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RESUMO

Lopes JB. Prevencdo de aderéncias pericardicas pos-operatdérias com uso de
fator de crescimento de queratinécitos e carboximetilquitosana [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2007. 82p.

INTRODUGAO: A lesio mesotelial é o fator central na formagéo da aderéncias. A
proliferagdo destas células ja foi obtida, in vitro, com o uso do fator de
crescimento de queratindcitos (KGF). Neste estudo, investigamos a influéncia da
associagao do KGF com a carboximetilquitosana (CMQ) na redugdo das
aderéncias pericardicas. METODOS: Em 24 porcos aplicou-se um modelo de
inducdo de aderéncias pericardicas. Seguindo a randomizagdo, foram
administradas as seguintes solugbes no pericardio: KGF, KGF+CMQ, CMQ e
NaCl 0,9%. Apos 8 semanas, as aderéncias foram analisadas através de um
escore de severidade, do tempo e da quantidade de instrumentacdo cruenta
necessarios para liberacdo do coragdo das estruturas adjacente. Analises histo-
morfométricas foram realizadas em fragmento, de biopsia, do pericardio, da
aderéncia e epicardio. RESULTADOS: Os escores de severidade, nos grupos de
CONTROLE, CMQ, KGF e KGF+CMQ, expressos em mediana [min.—max.], foram
17[15-18]; 12[9-14] (p>0,05); 11,5[9-12] (0,01<p<0,05) e 7[6-9] (p<0,01),
respectivamente. Todos os grupos de tratamento reduziram o tempo de dissecg¢ao
(p<0,001) e a quantidade de dissec¢do cruenta (p<0,001). A propor¢cdo de
colageno na aderéncia foi menor no grupo KGF+CMQ (p<0,05). CONCLUSOES:
A associacdo do KGF com a CMQ resulta num efeito sinérgico, que reduz, de
forma altamente significativa, a intensidade das aderéncias pericardicas pos-
operatdrias.

Descritores: 1.ADERENCIAS/prevencdo & controle/ 2. PERICARDIO/ 3.
ANIMAIS/ 4. QUITOSANA/ 5. DISTRIBUICAO ALEATORIA/ 6. SUINOS/ 7. FATOR
DE CRESCIMENTO 7 DE FIBROBLASTO



ABSTRACT

Lopes JB. Reducing postsurgical pericardial adhesions with keratinocyte growth
factor and carboxymethylchitosan [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2007. 82p.

INTRODUCTION: Mesothelial injury is the pivot on the development of adhesions.
An increase in the proliferation of mesothelial cells was verified through in vitro
studies with the use of keratinocyte growth factor (KGF). This study investigated
the influence of KGF associated with carboxymethylchitosan (CMQ) in the
reduction of pericardial adhesions. METHODS: An induction model of pericardial
adhesion was carried out in 24 pigs. Animals were randomly allocated to receive
topical application of KGF, KGF+CMQ, CMQ and saline (control). After 8 weeks,
the adhesions were evaluated by applying a severity score, measuring the
dissection time and the amount of sharp instrument used during the heart
dissection from surround structures. Histo-morphometric analysis was performed
in a biopsy fragment, containing the pericardium, the adhesion and the
epicardium. RESULTS: The severity scores in the groups of CONTROL, CMQ,
KGF e KGF+CMQ, expressed in median[min. — max.] values, were 17[15-18];
12[9-14] (p>0.05); 11.5[9-12] (0.01<p<0.05) and 7[6-9] (p<0.01), respectively. In
all treatment groups, the dissection time (p < 0.001) was reduced and the amount
of sharp dissection, necessary to free the heart, was lower (p < 0.001). In the
adhesion segment, a decreased collagen proportion was found in KGF+CMQ
group (p < 0.05). CONCLUSIONS: The use of KGF associated with CMQ result in
a synergic action that decreases, in a highly significant way, the severity of the
postoperative adhesions.

Keywords: 1. ADHESIONS/prevention & control/ 2.*PERICARDIUM/ 3.ANIMALS/
4 *CHITOSAN/ 5.RANDOM ALLOCATION/ 6.SWINE/ 7.FIBROBLAST GROWTH
FACTOR 7



1 INTRODUGAO

As aderéncias pericardicas sao formadas entre o epicardio, o
pericardio parietal, a pleura e o esterno apoés intervengdes cirurgicas sobre 0
coragdo e os grandes vasos. Elas dificultam futuras abordagens, e
adicionam maior morbidade e mortalidade as reoperagées .

Reoperagdes sao frequentes na atualidade e representam de 10 a
20% das operacdes cardiacas % . Brandao * relatou que as reoperagdes
compreenderam 22,8% das cirurgias valvares no periodo entre 1980 e 1999
no Instituto do Coragcédo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo.

As aderéncias tornam os procedimentos cirdrgicos mais demorados °
e aumentam o risco das reoperacdes ® ’. Lesbes do ventriculo direito, da
artéria interventricular anterior, dos enxertos vasculares tém sido descritas
em até 6% dos casos > > ® . As iatrogenias podem levar a complicagdes
graves. A mortalidade pode alcancar até 50% quando a lesdo intra-
operatoria causa hemorragia maciga ou quando existe lesdo de enxertos
vasculares 2 1°,

Além dos inconvenientes intra-operatorios, as aderéncias pericardicas

3, 11

levam a alteracdo da funcdo do ventriculo direito e a reducao da

integridade dos enxertos aorto-coronarianos '* '3,
As aderéncias s&o formadas apos a agressao fisica e/ou quimica da

camada de células mesoteliais do pericardio, criando neste uma superficie

desnuda e fisiologicamente danificada '*. A fibrina acumulada nesta area



forma conexdes entre as superficies cruentas das laminas parietal e visceral
do pericardio. Estas ligagbes de fibrina sdo denominadas de bandas
aderentes. No decorrer do processo de reparo tecidual estas bandas sofrem
infiltragdo de fibroblastos, deposi¢cado de colageno e neovascularizagéo. Este
processo resulta em aderéncias firmes e de dificil manipulagao >.

O sitio mais empregado para o estudo sobre aderéncias pos-
operatérias é o peritbnio. A maioria dos conceitos foram testados
inicialmente no abdome devido a simplicidade na abordagem dessa
cavidade e a possibilidade de utilizacido de animais de pequeno porte, como
o rato, para esses experimentos. Essa facilidade técnica permitiu que

muitas teorias fossem testadas somente na cavidade peritonial >

Comparativamente ao peritbnio, € inexpressivo o numero de trabalhos

publicados onde o local de abordagem foram o pericardio ou a pleura.
Muitos ja foram os meétodos testados para reduzir as aderéncias:

membranas autdlogas %' e heterélogas % para substituir o pericardio lesado;

1

agentes anti-inflamatérios ' e anti-histaminicos # para reduzir a atividade

2 com a finalidade de

inflamatoria exacerbada; agentes fibrinoliticos
degradar a fibrina. Apenas apds a utilizagdo dos polimeros sintéticos ou dos
biopolimeros €& que os resultados se tornaram mais consistentes e
reprodutivos. Estes polimeros funcionam como um método de barreira
diminuindo o contato entre o pericardio visceral e parietal e impedem a
formacao de pontes de fibrina entre as duas membranas %> 2%,

Objetivamente todos os métodos tentam reduzir a quantidade de

pontes de fibrina impedindo assim, a unido do pericardio parietal com o



visceral nos primeiros 5 a 7 dias de reparo. E neste periodo que as areas

danificadas estardo sendo recobertas por novas células mesoteliais 2> *

e
estarao recuperando as suas propriedades funcionais.

O avancgo atual da biologia celular e molecular esta possibilitando,
cada vez mais, controlar o desenvolvimento e a reproduc¢do celular com o
uso de citocinas *'. Em 1996 Pierro *, trabalhando com ovarios de coelhas,
demonstrou que € possivel aumentar a velocidade de proliferacdo das
células mesoteliais. Esta possibilidade ainda n&o foi utilizada com o intuito
de reconstituir mais rapidamente a integridade morfo-funcional da membrana
pericardica, assim recuperando sua capacidade fibrinolitica com maior
brevidade e, possivelmente, diminuindo a intensidade das aderéncias pos-
operatdrias.

Um aumento na velocidade da proliferacao das células mesoteliais foi
conseguido com o uso de alguns fatores de crescimento, como: fator de
crescimento de queratinocitos (KGF) e fator de crescimento de hepatécitos
(HGF) .

Diante da possibilidade de acelerar o crescimento das células
mesoteliais, assim recuperando mais rapidamente a funcgao fibrinolitica do
pericardio, surge a hipotese do uso do KFG como agente redutor das
adesdes pericardicas.

Os resultados dos estudos prévios contudo, sugerem que qualquer

meétodo somente atingira sua maxima efetividade, se o contato entre as

superficies cruentas for impedido enquanto elas ainda permanecerem



desnudas de seu mesotélio %> ?°. Para isso ocorrer, uma barreira adequada
deve ser interposta durante este periodo.
A carboximetilquitosana (CMQ) parece se adequar muito bem como

método de barreira 3 3°

, a ser combinado com um fator modulador da
proliferacdo mesotelial. A CMQ apresenta as vantagens de ser
biodegradavel, atdxica, hidrossoluvel em pH fisiologico; germicida; possuir
alta massa molar; o que lhe permite persistir, no local aplicado, por 4 a 7
dias e ser degradada através da acgéo hidrolitica da lisozima, o que nao

desperta reagao inflamatoria durante o processo %',



2 REVISAO DA LITERATURA

O saco pericardico € formado pela reflexdo da serosa cardiaca sobre
ela mesma. Isto cria um espago quase virtual, chamado de cavidade
pericardica, que é delimitada pelas laminas visceral e parietal *°.

A membrana parietal € formada por trés camadas: a primeira e mais
interna é composta por uma unica camada de células mesoteliais e sua
membrana basal; a segunda € uma camada fibrosa composta de tecido
conectivo com fibras colagenas de disposi¢gdo compactada; e a terceira é
conhecida como epipericardica e contém tecido conectivo ndo compactado,
adipocitos, elementos neurais, linfocitos, histidcitos e mastécitos *°.

O pericardio visceral € composto de uma camada de células
mesoteliais, sustentada por tecido conjuntivo frouxo. As caracteristicas
estruturais do mesotélio epicardico sdao semelhantes as do mesotélio do
pericardio parietal. A camada submesotelial contém tecido neural, vasos
sanguineos e linfaticos, além de fibras elasticas e colagenas, dispostas de
forma variada. Uma camada de adipdcitos, variavel em espessura, pode ser
encontrada separando o mesotélio do miocardio “°.

