retiradas para estudo mecéanico, bioquimico e
histolégico da cicatrizacdo. Foram suavemente malaxadas com os dedos para
limpeza de sua luz, as aderéncias frouxas junto a linha da anastomose foram
retiradas e as mais firmes deixadas como tal com o objetivo de n&o provocar

lesé@o e prejudicar o estudo mecanico.

5.2. Avaliacéo das Variaveis em Estudo

5.2.1. Fistulas da Anastomose Es6fagojejunal

A avaliacdo da presenca de fistula na anastomose foi realizada no
momento da necropsia pela observacdo macroscopica na zona de anastomose,
definindo-se como fistula a presenca de vazamento de qualquer conteltdo na
regido, ou mesmo de abscesso perianastomotico que pudesse estar bloqueando
orificio fistuloso. Para confirmar o achado, foi retirada a peca com cuidado e
mandada a regido para exame histolégico a fim de que o patologista pudesse

confirmar a integridade ou n&o da sutura ( figura 12 ).
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Figura 12. Fistula da anastomose

5.2.2. Parametro Mecanico de Avaliacdo da Cicatrizacdo pela Forca de

Ruptura a Tracdo na Linha da Sutura

Este teste teve o objetivo de avaliar a resisténcia intrinseca da anastomose
durante a cicatrizacdo. Hendriks e Mastboom (24) referem dois métodos de
avaliacdo,diferentes entre si, mas com a mesma finalidade, quais sejam: Presséo
de Ruptura a Distensao por Liquido ou Ar e Forca de Ruptura a Tra¢do. O método
utilizado neste trabalho, foi o da For¢ca de Ruptura a Tracdo. Foi realizado pela
primeira vez por Hermann et al em 1964, e seguido por outros autores como
Jiborn e Blomquist (25,26).

Este método consistiu na medida da quantidade de forca necessaria para
romper a linha de sutura utilizando um eixo longitudinal e tracdo dos tecidos em
sentidos opostos. Para isso foi usado um dinam6metro destinado a medir for¢a
através de deformacdo causada por essa mesma forgca sobre um sistema

elastico.
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Esse instrumento é constituido por uma mola cuja deformacéo varia
linearmente com a forca que a produz (24). As extremidades do es6fago e das
alcas jejunais tiveram a luz ocluida com fio de sutura e entdo acopladas ao
dinambmetro. A tracdo foi exercida em sentidos opostos de forma continua e
constante a 1 cm/mim conforme Cui e Urschel (8). No momento da ruptura na
linha de sutura verificava-se a forca necessaria para o rompimento a qual era
anotada para posterior mensuracdo. Todas as pecas cirdrgicas romperam na

anastomose ( figuras 13, 14 e 15).

Figura 13. Anastomose esofagojejunal Figura 14. DinamOmetro
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Figura 15. Forca de ruptura a tracao.

5.2.3. Paradmetro Bioquimico de Avaliacdo da Cicatrizacdo pela

Determinacgdo da Concentracdo de Colageno na Anastomose

Com a anastomose rompida, foram retirados os pontos da sutura e as
pecas acondicionadas em potes plasticos contendo formol a 10%, banhados em
concentracbes crescentes de acool e diafanizacdo com xilol. Posteriormente
foram impregnadas em parafina, formando blocos, e seccionadas em micrétomo,
com espessura de quatro micras, no tecido esofagico. Foram a seguir coradas
com Hematoxilina-Eosina e Picrosirius e visualizadas ao microscépio optico com
grande aumento (400X) a luz polarizada conforme Rabau e Dayan (27).

Estabeleceram-se dois critérios para a avaliacdo do parametro bioquimico,
guais sejam: o primeiro, foi a proporcao entre fibras colagenas novas (jovens),

finas e de coloracdo esverdeadas, e fibras maduras, grossas e de coloracao
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alaranjada ou vermelha, encontradas na fibrose da parede do es6fago de acordo
com Kovacs et al (6). Tal proporcéo foi determinada em dez campos amostrais
aleatérios de grande aumento e obtida uma média. No segundo critério, foi
realizada uma estimativa da proporcao de fibrose total encontrada na topografia
da ruptura (camada muscular), independente da cor que se coloriu a polarizagéao
em relacdo a tecidos ndo polarizados. A afericdo foi feita de maneira
semiquantitativa ( figuras 16 e 17).

