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RESUMO

INTRODUCAO: apesar da variedade de procedimentos cirirgicos destinados a
correcdo das anormalidades relacionadas a Sindrome do Intestino Curto, estes
ainda ndo apresentaram resultados totalmente satisfatérios. OBJETIVO: avaliar a
utilizagédo de implantes seriados de enxertos de Submucosa de Intestino Delgado
(SID) para aumento da superficie absortiva intestinal, e analisar parametros
objetivos. METODOS: quatro enxertos de SID, 1x1 cm, foram suturados no ileo
terminal de dez coelhos machos, New Zeland, albinos, divididos em dois grupos.
O grupo A foi avaliado com 6 semanas e o0 B com 12 semanas de pds-operatorio.
Foi realizada avaliacdo qualitativa e quantitativa, avaliando-se comprimento da
superficie mucosa, contagem de células caliciformes e espessura da camada
muscular. RESULTADOS: um coelho do grupo B foi a 6bito por deiscéncia e
peritonite e um coelho do grupo A apresentou infeccao localizada em um dos
enxertos. Todos os demais evoluiram com boa incorporacdo da SID, sendo mais
dificil identifica-la macroscopicamente nos animais do grupo B. Houve formacé&o
de células das quatro camadas da parede intestinal em ambos os grupos. Os
parametros avaliados ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparados
0s grupos A e B, e entre as porc¢des controle e enxerto. CONCLUSAO: a técnica
de implantes seriados de SID no ileo terminal € viavel e com poucas
complicacbes. O neointestino formado apresentou caracteristicas morfologicas
semelhantes ao intestino normal, portanto a matriz implantada pode contribuir
para um aumento na superficie absortiva do intestino delgado.

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

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

Key Words: Short Bowel Syndrome; Extracellular Matrix; Experimental Implants;
Bioprosthesis; Small Intestine.
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A sindrome do intestino curto (SIC) é um espectro de sinais e sintomas
resultantes de alteragdes na digestdo e absor¢édo de nutrientes, por diminui¢cao da
superficie absortiva intestinal devida a doenca congénita ou adquirida. Essa
condicdo complexa, que se origina da alteracdo da fisiologia normal intestinal,
pode evoluir com consequéncias nutricionais, metabdlicas e infecciosas graves,
chegando ao Obito quando os mecanismos de adaptacdo intestinal e a
abordagem clinica e cirlirgica, ndo obtiveram sucesso™.

Na cirurgia pediatrica, esta sindrome ocorre principalmente devido a
grandes ressecc0es intestinais, sendo a enterocolite necrozante a principal causa
atualmente®?.

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

Para melhorar a absorcdo intestinal ou aumentar a superficie de intestino
delgado, varias abordagens clinicas e cirdrgicas tém sido tentadas. Apesar da
variedade de procedimentos cirirgicos destinados a corre¢cdo das anormalidades
relacionadas a SIC®%789 esses ainda ndo apresentaram resultados totalmente
satisfatérios ou ndo foram testados em numero suficiente de pacientes para
permitir comparacdes validas.

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

S(4,10)

alguns centro , outros autores vém publicando dados encorajadores em

relacdo a esta forma de tratamento da SIC®?. Entre as principais dificuldades em



relacdo ao transplante intestinal estdo os fatores relacionados a rejeicdo e a
imunossupressdo, com suas complicagcbes infecciosas e  doenca
linfoproliferativa®®.

Pesquisas tém sido feitas utilizando diferentes tipos de matrizes acelulares
como substituto de tecidos lesados ou perdidos, no intuito de induzir proliferacéo
celular e neoformacgéo de tecido semelhante ao do érgao receptor. A submucosa
de intestino de porco € uma matriz biolégica natural que vem sendo amplamente
utilizada para esses fins%1®).