O pericardio apresenta, além das suas fungdes anatbmicas de
barreira mecanica, uma atividade fisiologica significativa. Ele é responsavel
pela producdo e transporte dos liquidos e das macromoléculas *' que
compdéem o humor pericardico. Tém sido bem descritas também certas
funcdes exercidas pelas células mesoteliais, como as de producdo de

citocinas *', de apresentacéo antigénica ** e da fibrindlise ' *°.



Duvidas ainda existem sobre como acontece a regeneracdo do

pericardio, peritdnio e pleuras. Em 1919 Hertzler, apud Mutsaers *°

, hotou
que defeitos de tamanhos diversos cicatrizavam no mesmo tempo. Johnson
(1962), apud Holtz ?°, sugeriu que macréfagos presentes no liquido
pericardico pudessem se fixar nas areas desnudas e posteriormente se
transformarem nas células mesoteliais. Este conceito ndo mais prevalece
nos dias de hoje. Raftery (1973), apud Holtz %, encontrou indicios de que as
células mesoteliais poderiam surgir de células do tecido conectivo
submesotelial e, posteriormente, sofrerem metaplasia. Recentemente, dois
conceitos bem bastante aceitos sdo os de que as células mesoteliais se
deslocam, em grupamentos, de regides integras para repovoar as areas
desnudas, e se proliferam através do processo de divisdo celular *° (Figura
1). Devido a esta caracteristica, o reparo do pericardio ndo ocorre
exclusivamente da periferia para o centro da lesio.

Devido as aderéncias geradas no processo de reparo tecidual do
pericardio, inumeros estudos vém pesquisando meios para preveni-las.

Entre estes substitutos estdo os polimeros sintéticos. O
politetrafluoretiieno (PTFE) foi clinicamente utilizado como substituto

** publicou uma casuistica de 7 pacientes

pericardico. Em 2002, Ozeren
reoperados, que fizeram uso de membrana de PTFE para fechamento do
pericardio. Neste trabalho foi evidenciada a formagdo de uma intensa
membrana fibrosa que obscurecia o epicardio e dificultava a dissec¢édo do

coracdo. Nesta mesma publicagdo o autor relata uma incidéncia de

acidentes de aproximadamente 50%.



Pericardio parietal

Pericardio visceral

Figura 1. Diagrama dos possiveis mecanismos de regeneracdo mesotelial.
(1) migracdo centripeta das células mesoteliais; (2) migragdo de
células mesoteliais maduras ou em proliferagdo de sitio (a)
adjacente ou (b) distantes; (3) reserva de células pré-existentes
no liquido pericardico; (4)transformagcdo de macrofagos
residentes em células mesoteliais; (5) metaplasia de precursores
mesenquimatosos submesotelial; e (6) células progenitoras da
medula éssea circulante.
Autorizada a reconfiguracao e reproducéo por Mutsaers SE.
Arte grafica por Claudia Fajkarz.



Em 2003 um grupo da Universidade de Kyushu *° testou em animais
uma membrana sintética composta por trés camadas: uma interna, de
poliéster, interposta entre duas externas de silicone-uretano. Esta membrana
apresentou um menor nivel de aderéncias, em relacdo a membrana de
PTFE, utilizada como controle.

O silicone, também, ja foi utilizado. Na tentativa de reduzir a
deposicdo de proteinas e plaquetas, Amanpour *° aplicou ao silicone um
tratamento com laser de CO; para diminuir a tensao superficial. Este estudo
experimental foi concluido em 2004, referindo resultados satisfatorios, mas
ainda nao existe relato da sua aplicagcdo clinica. Uma maior tendéncia a
infecgbes, relacionadas ao uso de materiais ndo absorviveis, € o maior
questionamento aplicado a este método de barreira.

Varios biopolimeros tém sido testados na prevencao das aderéncias
pericardicas. Estes compostos quimicos séo sintetizados por seres vivos e
participam da estrutura e do funcionamento da matéria viva. S&o, na sua
maioria, elementos formados principalmente por atomos de carbono,
hidrogénio, oxigénio e nitrogénio. Ou seja, as proteinas, glicidios, DNA sao
considerados como biopolimeros.

Teoricamente, o biopolimero ideal para utilizagdo na prevengao das
adesbes deve contar com caracteristicas bioquimicas que lhe permitam ser
biocompativel, bioreabsorvivel e atéxico **°. A abundancia, na natureza, a
facil extracdo e conservacédo, e a capacidade de permanecer na cavidade

desejada por no minimo de 5 dias sao detalhes decisivos.



Nesse caminho, Robison ?° testou, no pericardio, o dextran 70, que é
um polissacarideo de alta massa molar e que tem como umas das suas
propriedades a inibicdo da agregagao plaquetaria. Apesar de resultados
satisfatorios neste estudo experimental, nenhum ensaio clinico surgiu na
literatura utilizando esta substancia no pericardio. Em 2007, a Biblioteca
Cochrane publicou uma revisao sistematica de que nao foram encontradas
evidéncias de beneficio do uso do dextran 70 na prevencao de aderéncias
peritoneais *°.

Duncan ? descreveu uma reducdo significativa na severidade das
aderéncias com o uso de outro polimero hidrofilico, a polivinilpirrolidona.
Entretanto, o autor questionou-se sobre os efeitos desta substancia a longo
prazo, quando utilizada por via parenteral. Novos estudos n&o surgiram apos
esta publicagcdo para definir melhor este ultimo, aspecto ou corroborar os
resultados relatados.

Um hidrogel tendo como base o poli(etileno glicol), utilizado
primariamente como selante para anastomoses vasculares e que é
reabsorvido dentro de aproximadamente 4 semanas, foi utilizado por Bennett
® em animais para verificar a redugdo de aderéncias pericardicas. Este
estudo explorou exatamente o conceito da separacdo mecanica temporaria
entre o pericardio visceral e o parietal, criado pela interposicdo de um
polimero biodegradavel, e encontrou uma redugdo estatisticamente

51 avaliou

significativa na incidéncia das adesdes. Marc Hendrikx
experimentalmente na cavidade pericardica o CoSeal®, uma composicao

farmacéutica de dois polimeros do poli(etileno glicol) , e encontrou diferenca
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significativa entre o grupo de tratamento e o grupo de controle. Clinicamente,
ainda nao foram encontradas evidéncias conclusivas sobre a sua utilizacédo
na prevencado de aderéncias pds-operatdrias .

A carboximetilcelulose, um derivado hidrossoluvel da celulose, e o
hialuronato sédico, uma glicosamina constitucional humana, foram testados
por Seeger ° em animais. Este autor demonstrou haver melhores resultados
com a utilizacdo do hialuronato, do que com a carboximetilcelulose.
Contudo, esta ultima apresentou melhores resultados que o grupo controle.
A inconveniéncia da utilizagdo do acido hialurénico € a dificuldade de sua
obtencao e consequente custo.

Mitchell °* *3, em dois trabalhos experimentais, demonstrou a eficacia
do acido hialurénico na reducao das aderéncias pericardicas.

Alguns biopolimeros também tém sido testados em forma de filme,
como a polilactida **. Em 2006, Tsukihara *° utilizou uma membrana
composta por trés camadas (colageno + acido hialurénico) e evidenciou uma
redugcdo nas aderéncias. Contudo, o autor n&o realizou o protocolo de
inducdo de aderéncias habitualmente utilizado na literatura. Este fato criou
uma grande dificuldade na comparagéo destes resultados com os publicados
anteriormente sobre o mesmo tema.

Ndo ha duvida que os biopolimeros sdo, contemporaneamente, os
agentes de primeira linha para prevencéo das aderéncias pds-operatorias.

Os novos estudos, agora, tentam identificar qual é o biopolimero mais
efetivo e em que estado fisico-quimico deve ser utilizado, além de avaliar

métodos combinados de terapéutica * *°.
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A carboximetilquitosana (Figura 2), um biopolimero hidrossoluvel,
parece ser promissora, por possuir inumeras das caracteristicas que sao
importantes para o uso na area biomédica como: bioreabsorvivel, atoxica,
baixa imunogénicidade, apirética, germicida ** *"°°. Krause TJ ', em 2001,
descreveu, pela primeira vez, o uso deste derivado da quitosana na
prevencao das aderéncias pericardicas.

A quitosana é um derivado deacetilado da quitina. Esta, por sua vez, é
um polissacarideo abundante na natureza, e é parte integrante dos tecidos
de sustentacdo de crustaceos, insetos e fungos. Diferente do seu derivado, a
quitina ndo é hidrossoluvel e necessita, para sua solubilizagdo, de outros
solventes, como: acido cloridrico, acido sulfurico, N,N-dimetilacetamida/LiCl.
Esta caracteristica quimica dificulta o uso da quitina em algumas areas, tais
como a bioldgica e de alimentos 3" 2,

A quitina e a quitosana s&o formadas pelas moléculas dos agucares
glicosamina e acetilglicosamina. A glicosamina existe como metabdlito
natural nos animais vertebrados e esta presente de forma significativa na
matriz extracelular do tecido conjuntivo, compondo o que denominamos de
glicosaminoglicanos e proteoglicanos 3763 Participa, também, da formac&o
do exoesqueleto dos crustaceos, artropodes e alguns fungos.

A presenca da acetilglicosamina e outras glicopiranoses confere uma
semelhanga na estrutura primaria do acido hialurénico e da quitosana
(Figura 3) que pode estar relacionada com o compartilhamento de algumas
propriedades fisico-quimicas e biolégicas *® destes mucopolissacarideos,

como a capacidade na reduc&o das aderéncias pds-cirurgicas o1,
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Figura 2. Representacdo esquematica das unidades repetitivas de
carboximetilquitosana.
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Figura 3. Representagcdo esquematica das unidades repetitivas de quitina e acido
hialurénico.
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Algumas propriedades biolégicas da quitosana impulsionaram sua
utilizagdo como biopolimero. As atividades anti-bacterianas e anti-fungicas
favorecem a sua utilizagcdo em atividades cirurgicas. Esta propriedade
germicida da quitosana foi demonstrada em um amplo espectro de
microorganismos, incluindo Escherichia Coli, Pseudomonas aeruginosa,

87,59, €0 Foi também

Staphylococcus aureus e Candida albicans
demonstrado que a massa molar tem influéncia nesta propriedade. O
mecanismo suposto de acdo € o bloqueio da nutricdo dos germes
secundario a barreira criada pela quitosana no exterior da parede
bacteriana®’.