O preparo das pecas e a montagem das laminas foram realizadas no
Laboratorio de Patologia da Universidade de Caxias do Sul. A leitura das laminas
foi feita por patologista digestiva (LM) do servico de Patologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, estando esta patolgista cegada em relacdo a qual dos

grupos de ratos as laminas pertenceram.

Figura 16. As fibras colagenas novas sdo de coloracdo esverdeada e possuem
arranjo frouxo. Picrosirius com luz polarizada, aumento de 400X.
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Figura 17. Fibrose densa da parede esofagica. As fibras maduras sao de

coloragao alaranjada. Picrosirius com luz polarizada, aumento de 400X.
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5.3. Andlise Estatistica

Na comparacao entre os grupos, de variaveis parametricas, para medida
da forca de ruptura a tracdo na linha da sutura e da determinacdo da
concentracdo do colageno na anastomose, foi usado o teste t de Student .

Foi utilizado o programa estatistico (SPSS) versdo 12.0, considerando-se

como significativo p< 0,05.
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6. Resultados

6.1. Gerais

6.1.1. Mortalidade

Dos 40 ratos submetidos ao experimento, oito morreram, correspondendo
a 20% da amostra. Houve cinco perdas no grupo A (25%), grupo controle, e trés
perdas no grupo B (15%). A diferenca de mortalidade entre os grupos foi
analisada através do teste Qui-quadrado de Pearson que resultou no p=0,705 .
As perdas por 6bito foram semelhantes nos dois grupos.

No grupo controle (grupo A), quatro ratos (n° 31,34,38,39) faleceram nas
primeiras 24h de pds-operatorio sem causa determinada. Um quinto rato morreu
no quarto dia de pdés-operatorio por provavel estenose da anastomose. .No grupo
B, morreram trés ratos. O rato de nimero 9 ao inicio da laparotomia, o rato de n°
14 nas primeiras 24h da operacao e o rato n° 23 por apresentar no terceiro dia de

pbs-operatorio, necrose extensa do intestino delgado.

6.1.2. Variacdes no peso

Os 40 animais possuiam média de peso de 428g, com amplitude de 184qg,
variando entre 322g e 506g e com desvio padrao de 41,2g. Os ratos que foram
submetidos a tratamento com OHB tinham peso médio de 428,59 (DP 36,69) e o0s

ratos do grupo controle pesaram 429g (DP 46,2g). Possuiam variancias



30

semelhantes e a diferenca (-0,5g) foi comparada através do teste t de Student
gue mostrou p=0,973.

Ao final do estudo, os ratos perderam em meédia 76,9g,que variou de 35¢g a
105g com DP de 15,6g. As perdas de peso nos grupos foram: 76,8g no grupo
submetido a OHB (DP 17,3g) e 76,99 no grupo controle (DP 14,1g). A
comparacdo das perdas de peso pelo teste t de Student, com variancias
semelhantes, resultou no p= 0,98.

Na andlise final do estudo, excluidas as oito perdas por 6bitos, mostrou
que o peso dos ratos foi: 354,49 (DP 30,3g) no grupo B e 347,89 (DP 44,29) no
grupo A. A diferencga de 6,69 foi analisada pelo teste t de Student, com variancias
semelhantes, e resultou no p=0,61. Concluiu-se que os dois grupos foram

comparaveis em relacdo a esta variavel.

6.2. Analise das variaveis em estudo

6.2.1. Nimero de fistulas da anastomose

Ocorreu uma fistula da anastomose esodfagojejunal em cada grupo do
experimento. As fistulas estavam bloqueadas, eram de orificios semelhantes e
correspondiam ao ponto de sutura da parede posterior.