Diversos autores realizaram experimentos in vitro em relacéo a estrutura da
submucosa de intestino delgado (SID), suas caracteristicas bioldgicas,
capacidade de induzir proliferacdo celular e técnicas de esterilizacdo desse
material "8,

Estudos in vivo, com animais de experimentacéao, ja utilizaram a SID como
substituito de uma grande variedade de tecidos*®'®?* com bons resultados em
relacdo a incorporacdo do enxerto, a neoformacao celular, a auséncia de sinais
de rejeicéo e a resisténcia do enxerto.

Avancos nas pesquisas permitiram inclusive a comercializacdo desse
produto e sua aplicacdo em humanos em algumas areas, com confirmacgéo de
bons resultados & curto prazo®.

A submucosa de intestino de porco comercializada ja foi utilizada no reparo
de lesdes cutaneas®®, em ortopedia no reparo de tenddes®”, como substituto de
dura-mater®®, reforco de assoalho pélvico®®, parede abdominal®®, diafragma®®”
e regido inguinal no reparo de hérnias®. Entretanto, continuam em fase
experimental os trabalho que utilizam a submucosa em visceras ocas,
particulamente em alca intestinal 339,

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

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

de SID homologa, em intestino de ratos. Foram feitas avaliacbes em periodos de



2,4, 8, 12 e 24 semanas para analisar a evolucdo da incorporacdo do enxerto,
com bons resultados™?.

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

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

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

da mucosa.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

7

O objetivo deste estudo é avaliar a utilizacdo de implantes seriados de
enxerto de submucosa intestinal porcina, na alca intestinal de coelhos, como

técnica de aumento da superficie intestinal.



1.1.2. Objetivos Especificos

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

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

camada muscular.
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2.1 SINDROME DO INTESTINO CURTO

2.1.1 Definicéao e Etiologia

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

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

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

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

Atualmente, a enterocolite necrozante (EN) tem aparecido como a principal
causa de sindrome do intestino curto em criancas por resultar em grandes
resseccdes de alcas intestinais ndo viaveis, representando até 32% dos
casos™**¥ A EN é uma inflamacédo aguda do intestino delgado e/ou grosso, que
resulta de uma combinacdo de lesdo isquémica, colonizagcdo por organismos
patogénicos, substrato protéico excessivo na luz intestinal e imaturidade funcional

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



consistir na manutencao do equilibrio hidroeletrolitico e da pressdo sanguinea, o
inicio da gangrena e a perfuracdo tornam necessaria uma intervencdo cirargica
imediata e, geralmente, uma resseccao macica®?.

Outras causas, menos frequentes de grandes resseccdes intestinais
causando SIC incluem, obstrugdo por mec6énio ou bolo de &scaris, invaginacéo
intestinal, volvo por ma-rotacdo ou bridas, doenca de Crohn, retocolite ulcerativa
inespecifica, oclusbes vasculares mesentéricas devido a procedimentos invasivos
vasculares, trombose aodrtica neonatal ou embolia cardiogénica, e isquemia por
diminuicdo da perfusdo vascular devida ao choque hipovolémico, séptico ou
cardiogénico®*.

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

diminuicdo da capacidade absortiva da mucosa®.

2.1.2 Manifestacdes Clinicas

O quadro clinico do paciente com SIC envolve trés estagios. O periodo
inicial, peri-operatorio até um a trés meses, de extrema perda de liquidos e
eletrolitos, diarréia intensa, tendéncia a desidratacdo e lesbes perineais, €
seguido pelo periodo no qual se inicia a dieta enteral e com iSso 0S mecanismos
de adaptacao intestinal. Um estagio final é atingido ap6s um ou dois anos, no qual
aparecem os sintomas de ma-absorc¢édo, diarréia, deficiéncias nutricionais crénicas
e complicacdes da nutricdo parenteral, quando os mecanismos de adaptacdo sao
insuficientes®.

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

resseccéo, a idade do paciente, assim como a presenca ou nao de papila ileal®.