Por sua elevada massa molar e por ser caracterizada como um

polimero hidrodispersivel

, a quitosana e seus derivados tém sido
amplamente empregados em associagcdo com outros farmacos, para
liberagdo sustentada e prolongada destes *" ®>°7. Esse efeito também tem
sido evidenciado com macromoléculas, como a enzima L-asparaginase que
é utilizada no tratamento da leucemia linfoblastica aguda *°. Recentemente,
alguns artigos relatam efeito semelhante para com alguns membros da
familia dos fatores de crescimento ligados a heparina — heparin-binding
growth factors (HBGF) °" %% sugerindo que na associacéo da quitosana ou
de outros glicosaminoglicanos com estes fatores possam surgir efeitos
positivos.

Um dos constituintes da familia dos HBGF ¢é o fator de crescimento de

queratinécitos (KGF), também conhecido como fator de crescimento

fibroblastico-7 (FGF-7). Originalmente este fator foi identificado em cultura
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de fibroblastos pulmonares ", e a transcricdo do seu gene gerou uma cadeia
polipeptidica de 24 kD 7", contendo 194 aminoacidos .

O KGF é conhecido pela sua acdo sobre as células de tecidos de
linhagem ectodérmica, como a epiderme, glandula mamaria, endométrio,
epitélio gastrintestinal e respiratorio, vesicula seminal e prostata B0
KGF/FGF-7 também se mostrou efetivo no aumento da proliferagcao

| 3. Adamson®® demonstrou esta atividade nas doses de 5,15 e 30

mesotelia
ng/ml, e constatou que este efeito &€ dose-dependente.

Alguns indicios sugerem que a utilizagdo do KGF pode-se dar de
forma cruzada entre espécies. No estudo de Adamson®, realizado em ratos,
o autor ndo descreveu de qual espécie € derivado o KGF, mas pode-se
inferir, pela procedéncia da substancia, que o fator foi recombinante humano
ou bovino, ja que a R&D Systems, empresa fornecedora da substancia,
somente comercializa fator de crescimento de queratindcitos dessas duas
especies. Existe um outro estudo que demonstra a atividade do r-KGF
humano em porcos "*, reafirmando a atividade cruzada desse fator, entre
espéecies de mamiferos.

A instabilidade do KGF é outro assunto que vem sendo estudado ">"8.
Esta labilidade €& compartilhada com outros fatores de crescimento dessa
familia, heparin-binding growth factors, como o fator de crescimento
fibroblastico basico (bFGF-2). A heparina vem demonstrando ser papel
importante para estabilizacdo do bFGF-2 " ®. Tem-se atribuido este efeito

a neutralizacdo de segmentos com cargas positivas, dentro da cadeia

peptidica dos HBGFs "®. Masuoka demonstrou que a quitosana tem também
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a capacidade de estabilizar o bFGF-2 e de reduzir sua degradacao 8 Essa
funcdo estabilizadora parece estar ligada a similaridade da estrutura primaria
da heparina e da quitosana (Figura 4).

Devido a bFGF-2 ter sua estabilidade aumentada através da interacéo
com a heparina ou com a quitosana, e partilhar com o KGF das mesmas
peculiaridades nas cargas elétricas 76 existe uma grande probabilidade que
a associagao da quitosana com o KGF possa diminuir a sua labilidade. Outro
dado que corrobora com essa hipdtese € o fato de que o dermatan sulfato,
uma glicosaminoglicana semelhante na estrutura primaria com a heparina e

a quitosana, é capaz de estabilizar e potencializar o KGF .
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3. OBJETIVO

Avaliar a eficacia da associagdo do fator de crescimento de
queratinécitos com a carboximetilquitosana na reducdo das aderéncias

pericardicas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 24 porcos, da ragca Large White, machos,
orquiectomizados, com pesos entre 15 e 20 kg, provenientes de uma mesma
suinocultura na regido do Vale do Ago-MG.

Os animais foram tratados e operados de acordo com os principios
éticos na experimentagdo animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal, e com os conceitos do NIH Guide for Care and Use
of Laboratory Animals publicado em 1996.

Previamente as intervengdes cirurgicas, os suinos foram submetidos a
12 horas de jejum.

Os animais foram alocados em quatro grupos através de uma
randomizacgéo estratificada gerada pelo programa SISA (Simple Interactive
Statistical Analysis) .

No grupo controle foi utilizado o NaCl a 0,9% na intencdo de avaliar
sua influéncia na formagado das aderéncias pericardicas. Os outros grupos
foram compostos de: um grupo que recebeu carboximetilquitosana
isoladamente (CMQ), outro que recebeu fator de crescimento de
queratinécitos isoladamente (KGF) e um terceiro grupo recebeu uma
associagdo de fator de crescimento de queratindcitos com

carboximetilquitosana (KGF+CMQ).

*em http://home.clara.net/sisa/order.htm
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4.2 Locais da pesquisa

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Técnica
Operatéria da Faculdade de Medicina do Vale do Ago/lpatinga-MG.

O péds-operatério (PO) dos animais se iniciou no laboratorio onde
ocorreu a recuperacdo anestésica, a retirada da canula orotraqueal e do
dreno pleural. Apds esta fase inicial os porcos foram transferidos para a
clinica veterinaria e ficaram isolados até o 5° dia de pds-operatoério, quando,
entdo, foram liberados para a convivéncia em bando.

Apos o sacrificio, os corpos dos animais foram encaminhados para o
aterro sanitario da empresa Queiroz-Galvao em Santana do Paraiso-MG.

A analise histopatologica da aderéncia foi realizada no Laboratdrio de
Anatomia Patolégica do InCor - FMUSP.

A amostra de carboximetilquitosana foi analisada por meio de
colaboracéo cientifica com o Departamento de Fisico-Quimica do Instituto de

Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo.

4.3 Carboximetilquitosana

Uma quantidade de 500 g de carboximetilquitosana com 63% de
acetilagao foi adquirida da Dayang Chemicals CO./China na forma de po6. A
substéancia foi dividida em aliquotas de 4 g e submetida a esterilizagdo em
autoclave da marca BAUMER. O processo consistiu em 5 min. de pré-vacuo,

9 min. de aquecimento até 134 °C, 15 min. de esterilizagdo com calor umido,
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na pressao de 2,1 kgf/cmz, e posterior secagem por 10 min. com calor seco
na mesma temperatura.
A carboximetilquitosana, esterilizada e nao esterilizada, foram
submetidas a analises fisico-quimicas:
e mensuragao do potencial hidrogenidnico;
e analises termogravimétricas;
e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
("H RMN);
e espectroscopia no infravermelho.
Os processos seguiram os métodos descritos nos estudos realizados
por Campana-Filho e cols. %% &,
Um gel de carboximetilquitosana a 4% foi preparado através da
dissolugédo da carboximetilquitosana estéril em agua bidestilada estéril. Este

gel foi mantido em agitador rotacional, em temperatura de 25 °C, durante 24

horas.

4.4 Fator de crescimento de queratinécitos

O KGF foi adquirido da Sigma-Aldrich Corporation/Estados Unidos da
América e foi armazenado a uma temperatura de -20 °C até a sua
reconstituicdo. A preparagdo do KGF recombinante humano se deu atraves
da dissolugdo do preparado liofilizado, contendo 10 pg, com solugdo de
tampdo fosfato (PBS) filtrada através de membrana com porosidade de 0,2
M. Aliquotas de 3 ml contendo 111 ng/ml foram separadas e armazenadas a

-20 °C.



22

4.5 Preparo das solugodes utilizadas no experimento

No preparo das amostras foram utilizadas, além da CMQ e do KGF ,
solucéo de cloreto de sédio a 0,9% estéril (Halex Istar Farmacéutica/Brasil) e
agua bidestilada estéril (Fresenius Kabi/Brasil).

As amostras utilizadas em cada grupo foram preparadas como se segue
abaixo:

e Controle: foi utilizado 15 ml de NaCl a 0,9%.

o KGF+CMQ: no momento da utilizagéo, a aliquota de KGF a ser utilizada
foi trazida a temperatura ambiente e dissolvido em 12 ml do gel de
carboximetilquitosana a 4%, constituindo-se uma nova preparagéo (15
ml) contendo 22 ng/ml de KGF + carboximetilquitosana a 3,2%
(KGF+CMQ).

e KGF: no momento da utilizagdo a aliquota de KGF a ser utilizada foi
trazida a temperatura ambiente e dissolvida em 12 ml de agua
bidestilada, constituindo-se uma nova solugdo contendo 22 ng/ml de
KGF.

e CMAQ: no momento da utilizagdo 12 ml do gel de carboximetilquitosana a
4% foi dissolvido com 3 ml de agua bidestilada, constituindo-se uma nova

preparagao contendo carboximetilquitosana a 3,2%.
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4.6 Experimento animal

Os porcos foram pré-medicados com quetamina (10 mg/kg) e atropina
(0,05 mg/kg). Receberam, por via intramuscular, em dose preconizada para
0 peso, uma solugdo veterinaria contendo benzilpenicilina potassica,
benzilpenicilina procaina, penicilina benzatina e estreptomicina. Foi
puncionada uma veia marginal na face dorsal do pavilhdo auricular do
animal e instalada uma linha venosa para hidratacdo e administracdo de
medicamentos. Os animais foram posicionados em decubito dorsal e
monitorizados com eletrocardiografia continua. A anestesia geral foi induzida
com tiopental sédico (10mg/kg). Através de laringoscopia direta a fenda
gldtica foi visibilizada e anestesiada com lidocaina spray a 10% para evitar
laringo-espasmo. Apds o posicionamento da canula orotraqueal o animal foi
conectado ao dispositivo de ventilagdo mecénica (CALGIMED — ANTARES),
que foi programado para oferecer um volume corrente de 10ml/kg e fragao
inspirada de oxigénio de 100%. A manutencdo da anestesia foi feita com
isoflurano 0,5-2%, fentanil (0,05 ug/kg) e tiopental.

O suino foi reposicionado para decubito lateral esquerdo e o hemitorax
direito tricotomizado.

Apos antissepsia com clorexedina degermante a 4% e clorexedina
alcodlica a 2%, a regiao operatoria foi delimitada com campos estéreis.