N&o havia odor ou secrecdo na cavidade abdominal dos animais. E muito
provavel que as deiscéncias tenham ocorrido por problema técnico na confeccéo
da sutura. Os ratos foram o de n° 10 (grupoB) e de n°1l5 (grupo A) do

experimento. No periodo de tempo do pds-operatério, os roedores néao
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apresentaram nenhuma manifestacdo clinica ou de comportamento que

pudessem ter sido observadas como anormais.

6.2.2. Medida da Forca de Ruptura a Tracdo na Linha da Sutura

No grupo A ( 15 ratos ) a anastomose rompeu, em média, com 1,63 N de
forca (DP 0,36). No grupo B, tratado com oxigénio hiperbéarico (16 ratos), a
anastomose rompeu, em média, com 1,52 N de forca quando submetida a
tracdo (DP 0,60). A diferenca absoluta ente os grupos foi de 0,11 N. A
comparacao da forca de ruptura a tracdo nos dois grupos, realizada através do
teste t de Student, resultou no p= 0,528 que mostrou ndo haver diferenca

estatistica significativa entre os grupos ( tabela 1) .

Tabela 1. Avaliacdo do parametro mecanico da cicatrizacédo
Anastomose esb6fagojejunal

Grupo A Grupo B Total Valor P
(controles) (tratamento OHB) n=31
n=15 n=16
Forca(N) de Ruptura
a Tracao
(média + DP) 1,63+0,36 1,52 + 0,60 0,528

A peca cirurgica correspondente ao rato n° 40 foi inutilizada no estudo da

forca de ruptura a tracédo devido ter sido lesada durante seu preparo .
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6.2.3. Determinacao da Concentracao do Colageno na Anastomose

As analises comparativas das proporc¢des de fibrose e de fibras colagenas
novas na parede do es6fago foram feitas com 15 ratos no grupo controle devido
perda de cinco ratos (25%) e de 17 ratos no grupo tratado com OHB que teve trés
perdas (15%). O teste t de Student aplicado na comparagao entre 0os grupos, de
variancias semelhantes, para as proporcoes de fibrose encontradas na parede
esofagica mostrou que o0 grupo submetido a oxigenoterapia hiperbarica
apresentou uma média percentual de fibrose de 39,4 (DP de 17,8) e o0 grupo
controle teve uma média percentual de 40,3 (DP de 20,0). O valor de P resultou
em p=0,89 (tabela 2 e figura 18) .

Na comparacdo entre 0s grupos para a proporcdo de fibras colagenas
jovens encontradas em relacdo a fibrose da parede do eséfago, o grupo tratado
com OHB apresentou média de 29,3( DP de 13,0) e o grupo controle teve média
de 24,8 (DP de 12,5). O valor de P resultou em p=0,33 (tabela 3 e figura 19). A
andlise dos dados ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos, permitindo concluir que o tratamento com oxigenoterapia hiperbarica,
neste modelo, ndo influenciou no processo de fibroplasia em nenhum dos dois

critérios avaliados.

Tabela 2. Avaliacdo do parametro bioquimico da cicatrizacdo
Anastomose eso6fagojejunal

Grupo A Grupo B Total Valor P
(controles) (tratamento OHB) n=32
n=15 n=17

Proporcéao de

fibrose na parede

esofagica

(média + DP) 40,3+20,0 39,4+17,8 0,89
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Figura 18. Box-plot da proporcéo de fibrose na parede esofagica.

Tabela 3. Avaliacdo do parametro bioquimico da cicatrizacdo
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Anastomose eso6fagojejunal