ApoOs toracotomia antero-lateral direita, o pericardio foi identificado e

aberto anteriormente ao nervo frénico. Seis pontos, de algoddo 2-0, foram
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aplicados nas bordas da incisdo do pericardio para melhor exposicdo da
cavidade pericardica.

Uma sutura em bolsa foi realizada na auricula direita, no atrio direito
préximo a veia cava inferior e na aorta ascendente; em todas as suturas foi
utilizado fio de poliester 2-0. O epicardio e a superficie interna do pericardio
parietal foram submetidos a abrasdo mecanica, através de 10 movimentos
consecutivos nas seguintes regides do coragao: atrio direito; faces anterior
e inferior do ventriculo direito (VD); e faces anterior, lateral e inferior do
ventriculo esquerdo (VE). O agente abrasivo consistiu-se numa lixa d’agua
(NORTON/ADALOX® T 223), com granulometria 280, montada sobre a
extremidade de uma espatula de madeira com area de 1,5 x 1,0cm. O
conjunto lixa-espatula foi previamente montado e levado a autoclave para
esterilizagdo.

Vinte centimetros cubicos de sangue autdlogo, adquiridos através de
puncdo da auricula direita, foram aplicados na cavidade pericardica
permanecendo nesta durante 30 minutos sendo, entdo, posteriormente
aspirados.

Um cateter multi-fenestrado de PVC foi implantado, por contra-
abertura, na cavidade pericardica e posicionado de modo que os orificios
estivessem em contato com as superficies de todas as faces do coracéo.

O pericardio foi fechado mediante uma linha de sutura unica, em
chuleio continuo, com fio de polipropileno 4-0.

Antes do fechamento da toracotomia as solu¢des foram injetas pelo

cateter, de acordo com a randomizag¢do. Ao final da administracdo das
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substancias o cateter foi retirado e seu orificio suturado de forma que nao
houvesse escape significativo da solugdo aplicada. O hemitérax direito foi
drenado a dois espacos intercostais abaixo da incisdo, com um dreno tubular
de didmetro de 18 French, e conectado a um dispositivo de selo d’agua. As
atelectasias foram desfeitas através da insuflagdo manual dos pulmdes. O
espaco intercostal utilizado foi aproximado com 3 fios de algoddao 2. A
musculatura seccionada foi suturada com fio de Catgut cromado 0. A pele foi
fechada com sutura intradérmica de fio de nylon 2.0.

O animal foi identificado e o plano anestésico superficializado até que
ocorresse o despertar e em seguida foi realizada a retirada da cénula
orotraqueal. O dreno toracico foi sacado apds 20 min da cessacao da saida
de bolhas de ar no selo d’agua.

O animal foi alimentado 6 horas apds o fim do procedimento e

recebeu doses intermitentes de morfina intramuscular como analgésico.

4.7 Sacrificio

O sacrificio ocorreu apés 8 semanas do experimento. A abordagem
anestésica foi idéntica ao experimento excetuando-se a administracdo dos
antibioticos.

Em decubito dorsal os animais foram tricotomizados. Procedeu-se a
anti-sepsia da pele com solugdo de clorexedina alcodlica a 2% e delimitagao

do campo cirurgico, com panos estéreis, para a toracotomia mediana.
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As aderéncias existentes foram classificadas de acordo com a sua
intensidade, através de critérios ja utilizados por outros autores 2* 4% %% %6
(Tabela 1). Os locais para analise macroscopica foram: (l) face anterior do
VD e VE, (ll) face lateral do VE, (lll) face inferior do VD e VE, (IV) linha de
sutura do fechamento do pericardio, (V) sutura inferior no atrio e (VI) sutura
na aorta.

Um escore de severidade, denominado escore total, foi calculado
somando-se o escore de cada segmento analisado.

O tempo, desde a abertura do pericardio até o fim da lise das
aderéncias foi contado em cronémetro digital.

Duas cameras foram posicionadas, para gravagdo das imagens e
posterior quantificacdo do numero absoluto de vezes que foi utilizado um
instrumento cortante na lise das aderéncias. A primeira camera (webcam -
ELGIN CVC 2300) foi posicionada perpendicularmente ao térax do animal
adquirindo as imagens no sentido antero-posterior. A segunda camera digital
(FUJI FINEPIX S9600) foi colocada na porgdo mais caudal da mesa
cirurgica, apoiada em um tripé, de modo a obter as imagens do térax no
sentido caudo-cranial.

Apos a lise das aderéncias, o sacrificio do animal era realizado com a
administragao de tiopental sédico, na dose ja descrita, seguido de 20 ml de

cloreto de potassio 19,1% em bolus.



Tabela 1. Sistema de classificacdo das aderéncias.
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Escore de Caracteristicas
aderéncia
0 Sem aderéncias.

Aderéncias frouxas: sédo facilmente desfeitas com
disseccgao romba, tém um plano espumoso caracteristico
entre as superficies e apresentam pouco sangramento.

Aderéncias intermediarias: sao desfeitas com dissecc¢éo
romba mais agressiva ou com utilizagdo de pouca
dissecgao cortante, tém um plano identificavel entre as
superficies e resulta em sangramento moderado.

Aderéncias firmes: s6 se desfazem com dissecgao
cortante, ndo tém um plano bem definido entre as
superficies e que sangram facilmente.
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O coracao e o pericardio eram retirados em bloco. Em local separado
foi obtido um segmento, onde as aderéncias ndo foram desfeitas, localizado
entre a sutura em bolsa da regido inferior no atrio, e a sutura em bolsa do
apéndice auricular. As estruturas da bidpsia representam, do exterior para o
interior, o pericardio parietal, a aderéncia e a parede do atrio direito. Esse
fragmento foi fixado em solugdo tamponada de formol a 10%, durante 48

horas.

4.8 Estudo anatomopatolégico

Apoés processamento histoldgico habitual, foram confeccionados os
blocos de parafina contendo o fragmento da biopsia. Posteriormente, dois
cortes de 5 pu de espessura foram obtidos e corados com
hematoxilina/eosina e Sirius Red % 8°.

As laminas foram recodificadas de maneira que o observador nao
reconhecesse o grupo ao qual o animal pertencia a fim de evitar bias durante
a analise.

A coloragdo com hematoxilina/eosina foi utilizada para uma
visibilizagdo geral do tecido. Os fragmentos corados com o Sirius Red foram
utilizados para analise morfométrica semi-quantitativa. Avaliaram-se as
laminas através de microscopia Optica, utilizando-se uma objetiva com
capacidade de magnificacdo de 5x. As imagens foram digitalizadas, em uma
resolugcdo de 768 x 576 (vertical x horizontal) pixels, com uma camera de

video digital (JVC KY-F55B, JAPAQO) conectada ao microscépio. O tamanho
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do pixel, foi convertido em micrémetros e a analise da imagem foi realizada
empregando-se um software (Quantimet-Leica, Leica Cambridge Ltd.,

Cambridge, Reino Unido).

4.8.1 Avaliagdo morfométrica

Trés segmentos foram o foco da analise morfométrica: o pericardio
parietal, a aderéncia e o epicardio. Os limites dos dois primeiros estavam
Obvios. Para melhor padronizacéo, o epicardio foi definido como o espaco
compreendido entre a margem externa do miocardio e o inicio da aderéncia.

A drea de cada um desses segmentos foram calculadas
separadamente, através de uma ferramenta do programa de computador
utilizado (Figuras 5, 6, 7).

Sendo a coloragédo Sirius Red especifica para fibras colagenas, foi
possivel, medir, através da analise digital de cores, a area ocupada por
estas fibras no pericardio parietal, aderéncia e epicardio (Figuras 8 ,9, 10).

A proporcédo de colageno foi inferida matematicamente mediante a
divisdo da area de fibras colagenas dentro do segmento pela area do

segmento analisado.
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Figura 5. Area do pericardio parietal. Coloracéo de Sirius Red. (x5)
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Figura 6. Area da aderéncia. Coloragdo de Sirius Red. (x5)
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Figura 10. Area de colageno no epicéardio. Coloracdo de Sirius Red. (x5)
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4.9 Analise estatistica

4.9.1 Analise descritiva

Para as variaveis categdricas esta analise foi realizada através da
observacdo dos valores da mediana, minimo e maximo. Nas variaveis

continuas foram expressos os valores da média e desvio-padrao.

4.9.2 Analise comparativa

Para se testar a homogeneidade dos grupos em relagéo as variaveis
categoricas foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para amostras
independentes. Apds a aplicagdo do teste Kruskal-Wallis, foi utilizado e
teste de Dunn para comparagdes mutiplas.

Para a comparagdo dos quatro grupos em relagdo as variaveis
quantitativas foi utilizado o teste one-way ANOVA para analise de variancia,
com posterior utilizagdo do teste de Bonferroni para comparag¢des multiplas.

Foi esabelecido o coeficiente de determinacdo (r’) para analisar a
correlagao entre o escore total e o tempo de dissec¢cdo das aderéncias, e
entre o escore total e a quantidade de dissecgéo cruenta empregada na lise

das aderéncias.
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Todos os testes foram realizados no software GraphPad Prism,
versao 5.01. Foi admitido como limite para significancia estatistica um erro

alfa (tipo 1) de 5%.

4.10 Analise de risco

A prevengdo de riscos, em relagdo a seguranga envolveram o trato
com animais e a manipulagdo de agentes biologicos e reagentes quimicos.
Um médico veterinario acompanhou todo o processo de experimentagcao
animal, para avaliacdo da saude do animal e para controle de zoonoses.
Foram utilizados EPIs (equipamento de protegcédo individual) em todas as
tarefas, durante a pesquisa. O residuos biologicos foram acondicionados
conforme os riscos. Os residuos possivelmente contaminantes, como

instrumentos pérfuro-cortantes, foram incinerados.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise da carboximetilquitosana

5.1.1 Mensuragéo do potencial hidrogenidnico (pH)

As medidas do pH foram realizadas apos agitagdo magnética da CMQ
4% durante 3 dias, a temperatura ambiente. Apds esse periodo foi
observado que a solugdo nado esterilizada (CMQNEst) apresentava cor
amarelo e a esterilizada (CMQEst), cor marrom claro. Em ambas observou-
se a presenca de material insoluvel em suspensdo. Foi utilizado pHmetro
para as medidas. Os resultados ndo diferiram nas amostras, estando o pH

igual a 8,9.

5.1.2 Analise termogravimétrica

Os valores e as curvas resultantes sdo mostrados na Tabela 2 e na
Figura 11, respectivamente.

As amostras se comportaram de forma muito semelhante, diferindo
somente quanto ao teor de umidade. As amostras submetidas a esterilizagao
tinham um teor maior de agua.

A partir desse resultado, ndo se podem distinguir as amostras
esterilizadas e nao-esterilizadas, quanto a decomposicdo e estabilidade

térmica.



36

Tabela 2. Analise termogravimétrica. Variagdo da massa da amostra em

funcao da temperatura.

Temperatura (°C)

25-100 100-310 310-550 550-750
CMQNEst 13,6 27,6 121 25,2
CMQEst 16,6 28,0 121 25,9
CMQEst 16,6 28,4 14,8 25,5

Os valores representam perda de massa (%)
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5.1.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ('H
RMN)

A comparacdo dos espectros das amostras CMQEst e CMQNEst
(Figura 12) nao revela diferengas importantes. Os espectros das amostras,
também, exibem semelhanca com as amostras de Campana-Filho e cols. .

Ainda na mesma figura, o sinal mais a direita (=2,5 ppm) € bem
pouco intenso e deve ser atribuido aos trés atomos de hidrogénio dos
grupos metila da acetamida, indicando que a quitosana empregada para
preparar as amostras de CMQ ¢é consideravelmente desacetilada.

Entre 3,5 ppm e 4,0 ppm estdo os sinais atribuidos a introducéo de
um ou dois grupamentos de carboximetila em radicais amino da quitosana.
Os sinais sdo devidos a introdugdo de grupamento carboximetila nas
hidroxilas da quitosana de partida aparecem acima de 4,0ppm e se
superpbéem a outros sinais, dificultando a identificacdo. Apesar disso é

possivel caracterizar a amostra utilizada como O,N-carboximetilquitosana.
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Figura 12. Espectros 'H RMN de CMQEst e CMQNEst capturados a partir
de solugdes das amostras em D>,O/HCI (100/1 v/v) e adquiridos a
80°C.
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5.1.4 Espectroscopia de infravermelho

Observa-se, também, nesse caso, que 0s espectros sao muito
semelhantes entre as amostras, indicando que a esterilizagdo ndo provocou
alteracdes importantes na estrutura das amostras (Figura 13).

Em comparagcdo com as amostras preparadas por Campana-Filho e
cols., % pode-se afirmar que as amostras da Dayang Chemicals estdo na
forma sodica, o que é evidenciado pelas bandas intensas localizadas em,
aproximadamente, 1410cm™ e 1600cm™.

Em todos os espectros ha uma banda muito intensa em
aproximadamente 1100cm™’ que se refere as ligagbes glicosidicas, entre as

unidades constituintes do polimero.

5.2 Complicagoes pos-operatorias

Ocorreu um o6bito, antes do sacrificio, em um animal do grupo CMQ,
devido a infecgao respiratoria. Dois animais, um do grupo CMQ e outro do
grupo KGF, apresentaram infeccdo e deiscéncia da ferida cirurgica,
necessitando desbridamento e curativo. Um animal do grupo controle
apresentou laceracdo extensa do ventriculo direito durante a esternotomia
mediana, e consequentemente a aquisicdo de dados, nesse animal foi

prejudicada.
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5.3 Analise macroscépica

Os resultados da andlise da intensidade das aderéncias, baseada nas
especificagbes da Tabela 1, foram expressos os resultados de acordo com
cada sitio avaliado em valores de mediana, valor minimo e maximo (Tabela
3). Para todas as regides foi encontrada uma diferenga significativa entre os
escores dos grupos (teste de Kruskal-Wallis com p<0,01).

A magnitude da redugdo das adesbes em cada grupo, descrita
através do escore total (Tabela 4), estda demonstrada na Figura 14. Quando
comparada ao controle, a associacdo KGF+CMQ se mostrou altamente
significativa (p<0,01) (Tabela 5) (Figura 15) na redugdo do escore das
aderéncias. O KGF também se mostrou efetivo (0,01<p<0,05) (Figura 16). A
CMQ néo alcangou nivel de significancia estatistica, mas a analise do grafico
(Figura 17) sugere efetividade da substancia em relacdo ao controle. Na
comparagao da solugdo de KGF+CMQ, com o KGF (Figura 18) e a CMQ
(Figura 19) nota-se uma diferenga estatisticamente significativa (p<0,01),

sugerindo um efeito aditivo entre as duas substancias.

5.3.1 Parede anterior e sutura na aorta

O teste de Dunn para comparagbes multiplas foi utilizado, apds
aplicacao do teste de Kruskal-Wallis, para avaliar cada regido em relagéo ao
tratamento aplicado. Na parede anterior, em comparagdo com o controle, a
combinagdo KGF+CMQ mostrou-se efetiva (p<0,01). O KGF utilizado
isoladamente também foi eficaz (0,01<p<0,05). Ndo houve diferencga,
estatisticamente significativa, entre o controle versus a CMQ, entre o
KGF+CMQ versus os grupos KGF ou CMQ e entre o KGF versus a CMQ
(Tabela 3).



Tabela 3. Classificacdo macroscépica das aderéncias.
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GRUPO Face Face Face Linhade Sutura  Sutura
anterior lateral inferior sutura no atrio na aorta
Controle 3,0 2,0 3,0 3,0 3,0 3,0
(2-3) (2-3) (2-3) (3-3) (3-3) (2-3)
KGF + 1,0 1,0 1,0 2,0 1,0 2,0
cMQ (1-2)= (1-1)* (1-1) (1-2)* (1-1) (1-2)*
KGF 1=5 1=5 2,0 3,0 2,0 2,0
(1-2)* (0-2)** (1-2) (2-3) (2-3) (1-2)**
2,0 1,0 2,0 3,0 2,0 2,0
cma (1-2) (1-2) (1-2) (2-3)t (1-3) (1-2)

Dados apresentados em mediana (min. — max.)
p<0,01 - Teste de Kruskal-Wallis
Teste de Dunn:

*p<0,001 versus controle; **p<0,01 versus controle; *** p<0,05 versus

controle
Tp<0,05 versus KGF+CMQ

Tabela 4. Avaliagdo cumulativa das aderéncias nos segmentos de analise

macroscopica (Escore Total)

Controle KGF+CMQ KGF CcMQ
g Mediana 17,0 7,0 11,5 12,0
% Maximo 18,0 9,0 12,0 14,0
ub’: Minimo 15,0 6,0 9,0 9,0

p=0,0003 - Teste de Kruskal-Wallis
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Escore total

Figura 14. Intensidade das aderéncias avaliada pelo Escore Total
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Tabela 5. Analise comparativa multipla entre os grupos baseada no Escore

Total
Controle KGF+CMQ KGF cMQ
Controle — p<0,01 p<0,05 NS
KGF+CMQ p<0,01 - p<0,01 p<0,01
KGF p<0,05 p<0,01 - NS
cMQ NS p<0,01 NS -

Teste de Dunn
NS — Sem significancia estatistica
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Figura 15. Comparagéo do Escore Total. Grupo Controle vs KGF+CMQ.
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Figura 16. Comparagéo do Escore Total. Grupo Controle vs KGF.
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Escore total
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Figura 17. Comparagéo do Escore Total. Grupo Controle vs CMQ.

20+

154

Escore total
>
(]

p<0,01

Figura 18. Comparagéo do Escore Total. Grupo KGF+CMQ vs KGF.
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Figura 19. Comparacéo do Escore Total. Grupo KGF+CMQ vs CMQ.
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5.3.2 Parede lateral

Em relagdo ao controle, a combinagdo KGF+CMQ mostrou-se ativa
na reducdo das aderéncias (p<0,001) juntamente com o KGF e a CMQ
quando utilizados isoladamente (0,01<p<0,05). Foi encontrada, na parede
lateral, diferenca significativa quando se comparou a KGF+CMQ versus a
CMQ(0,01<p<0,05). Nao houve diferenga, estatisticamente significativa,
entre a KGF+CMQ versus o grupo KGF e entre o KGF versus o CMQ
(Tabela 3).

5.3.3 Parede inferior e sutura no atrio direito

Nestas regides, a associacdo KGF+CMQ foi altamente significante na
reducéo das aderéncias, em relagéao ao controle (P<0,001). O uso do KGF e
da CMQ isolados n&o mostrou significancia em relagdo ao controle. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre a KGF+CMQ, versus os
grupos KGF ou CMQ e entre o KGF versus a CMQ. (Tabela 3)

5.3.4 Linha de sutura

A associagdo KGF+CMQ reduziu as aderéncias no local, de forma
significativa (p<0,01) em relagdo ao controle, 0 mesmo ndo acontecendo
com o uso do KGF e CMQ isolados. Foi evidenciada uma diferenca
significativa entre os grupos KGF+CMQ versus CMQ (0,01<p<0,05). Nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre a KGF+CMQ versus o
grupo KGF, e entre o KGF versus o CMQ.(Tabela 3)
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5.4 Avaliagao quantitativa do uso de dissec¢ao cruenta

O numero de movimentos de dissecgcao cortante, necessario para a
lise das aderéncias, foi de 2924101, 29411, 82428, 72423 nos grupos
controle, KGF+CMQ, KGF e CMQ, respectivamente. Uma diferenca
significativa (p<0,0001), entre os grupos, foi encontrada através da analise
de variancia, one-way ANOVA. Para identificacdo dos grupos envolvidos
nessa diferenca, foi utilizado o teste de Bonferroni para comparacdes
multiplas. Em relagdo ao controle, essa avaliagdo revelou que todos os
grupos de tratamento reduziram significativamente (p<0,001) a quantidade
de dissecgao cruenta (Figura 20). Nao existiu diferenca estatisticamente
significativa entre a KGF+CMQ versus os grupos KGF ou CMQ e entre o
KGF versus a CMQ.

A quantidade de disseccdo cruenta apresentou uma correlagcéo
intensa (r* = 0,9155) com o escore total das aderéncias (Figura 21).

5.5 Avaliacao do tempo de dissecgao

A média £ desvio padrao foi calculada para o tempo de disseccao
necessario a abertura do pericardio e a lise das aderéncias, nas regioes
anteriormente referidas (secgéo 4.7). Os tempos foram 33,9+9,2 min para o
grupo controle; 7,1£0,6 min. no grupo KGF+CMQ, 9,2+1,4 min. no grupo
KGF e 9,841,5 min. no grupo CMQ (Figura 22).