Grupo A Grupo B Total Valor P
(controles) (tratamento OHB) n=32
n=15 n=17

Proporc¢éao de fibras

colagenas novas na

fibrose da parede

esofagica

(média+DP) 24,8+12,5 29,3+13,0 0,33
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Figura 19. Box-plot da proporcéao de fibras coladgenas novas na fibrose da parede

esofégica.
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7. Discussao

A dificuldade em examinar os diversos mecanismos da cicatrizacao de
orgaos digestivos em modelos clinicos, a ndo ser por analises retrospectivas,
levou os pesquisadores a estudar o processo cicatricial em experimentacao
animal, mesmo com limitacbes ao seu uso (7). O modelo em ratos,
particularmente, tem sido amplamente utilizado devido sua facil adaptacéo,
disponibilidade e baixo custo (28). Aléem disso, possuem anatomia e fisiologia
semelhantes ao homem podendo seus resultados serem a ele extrapolados (29).
A grande maioria dos trabalhos da literatura, utilizando ratos de laboratério para
estudo da cicatrizagcdo de anastomoses do trato digestivo, sdo realizados em
intestino delgado e grosso devido sua féacil execucdo (30). Em contrapartida,
estudos direcionados a anastomose esofdgica sdo escassos. Além da
mortalidade consideravel, os roedores oferecem obstaculos precoces como a
estenose da anastomose e entraves tardios como a desnutrigédo (31).

A cicatrizacdo adequada das anastomoses do tubo digestivo € um
fendmeno multifatorial cujo sucesso depende de fatores locais e sistémicos.
Dentre esses, ocupa papel preponderante, a hipdxia local. Esta, ao diminuir a
perfusdo sanguinea na ferida cirdrgica, € causa de deiscéncia. A correcdo da
hipoxemia, nessas situacdes, através do uso de oxigénio em condi¢cdes
hiperbaricas, pode representar terapéutica eficaz (21). Na literatura dispde-se de
uma larga quantidade de publicacdes a respeito dos efeitos negativos da oferta
de O, diminuida na reparacéo tecidual (7). Por outro lado, poucos sao os estudos

conduzidos para a analise dos efeitos da concentracdo de oxigénio, acima das



36

encontradas no ar ambiente, durante a cicatrizacéo das visceras do tubo digestivo

(11).

7.1 Métodos

Os parametros utilizados para avaliar a cicatrizacdo da anastomose foram
agueles mais comumente utilizados. A ocorréncia de fistula é a complicacao de
maior impacto clinico neste tipo de procedimento e de facil observacdo em
modelos experimentais como o0 aqui apresentado.

Os critérios mecanicos de avaliacdo da cicatrizacdo das anastomoses
digestivas, sdo testes que determinam a resisténcia intrinseca de um segmento
do tubo digestivo, contendo a anastomose, durante a fase de regeneracdo
tecidual. Dentre os métodos utilizados com essa finalidade, destacam-se o0s
testes da pressao de ruptura a distensao da viscera por liquido ou ar e o teste da
forca de ruptura a tracéo (24). Independente do tipo de método aplicado, inclusive
o aplicado neste estudo, tem sua variabilidade intrinseca devido ao fato se
trabalhar com material biol6gico, cuja constituicdo tecidual e propriedades
viscoelasticas, podem nao so6 interferir no resultado bem como corresponder a
resultados diferentes.

A viscoelasticidade tem estreita relacdo com o tempo, tratamento dado ao
tecido, comprimento dos segmentos estudados, deformacédo de parte ou de toda
a anastomose, velocidade (forca) a qual os tecidos sdo submetidos e a presenca
de aderéncias junto a linha de sutura (22). Uma das caracteristicas na
construcdo do modelo experimental € minimizar as variaveis que possam interferir

na obtencao de resultados mais precisos (32). Nem sempre todas essas variaveis
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sao descritas pelos pesquisadores, 0 que pode gerar alguns vicios metodologicos
e tornar o resultado dos trabalhos de dificil comparacéao.

No nosso trabalho, usamos 0 método da forca de ruptura a tracéo realizado
logo apOs o sacrificio do animal, sempre com 0s mesmos comprimentos dos
segmentos a serem utilizados, forca de velocidade constante e continua a tracéo,
e aderéncias firmes deixadas como tal. A vantagem deste tipo mensuracdo em
relacdo ao de pressdo de ruptura € que ele pode ser realizado até quatro
semanas apos a realizacdo da anastomose o que permite estudos mais longos. A
utilizacdo da medida, na presente pesquisa, foi no oitavo dia de pos-operatorio
seguindo metodologia de Hermann et al sobre as fases da cicatrizacdo em
intestino grosso de rato, o qual considerou o terceiro, sétimo e décimo quarto dia
de pds-operatdrio como os mais usados na avaliacdo da cicatrizacao. A partir de
uma semana do inicio do fendbmeno cicatricial ocorre aumento da forca ténsil da
anastomose e proliferacao fibroblastica (2).

Varias técnicas, propostas e executadas por diferentes autores, tém sido
usadas para a afericdo do pardametro bioquimico da cicatrizacdo das
anastomoses do trato digestivo. Todas elas, em geral, se referem a medida da
concentracdo do colageno e/ou hidroxiprolina na linha da sutura. E importante a
utilizacdo de métodos que possibilitem avaliar dados passiveis de quantificacédo
uniforme a fim de permitir comparacdes. Optamos neste trabalho pela
determinacdo semiquantitativa da fibra coldgena na anastomose através do uso
do corante vermelho Picrosirius com luz polarizada ao microscopio Optico (27).
Estudos compararam diversos métodos de coloragdo para andlise do colageno, e
concluiram que o Picrosirius é de simples execucdo, facil interpretacdo e

especifico para o estudo do colageno nos diferentes tecidos. O contato do corante
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com a fibra colagena, a luz polarizada, produz intensa birrefringéncia, o que
permite a visualizacdo de imagens claras e porconseguinte sua quantificacdo nas
amostras estudadas. Esta técnica além de diferenciar seletivamente o colageno
de outras fibras ndo colagenas como as glicoproteinas, possibilita também
identificar dois tipos de fibras, quais sejam: a fibra fina (nova), com menor
entrelacamento, denominada de colageno do tipo Ill, com espessura de menos
de 8 micras , que se colore de cor verde ou verde amarelada e predominante na
primeira semana da cicatrizacdo, e a fibra grossa (madura), com maior
densidade, denominada de colageno do tipo I, que tem espessura entre 1,6 e
2,4 micras que se cora com cor laranja ou laranja avermelhada com maior
expressdo na segunda semana de cicatrizagdo. Essa diferenciagdo de cores
permitiu a andlise qualitativa das fibras colagenas, as quais refletem a proporcao

das mesmas no estudo histoldgico (27,33).

7.2 Resultados

Referente ao processo de cicatrizacdo, o beneficio causado pela
oxigenoterapia hiperbarica € baseado na premissa de que ao se elevar o0s niveis
de oxigénio nos tecidos, possa ocorrer aceleracao da reparacao tecidual. Embora
essa conceituacao seja amplamente difundida, ndo é universalmente aceita e o
exato mecanismo pelo qual a OHB possa melhorar a cicatrizagdo ndo € ainda
completamente claro (11). Os modelos de estudo sobre a aplicacdo da OHB sé&o
controversos e 0s mecanismos fisiopatoldégicos que ocorrem durante o tratamento
permanecem pouco compreendidos, o que dificulta a difusdo de sua aplicacéo

pratica e oferece obstaculos na obtencéo de resultados (34,35).
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Neste trabalho, os efeitos da oxigenoterapia hiperbarica sobre a
cicatrizacdo da anastomose eso6fagojejunal medida pelo indice de fistulas
anastomoticas , parametros mecanico e bioquimico ndo mostraram diferenca
significativa entre 0os grupos com e sem tratamento com OHB. Extensa
investigacdo no MEDLINE ndo demonstrou publicacdo de modelo semelhante o
que dificulta eventuais comparacdes com o estudo aqui apresentado. Escassos
trabalhos na literatura abordam a questédo, e o primeiro artigo publicado utilizando
oxigenoterapia hiperbarica em anastomoses de colons de ratos normais e
isquémicos induzidas, nas fases iniciais da cicatrizacdo, foi realizado por
Hamzaoglu (11). Este autor demonstrou que os testes de pressao de ruptura se
elevaram no intestino normal e isquémico, mas a hidroxiprolina ndo aumentou sua
concentracdo na anastomose isquemiada. Deste fato, depreende-se que a
producdo de coldgeno na anastomose ndo € sindnimo de cicatriza¢do, mas sim,
parte desse processo. E possivel que substancias ndo colagenas e também o tipo
de colageno sejam responsaveis por esses achados (24). Isto pode explicar a ndo
correlagcdo entre aumento da resisténcia da anastomose e a concentragcdo de
colageno relatada por muitos autores.