A analise de variancia, one-way ANOVA, evidenciou uma diferenca
significativa (p<0,0001) entre os grupos. A analise, através do teste de
Bonferroni evidenciou diminuigdo significativa (p<0,001) no tempo de
dissecgao, em todos os trés grupos tratamento, quando comparados com o
controle. Nao existiu diferenga estatisticamente significativa entre a
KGF+CMQ versus os grupos KGF ou CMQ e entre o KGF versus a CMQ.
(Figura 22).



Disseccao cruenta

500+

400+

300-

200-

100+

Figura 20. Avaliagdo quantitativa do uso de dissecgao cruenta.
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Spearmanr = 0,9319
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Figura 21. Correlacdo exponencial entre o escore total e a quantidade de
disseccao cruenta.



Tempo de disseccao

Figura 22. Analise do tempo de dissec¢ao das aderéncias.
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O tempo de disseccdo, também, apresentou uma correlagao
exponencial intensa (r? = 0,9174), com o escore total das aderéncias (Figura
23).

5.6 Analise morfométrica das laminas histolégicas (Tabelas 6, 7, 8)

Na analise morfométrica digital do fragmento histolégico notou-se, que
em relagdo ao controle, a combinagdo do KGF+CMQ reduziu a area do
pericardio parietal, da aderéncia e do epicardio. A quantidade de colageno,
nestes segmentos, também se apresentou menos intensa neste grupo. A
propor¢cao de colageno na aderéncia também foi menor nos animais que
receberam KGF+CMQ.

No grupo que recebeu KGF isoladamente, notou-se, em relacdo ao
controle, uma reducgdo, na area do pericardio parietal, da aderéncia e do
epicardio. Neste mesmo grupo, a quantidade de colageno, em todos os
segmentos analisados, foi menor.

A CMQ, quando utilizada isoladamente, reduziu a area do epicardio

de forma estatisticamente significativa, quando comparada ao controle.
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Figura 23. Correlacdo exponencial entre o escore total e o tempo de
disseccéo.



Tabela 6. Medidas morfométricas do pericardio parietal obtidas através do
analisador de imagens (QUANTIMET). Coloragao de Sirius Red

(5x)
Grupo A.re'a d.o st coﬁlg:nieno % de collé'gep °
pericardio pericardio no pericardio
Controle  60,9(+26,1) 58,2(+2,4) 96,1 (+2,0)
KGF+CMQ  26,6(+5,9)" 24,8(15,6)" 93,0 (£5,0)
KGF 26,0(+3,8)" 25,1(3,2)" 96,6 (+2,7)
cMmQ 45,6(+10,8) 43,5(+10,7) 95,2 (£3,5)

Todos valores sdo média+desvio-padréo e em p?

one-way ANOVA: Tp = 0,001;

Teste de Bonferroni: *p<0,05 versus controle; **p<0,01 versus controle
$ valor x 10™
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Tabela 7. Medidas morfométricas da aderéncia obtidas através do

analisador de imagens (QUANTIMET). Coloragao de Sirius Red

(5x)

Grupo Area da cogre:niena % de colageno
up aderéncia % genc s na aderéncia *

aderéncia
Controle  61,7(+25,9) 26,2(£15,3) 41,8(+10,4)
KGF+CMQ  31,9(+9,8) 6,7(£2,2)" 21,8(+6,7)
KGF 26,2(+13,2) 9,9(+5,9) 36,3(15,5)
cMQ 44,1(£12,9) 15,9(+6,8) 37,4(£14,2)

Todos valores sdo média+desvio-padréo e em p?
one-way ANOVA: #p = 0,01; Tp = 0,008; *p = 0,007;

Teste de Bonferroni: *p<0,05 versus controle; **p<0,01 versus controle

S valor x 107
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Tabela 8. Medidas morfométricas do epicardio obtidas através do
analisador de imagens (QUANTIMET). Coloragao de Sirius Red

(5x)
G Aremde,  coligenono %o coldseno
epicardio %
Controle  65,2(+25,7) 44,0(+22,2) 66,4(£13,7)
KGF+CMQ  24,3(+15,9)" 16,4(+13,6) 68,2(+27,7)
KGF 23,8(+13,7)" 17,8(£10,5) 74,3(x7,0)
cMmQ 29,6(+18,3) 18,9(+11,7) 64,0(+21,9)

Todos valores sdo médiatdesvio-padrdo e em u?

one-way ANOVA: *p = 0,01; Tp = 0,003

Teste de Bonferroni: *p<0,05 versus controle; **p<0,01 versus controle
8 valor x 107
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6. DISCUSSAO

As reoperacdes cardiovasculares tém sido cada vez mais frequentes.
Hoje, somente nos Estados Unidos da América, sdo realizadas
aproximadamente 50.000 reoperacdes por ano . Estas intervences néo
estdo limitadas a uma faixa etaria especifica, abrangendo desde o infante
até o nonagenario. Porém, com o aumento da expectativa de vida e da
sobrevida apds as intervencdes cardiovasculares, crescem as chances de
uma pessoa, na fase adulta, necessitar uma nova abordagem cirurgica.

Por este motivo, 0 assunto vem sendo tema de pesquisa em diversos
centros de referéncia, no mundo. Em paises mais desenvolvidos, as
reoperagdes sao objeto de estudo, justamente pela longevidade da
populagdo. Ja em paises subdesenvolvidos, a febre reumatica é responsavel
por um grande numero de cirurgias valvares, acarretando, por conseguinte,
um aumento nas reoperagdes, devido as disfungdes das proteses. No Brasil,
estima-se que cerca de 30% das operag¢des cardiacas s&do valvares, e a
febre reumatica é a etiologia dominante %" 88,

As reoperagbes sdo tecnicamente mais dificeis do que as suas
antecessoras. A re-esternotomia € um procedimento perigoso, com uma taxa

2, 8

de acidentes ndo desprezivel , 0 que consequentemente eleva a

mortalidade & 7.

Alguns autores sugerem a utilizaggdo de métodos
radiolégicos para identificagdo de situagées de maior risco. Macmanus 8
Antunes % e Loop ° apontam a radiografia do térax em perfil, como uma

opgao. Mais recentemente a tomografia computadorizada e a ressonancia
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magnética tém sido utilizadas por outros especialistas °""°° para esse mesmo

fim. Morishita % advoga a instalagdo da circulagdo extracorpérea antes da
abertura do térax, quando as imagens da tomografia sugerirem um alto risco
de injuria durante a reabertura do esterno.

Durante a re-esternotomia pode-se utilizar de algumas técnicas para
reduzir os incidentes causados pela existéncia das aderéncias: manutengao
dos fios de ago durante a osteotomia " %°; hiperinsuflagdo dos pulmdes %;
tragdo da tabua 6ssea ¥ com pingas do tipo Bachaus ®'; abertura inicial de
toda tabua externa com serra oscilante e, em seguida, abertura da tabua
posterior com tesoura %; e uso do ostedtomo de Lebsche, para abertura da
tabua posterior do esterno %.

A toracotomia lateral é uma alternativa que pode ser empregada
durante as reoperagdes para revascularizagcao do miocardio, quando a
anastomose da artéria toracica interna esquerda, para o0 ramo
interventricular anterior, encontra-se pérvia 100 A toracotomia lateral direita
também pode ser utilizada para lise das aderéncias retroesternais,
precedendo a realizagdo da esternotomia mediana. Mais recentemente foi
introduzida a videotoracoscopia, associada a retratores especiais para a
mesma finalidade %. Mejia "', em 2005, descreveu a hidrodisseccdo como
mais uma técnica para reduzir os riscos de acidentes. Esse procedimento
consiste na infus&do, através de uma agulha de anestesia subdural, de 100 a
200 ml de solucdo cristaléide no espago retroesternal. Apesar de

experiéncias bem sucedidas, o autor recomenda o uso da ecocardiografia
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intraoperatoria, quando for necessario a utilizacdo de um volume maior que
200ml, devido ao risco de tamponamento cardiaco.

Os meétodos descritos anteriormente sao indispensaveis na
atualidade, a fim de reduzir a morbidade das reoperacbes Eles, porém,
tratam apenas o problema criado pelas adesdes. Adicionalmente, eles
aumentam o tempo operatério, demandam habilidades e cuidados
especificos por parte da equipe cirurgica, além de nao solucionar os
inconvenientes das aderéncias intrapericardicas. Por isso, novas solugdes
estdo sendo investigadas tendo como foco a prevengao.

Na corrente preventiva, ha varios elementos que vém sendo utilizados
como meétodos de barreira e, dentre eles, os biopolimeros tém sido os que
apresentam melhores resultados experimentais, na cavidade pericardica.
Entretanto, alguns deles ja estdo sendo comercializados com a finalidade de
prevencdo de aderéncias peritoneais: Celulose oxidada regenerada —
Interceed TC7 (Ethicon / Johnson & Johnson); Polietilenoglicol — CoSeal
(Baxter); Carboximetilcelulose + Acido hialurénico — Seprafilm e Sepragel
(Genzyme); Carboximetilquitosana — NOCC (Kytogenics Pharmaceuticals).

Poucos s&o os ensaios clinicos concluidos cujo objeto de estudo é o
pericardio, pois 0s ensaios, normalmente, demandam um tempo longo para

verificagdo dos resultados. Duvernoy ¥

utilizou a tomografia
computadorizada para avaliar a eficacia do poli(hidroxibutirato), apos 24
meses de seguimento, ndo precisando aguardar a ocorréncia de uma nova

intervencgdo cirurgica para estimar os seus efeitos. Apesar da escassez de

trabalhos em humanos, os resultados dos trabalhos experimentais sobre a
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prevencdo de aderéncias pericardicas ndo deixam duvidas de que os
biopolimeros sao recursos muito eficazes. Porém, mesmo sendo capazes de
reduzir significativamente a intensidade das aderéncias, eles ndo sé&o
suficientes para elimina-las, quando utilizados isoladamente.