No nosso estudo nenhum dos parametros avaliados: clinicos, mecéanicos
ou bioguimicos demonstraram ter relagdo com a melhora da cicatrizacdo. Isso
pode ter ocorrido devido ao fato de que houve poucos casos de deiscéncias nas
anastomoses, fazendo com que as diferencas entre 0s grupos tivessem que ser
muito grandes para que se observassem alteracoes deste tipo.

Apesar disso, o0 modelo desenvolvido demonstrou ser factivel, e a partir

dele, possamos seguir com novos estudos envolvendo a OHB e cirurgia digestiva.
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8. Conclusao

Ndo houve diferenca de resultados na cicatrizacdo da anastomose
esbfagojejunal realizada apo0s gastrectomia total em ratos Wistar, com ou sem
uso de oxigenioterapia hiperbarica, tanto do ponto de vista clinico, mecéanico e

bioquimico.
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9. Perspectivas

O modelo de utilizacdo de OHB em ratos pos-gastrectomia total mostrou-
se eficaz para avaliacdo de alteracbes na anastomose esoéfagojejunal. A partir
deste modelo, poder-se-a no futuro, realizar novos estudos em anastomoses

digestivas com emprego da oxigenoterapia hiperbarica.
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11. Anexo
Ratos | Grupos | Peso Peso | Obitos | Forca de Proporcao Proporgéo
(n°) Pré-op. | P6s-op. Ruptura (estimativa) (média)
(9) (9) atracao Fibrose total Fibras novas
(N) parede esofagica de colageno
parede esofagica

1 OHB 381 322 Nao 1,55 30 29

2 Cont 400 347 Nao 1,40 40 45

3 OHB 440 361 Nao 1,10 30 53

4 OHB 469 434 Nao 3,10 60 37

5 Cont 420 333 Nao 1,85 60 27

6 Cont 378 295 Nao 1,15 20 17

7 Cont 493 416 Nao 2,30 30 11

8 Cont 430 363 Nao 1,55 25 14

9 OHB 473 - Sim - - -

10 OHB 447 346 Nao 1,80 20 43
11 Cont 473 410 Nao 2,10 20 27
12 Cont 390 302 Nao 1,70 30 14
13 Cont 370 - Sim - - -

14 OHB 364 - Sim - - -

15 Cont 391 321 Nao 1,40 60 17
16 Cont 396 329 Nao 1,30 20 12
17 OHB 362 302 Nao 1,00 20 10
18 OHB 442 360 Nao 0,80 50 19
19 OHB 415 338 Nao 1,10 50 22
20 OHB 446 347 Nao 1,40 60 30
21 Cont 451 359 Nao 1,30 60 30
22 Cont 322 269 Nao 1,70 50 41
23 OHB 403 - Sim - - -

24 OHB 402 332 Nao 0,90 40 13
25 Cont 461 383 Nao 1,60 20 39
26 OHB 408 328 Nao 1,70 20 39
27 OHB 427 351 Nao 2,10 30 23
28 Cont 408 312 Nao 1,60 70 42
29 Cont 472 379 Nao 1,30 30 12
30 OHB 423 344 Nao 1,10 20 55
31 Cont 458 - Sim - - -

32 OHB 417 354 Nao 1,50 50 42
33 Cont 486 399 Nao 2,30 80 36
34 Cont 437 - Sim - - -
35 OHB 475 379 Nao 2,00 80 25
36 OHB 434 362 Nao 2,10 50 33
37 OHB 442 363 Nao 1,10 40 25
38 Cont 457 - Sim - - -

39 Cont 487 - Sim - - -

40 OHB 506 401 Nao - 20 15