Uma carboximetilquitosana, esterilizada por um método ainda nao
descrito na literatura foi utilizada no nosso estudo como agente de barreira.
Em similaridade aos resultados de Krause °', encontramos que a
carboximetilquitosana termo-estéril, quando utilizada isoladamente, foi capaz
de reduzir a formacao das aderéncias pericardicas. Isto foi evidenciado pela
reducdo significativa do tempo necessario para desprender o coragdo de
outras estruturas aderidas a ele, e por uma diminuicdo na necessidade de
dissecgao cortante. A Figura 12 deste trabalho sugere uma redugdo no
escore total das aderéncias, nesse grupo; esta porém nao foi
estatisticamente significativa. O menor niumero de animais neste grupo pode
ter sido o fator que gerou a divergéncia entre a analise visual do grafico e a
estatistica.

Através da analise dos resultados do grupo que somente utilizou o
KGF, confirmamos a nossa hipotese de que o uso desse fator de
crescimento é efetivo, mesmo isoladamente, na redu¢cdo da formacédo de
aderéncias pericardicas. Comparado com o controle, a utilizagdo do KGF
revelou diferencas significativas em todos os parametros relacionados com a
intensidade das aderéncias. O estudo de Adamson *, demonstrando um
aumento da proliferacdo das células mesoteliais com o uso do KGF, e o

nosso, evidenciando uma reducgao significativa nas aderéncias ocorrida no
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grupo que utilizou o KGF isoladamente, sugerem que as células mesoteliais
estdo implicadas diretamente no processo de diminuicdo das adesdes. A
reducdo da atividade fibrinolitica do pericardio lesado ® e a prevencéo das
aderéncias poés-operatorias induzidas pelo uso de agentes fibrinoliticos 2
como a estreptoquinase, apontam que a perda da capacidade de fibrindlise
das células mesoteliais € um fator singular na formagao das aderéncias. E
provavel que a recuperacao da atividade fibrinolitica das células mesoteliais,
com o uso do KGF, seja um dos mecanismos envolvidos no processo da
prevencdo. Ainda € necessario esclarecer se o KFG influencia esta atividade
fibrinolitica, aumentando o numero efetivo de células, ou exacerbando-a no
mesotélio nado lesado. Independente da concluséo, esta claro que as células
mesoteliais atuam como pivd no processo de reparo do pericardio lesado, e
que novas terapéuticas devem ser dirigidas para modulagdo da atividade
destas células.

Apesar de avaliar os efeitos isolados da carboximetilquitosana e do
KGF, o nosso estudo teve como principal propdsito abordar a terapéutica
combinada dos dois elementos, baseando-se na fisiopatologia do reparo
tecidual.

O grupo que utilizou a combinac&o do biopolimero CMQ associado ao
KGF apresentou a maior redugdo no escore das aderéncias (Figura 12).
Este achado indica que ha uma interagao positiva entre as duas substancias.
Ha algumas explicagbes possiveis para esta sinergia. A manutenc&o de uma
concentragdo efetiva constante do fator de crescimento na cavidade,

propiciada pela carboximetilquitosana, € uma delas. Alguns autores ja
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descreveram a utilizagdo da CMQ como agente de modulagéo na liberagao
gradual de drogas, inclusive a de macromoléculas °" ®°%". Esta caracteristica
se deve ao fato de possuir, a CMQ, elevada massa molar, ser
hidrodispersivel e biodegradavel " ®°. Um outro mecanismo provavel, que
explica a sinergia entre a CMQ e o KGF, € o de que a CMQ confere maior
estabilidade ao KGF, devido a neutralizagdo de segmentos peptidicos de
carga elétrica positiva, que s&o tidos como responsaveis pela labilidade do
fator de crescimento "°. Esta mesma propriedade foi demonstrada utilizando-
se outras glicosaminoglicanas % e com outros membros da familias dos
heparin-binding growth factors (HBGF) 7" 8081,

Este estudo apresentou pela primeira vez um novo conceito para
mensuragdo da intensidade das aderéncias. Até agora, a literatura
considerava o método baseado em escores (Tabela 1) como o padrdo-ouro
para esta finalidade. A novidade introduzida foi o registro do tempo de
disseccdo com um crondmetro. A variavel “tempo de dissec¢ao” e a
“‘quantificacdo do montante de disseccao cruenta”, apesar de aparentemente
Obvias, nunca foram relacionadas com as aderéncias, no intuito de
classificar suas intensidades. A analise dos dados revelou uma correlagcédo
extremamente forte entre a variavel tempo e o escore total das aderéncias.
Normalmente, na pratica clinica, os cirurgides sabem , em uma reoperagao,

o tempo cirdrgico é maior °

e presumem que, quanto maior o nivel de
aderéncias, maior sera o tempo necessario para a liberagdo do 6rgao dos
tecidos adjacentes. A Figura 15 confirma, objetivamente, este pensamento, e

nos mostra que esta correlagdo € exponencial, ou seja, com o aumento da
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intensidade das aderéncias, o tempo necessario para a lise aumenta em
progressdo geometrica.

Outro fato relevante encontrado no nosso estudo, é uma
importantissima redugao no tempo necessario para a lise das aderéncias,
através do uso da CMQ associada com o KGF (Figura 14). O tempo
cirurgico é importante em situagbes como as reoperagdes sem circulagao
extracorpdrea, e nos casos pediatricos, onde o maior tempo de exposicao
dos pacientes leva a hipotermia, com consequéncias negativas na cascata
da coagulacéo e no ritmo cardiaco. A redugdo do tempo cirurgico, advinda
da utilizacdo da associacdo da CMQ com o KGF, pode ser extremamente
benéfica nestes casos.

A interagdo positiva, resultante da associacdo da CMQ e do KGF,
evidenciada quando se analisou o escore total, ndo se reproduziu de forma
tdo evidente na analise do tempo de dissecgéo (Figura 14). Observando a
curva exponencial da Figura 15, a grande maioria dos animais, que n&o os
do grupo controle, estao posicionados abaixo do ponto de inflexdo da curva
do grafico. As diferengas, no tempo de dissecgdo, entre os grupos de
tratamento sao pequenas, tanto que, para se identificar uma diferenca
estatisticamente significativa entre eles, seria necessaria uma amostragem
muito maior do que a utilizada neste trabalho.

Rotineiramente, no meio cirurgico, acredita-se que, quanto maior a
severidade das aderéncias, maior sera o sangramento intra e pés-operatorio.
Levando adiante a légica desse raciocinio, imagina-se que, ao diminuir a

quantidade de aderéncias severas e a quantidade de disseccao cruenta, o
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sangramento poderia ser reduzido, e até colaborar para a redugdo da
mortalidade, haja vista que Brandao * identificou o volume de sangramento
como um fator preditor de ébito em reoperagdes valvares. Nosso estudo
mostrou que a associacdo do KGF com a CMQ é extremamente eficaz na
reducdo de aderéncias severas. Por consequéncia, poderia, também,
exercer uma influéncia positiva na diminuicdo de sangramentos. Apesar da
atratividade dessa hipétese, ela precisa ser confirmada, posteriormente,
através da realizacado de ensaios clinicos.

Em relacdo a analise microscopica das aderéncias pericardicas, o
estudo de variaveis histologicas de forma objetiva, comparativa e estatistica,
sempre foi um tema escasso na literatura. Nao sabemos se os demais
autores nao se interessaram pelas alteracées morfométricas, ou se nao
encontraram diferengas significativas e, por isso, os dados nao foram
publicados. Mais recentemente, Chang® e Yoshioka'® deram mais énfase a
alguns aspectos histologicos, porém de forma ainda subjetiva. Os dados
obtidos da analise histologica do nosso estudo apontam, mais uma vez, para
o sinergismo da CMQ com o KGF. As alteragdes no pericardio parietal e no
epicardio com o uso da combinacdo CMQ+KGF sugerem que existe uma
redugao na fibroplasia pericardica e epicardica, refletida pela diminuigado da
area total e da area de colageno, quando se compara ao controle, mas
mantendo-se sempre a mesma proporgdo de colageno. De forma
interessante, quando o tecido é produzido “de novo”, como € o caso do
segmento da aderéncia, existe, além da reducdo nas areas, também uma

reducédo na proporgédo de colageno. Esse fato pode justificar a intensidade
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menor das aderéncias no grupo CMQ+KGF, demonstradas por um escore
total, tempo de disseccao e uso de disseccao cruenta menores.

A analise das aderéncias através de medidas morfométricas, apesar
de novidade na literatura relacionada ao tema, parece trazer informacgdes
relevantes. Outros trabalhos, utilizando metodologia semelhante, podem
consolidar este método como mais uma ferramenta na analise dos agentes
atualmente utilizados na prevencido de aderéncias pericardicas. Da mesma
forma que foi idealizado o escore total neste trabalho, proximos estudos
podem explorar um escore histologico, englobando varias areas do coragéo,
o que podera refletir de forma mais acurada a intensidade das aderéncias.

Outra informacdo escassa na literatura biomédica €& sobre as
alteracbes da CMQ, quando submetida ao processo de esterilizagcdo. Esse

processo é essencial para a utilizacdo desta substancia por via parenteral.

36 103

Kennedy *,Costain %, Tasker ** e Zhou relataram o uso da CMQ
esterilizada, mas n&do descreveram as especificagdes do processo, nem se
ocorreram modificagdes nas propriedades fisico-quimicas. Varios métodos

104,105, gutoclave, ondas

podem ser utilizados para esterilizagcao
ultravioletas, radiagao ionizante, 6xido de etileno, etc. Todos estes métodos
apresentam vantagens e desvantagens. Em experimento ndo publicado, foi
realizada a esterilizagao da solugao a 4% da CMQ, por meio de autoclave e
por radiagdo ionizante. Com ambos os métodos o grau de viscosidade da
solugao decaiu intensamente, sugerindo a ocorréncia de quebra na molécula

do polimero. O grau de hidratagdo da amostra tem relag&o direta com o grau

de quebra da molécula durante a esterilizagdo. A esterilizagdo do pd de
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CMQ, com temperatura, pressdo e tempos programados e com posterior
dissolugdo em agua destilada estéril, foi 0 método delineado para uso neste
estudo.

Os dados resultantes da analise do potencial hidrogenidnico %, da
termogravimetria '%’, da espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio ("H RMN) '°® e da espectroscopia de infravermelho, nao
evidenciaram alteracbes importantes em relacdo a amostra estéril e nao
estéril. Alteragbes na estrutura molecular da CMQ, relacionadas ao
escurecimento ndo enzimatico, ndo foram detectadas pelos métodos
empregados.

A mensuragdo do potencial hidrogeniénico se mostrou discordante do
certificado de analise fornecido pela Dayang Chemicals. Dois fatores podem
justificar esta diferenca: 1) a viscosidade da nossa solugédo pode ter
influenciado na medida do pH; 2)um residuo de hidroxido de sodio,
proveniente do processo de carboximetilagdo, pode ter permanecido na
amostra adquirida. Dificilmente esta alteragdo pode ter interferido no
resultado, pois os sistemas tampao do organismo sdo capazes de equilibrar
facilmente o pequeno volume utilizado. Ademais, muitas solugdes com pH
fora da faixa fisiologica sdo utilizados rotineiramente, em maior volume, sem
problemas. Um exemplo disso é a solugdo de NaCl a 0,9%, conhecida como
soro fisioldgico, que possui pH na faixa de 5,5 a 6,0.

A escolha do modelo animal foi de fundamental importancia na
conducgao deste estudo. A utilizacdo de animal de pequeno porte, a exemplo

do rato, permitiria o emprego de uma amostra maior, porém a fragilidade do
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respectivo pericardio nao possibilitaria a aplicagdo de suturas para o seu
fechamento e a pequena tenacidade da estrutura impediria a avaliagao
adequada dos graus de aderéncias durante o sacrificio, ja que nao seria
possivel realizar a dissec¢gdo das aderéncias de forma verossimil ao
humano.

Robinson®® em 1983, Wiseman ** em 1992 e Krause ' em 2000
utilizaram o coelho como modelo, contudo, o pericardio desse animal
apresenta fragilidade semelhante a do rato, ndo permitindo a aplicagéo da
analise das variaveis “tempo de disseccao” e “quantidade de disseccao

cruenta”. Seguindo o caminho de outros autores > ° 2" %2

, optamos pelo
animal de médio porte, com a diferenga de que todos escolheram o céao
como modelo. Optamos pelo porco, devido a facilidade, no nosso meio, de
obtermos animais de mesma raga. A utilizagdo do suino trouxe algumas
dificuldades relacionadas a interagdo homem/animal, ao acesso venoso, a
entubagdo orotraqueal e a ocorréncia de hipertermia maligna, dificuldades
nao comumente encontradas com o céo.

Em relagdo ao modelo de indugao de aderéncias severas no grupo de
controle, 0 nosso método mostrou-se bastante eficaz e uniforme, em relacéo
ao dos outros autores > > 2124 26,52 Acreditamos que a modificagdo para a
abrasdo do pericardio com lixa d’agua, ao invés de gaze ou swab, causa
uma desnudagao mesotelial mais homogénea, evocando uma reagado mais

uniforme. Essa caracteristica de inducao de aderéncias severas foi de

grande importancia, pois sabemos que as variagdes dos resultados nos
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grupos de tratamento s&do primordialmente relacionadas ao agente
terapéutico e ndo a falhas do modelo de indugéao.

A redugdo significativa das aderéncias em todos os pontos analisados
macroscopicamente (Tabela 3) demonstra que o modelo utilizado permitiu a
dispersao das substancias por todas as areas intra-pericardicas. A maioria
dos autores "% > 2052 tgmbém fechou o pericardio nos seus experimentos,
para permitir a manutencao e a distribuicdo das solugdes no seu interior. A
questdo da melhor forma para aplicacdo das substancias ainda € um
assunto em debate, ja que, na pratica diaria, o pericardio € deixado aberto,
devido ao risco de compressdo dos enxertos vasculares e tamponamento
cardiaco, além dos efeitos deletérios sobre o débito cardiaco '*°. O uso de
drenos e a abertura das pleuras mediastinais sao fatores que dificultam a
aplicacdo das substancias na forma de solugdes. Alguns ** > tém testado a
utilizacdo dos polimeros em forma de filme, porém estas peliculas também
apresentam seus inconvenientes, como a fragilidade e tendéncia a ruptura
"0 A irrigacdo continua, um meio comumente utilizado para aplicacdo de
solucbes antissépticas no tratamento das mediastinites, ainda nao foi
testada como forma de administragao.

O nosso estudo revelou inumeros dados de relevancia para o estudo
sobre a prevengéo das aderéncias pericardicas. Algumas limitagdes, porém,
podem ser encontradas. Por termos trabalhado com animais de médio porte,
a utilizacdo de uma grande amostra, capaz de identificar pequenas
diferengas, nao foi possivel. Em relagao ao tempo de dissecc¢éo, destacamos

que as diferengas entre os trés grupos de tratamento talvez ndo tenham sido
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evidenciadas, exatamente por este motivo. Um fato restritivo, que deve ser
considerado quando estudamos aderéncias pos-cirurgicas, € que néo existe
um método de mensuracdo completamente absoluto como, por exemplo, a
medida de uma estatura, peso ou dosagem da concentracdo de uma
substancia no sangue. Mesmo introduzindo, de forma inédita na literatura,
duas variaveis continuas, na analise da intensidade das aderéncias, a
medida do tempo de disseccdo e da necessidade do uso de disseccdo
cortante ainda apresentam as limitacdes de analise pois ambas ndo séo

métodos diretos de medida.
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7. CONCLUSOES

Observando os resultados obtidos, podemos concluir que:

A carboximetilquitosana reduziu a intensidade das aderéncias
pericardicas, diminuindo o tempo de disseccdo e a necessidade de

disseccao cruenta.

A utilizac&o do fator de crescimento de queratindcitos diminuiu de forma
eficiente e significativa as aderéncias pos-operatoérias. Seu desempenho
foi superior ao da carboximetilquitosana em relacdo ao escore de

severidade das aderéncias.

O fator de crescimento de queratinécitos associado a
carboximetilquitosana reduziu significativamente e intensamente a
severidade das aderéncias, claramente evidenciado-se como o melhor

método utilizado neste estudo.
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Tabela 1 - Intensidade das aderéncias na parede anterior

Controle KGF+CMQ KGF cMQ
3 1 2 1
3 1 2 2
3 1 1 2
2 1 2 2
3 2 1 1
3 1 1 -
Tabela 2 - Intensidade das aderéncias na parede lateral
Controle KGF+CMQ KGF cMQ
2 1 2 1
3 1 0 2
2 1 2 2
2 1 2 1
3 1 1 2




Tabela 3 - Intensidade das aderéncias na parede inferior

Controle KGF+CMQ KGF cMQ
3 1 2 1
3 1 2 2
3 1 1 2
3 1 1 2
3 1 2 1
2 1 2 -

Tabela 4 - Intensidade das aderéncias na linha de sutura

Controle KGF+CMQ KGF cMQ
3 1 2 2
3 2 3 3
3 2 3 3
3 2 3 3
3 2 2 3
3 2 3




Tabela 5 - Intensidade das aderéncias na sutura do atrio

Controle KGF+CMQ KGF cMQ
3 1 2 2
3 1 3 1
3 1 2 3
3 1 2 3
3 1 2 2
3 1 2

Tabela 6 - Intensidade das aderéncias na sutura da aorta

Controle KGF+CMQ KGF cMQ
3 1 2 2
3 1 2 2
3 2 2 2
2 1 2 2

w W
N
N
N
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Tabela 7 - Escore total

Controle KGF+CMQ KGF cMQ
17 6 12 9
18 7 12 12
17 8 11 14
15 7 12 13
18 9 9 10
16 7 10 -

Tabela 8 — Quantidade de movimentos cortantes para lise das aderéncias

Controle KGF+CMQ KGF cMQ
- 14 108 39
311 24 112 104
382 42 74 67
145 21 93 75
381 36 36 73
239 35 69 -
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Tabela 9 — Tempo de dissecgdo ( em min.)

Controle KGF+CMQ KGF cMQ
- 7,00 8,13 7,90
38,62 7,68 8,47 9,33
40,30 8,10 9,18 11,12
20,83 6,32 11,97 8,98
42 17 7,10 8,28 11,67
27,67 6,75 9,65 -
Tabela 10 — Area do epicardio (u?)

Controle CMQ+KGF KGF cMQ
291.075 328.538 201.950 615.643
757.381 119.300 327.575 208.300
469.944 131.150 402.625 187.263
557.913 448.388 335.206 286.431
871.913 62.413 79.475 183.625
967.731 372.723 86.563 -
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Tabela 11 — Area de colageno no epicardio (u?)

Controle CMQ+KGF KGF cMQ
199.469 115.944 150.238 356.019
410.344 97.119 215.750 157.931
237.781 41.188 291.938 58.069
447.763 360.606 292.669 256.950
530.044 60.706 56.944 120.706
815.288 312.169 64.581 -

Tabela 12 — Percentagem de colageno no epicardio
Controle CMQ+KGF KGF cMQ

69 35 74 58
54 81 66 76
51 31 73 31
80 80 87 90
61 97 72 66
84 84 75 -
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Tabela 13 — Area da aderéncia (u?)

Controle CMQ+KGF KGF cMQ
767.150 337.075 469.850 609.731
494 .825 420.612 193.144 325.944
913.656 375.663 171.106 297.088
823.350 380.325 391.288 490.844
474.213 157.850 171.944 484.144
232.825 246.919 179.181 -

Tabela 14 — Area de colageno na aderéncia (u?)

Controle CMQ+KGF KGF cMQ
226.456 60.925 181.388 234.244
153.027 77.596 70.963 149.731
504.375 85.112 44.619 139.675
393.356 95.125 167.944 212.125
184.354 52.144 61.869 61.125
113.463 33.781 67.619
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Tabela 15 — Percentagem de colageno na aderéncia

Controle CMQ+KGF KGF cMQ
30 18 39 38
31 18 37 46
55 23 26 47
48 25 43 43
39 33 36 13
49 14 38 -
Tabela 16 — Area do pericardio (1)

Controle CMQ+KGF KGF cMQ
767.906 230.100 262.450 393.031
697.213 213.094 191.281 493.213
958.581 285.381 266.731 610.358
244 .294 375.750 306.288 464.875
610.244 263.056 278.606 322.394
377.706 232.238 258.613 -
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Tabela 17 — Area de colageno no pericardio (u?)

Controle CMQ+KGF KGF cMQ
745.981 219.006 249.513 360.588
656.900 188.594 189.419 477.806
891.519 244313 263.881 594.981
236.950 352.463 283.138 423.894
596.875 258.850 266.731 319.581
369.388 225.325 255.463 -

Tabela 18 — Percentagem de colageno no pericardio

Controle CMQ+KGF KGF cMQ
97 95 95 92
94 89 99 97
93 86 99 97
97 94 92 91
98 98 96 99

98 97 99 -
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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