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

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

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

A diarréia é causada pela diminuicdo da superficie absortiva, aumento do
transito intestinal, hipersecrecdo do trato gastrintestinal, crescimento bacteriano
no intestino delgado e aumento da osmolaridade colbnica devido ao metabolismo
dos carboidratos ndo absorvidos e transformados em &cidos graxos de cadeia
curta pelas bactérias®.

As resseccoes de jejuno sdo melhor toleradas devido a grande capacidade
adaptativa do ileo, a circulagdo entero-hepatica de sais biliares intacta e a
preservacado da absor¢céo de vitamina B12. Ja as grandes ressec¢des de ileo ndo
sao bem toleradas pela dificuldade de adaptacéo do jejuno, reducdo do pool de
sais biliares, ma-absorcdo de gorduras e vitaminas lipossolluveis e deficiéncia de
vitamina B12. Grandes ressecc¢fes de ileo sdo mais comumente associadas a
maior incidéncia de colelitiase e ma-absorcéo de gordura®.

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

Pode ocorrer diminuicho da absorcdo de calcio, aumentando a

disponibilidade dos oxalatos da dieta, levando a hiperoxaltria e nefrolitiase*.
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2.1.3 Adaptacéo Intestinal e Alteragbes Funcionais

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

O mecanismo de adaptacéo intestinal inclui:

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

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

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

A presenca de alimento na luz intestinal é o principal fator estimulante da
adaptacao intestinal, exercendo acdo direta sobre a mucosa, nutrindo-a, e
aumentando as secre¢fes gastrintestinais e hormonios que apresentam efeito
trofico.

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

Outros fatores que influenciam o processo de adaptacdo sdo horménios

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

maior quantidade no soro de pacientes submetidos a grandes ressecgﬁes(35).
Stern et al ®® avaliaram a ac&do do soro de ratos, submetidos a resseccéo

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

crescimento dessas células intestinais in vitro.

2.1.4 Abordagem Clinica

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

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

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

Apesar da importancia do comprimento intestinal como fator prognostico da
doenca, a mensuracdo do seu comprimento é subjetiva e muito varidvel. Esfor¢os
tém sido direcionados para identificagdo de marcadores mais objetivos da
insuficiéncia intestinal e que possam ser preditivos da necessidade de NPT por
tempo prolongado.

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

podera ser Util para predizer o prognéstico em relagdo a NPT em criancas®”.
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Na fase aguda o objetivo fundamental € o controle e a reposicdo das
perdas hidricas e eletroliticas decorrentes da diarréia intensa®. Todos os esforcos
sao realizados no sentido de estimular o0 mecanismo de adaptacao intestinal, para
que o paciente tolere o maior volume possivel de dieta enteral, assim como possa
minimizar ou até mesmo evitar a exposicdo aos riscos e a morbidade
relacionados a dieta parenteral™?.

O mecanismo de adaptacdo intestinal deve ser estimulado com a
introducéo precoce de dieta enteral balanceada, com a funcdo de exercer efeito
tréfico na mucosa®”’. Também indispensavel para o sucesso da adaptacao
intestinal, € a presenca de motilidade e propulséo intestinal adequadas, com ou
sem o auxilio de técnicas cirtirgicas®.

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

Medicamentos que reduzem a hipersecrecdo gastrica, incluindo
antagonistas de receptores H2 de histamina e inibidores da bomba de prétons®, a
somatostatina e seu analogo octreotide que inibem a secrecdo pancreatica e
gastrintestinal exécrina e endécrina®®, o acido ursodesoxicélico que estimula o
fluxo de bile e alivia a disfuncdo hepatica agravada pelo uso de NPT e a
colestiramina que diminui o efeito catartico dos sais biliares sdo algumas das
medicac0des utilizadas no auxilio do tratamento clinico da SIC.

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

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

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

Paralelamente a terapia medicamentosa da SIC, procedimentos cirdrgicos

podem ser utilizados visando melhora do quadro clinico desses pacientes.

2.1.5 Alternativas Cirdrgicas

A intervencdo cirlrgica em pacientes com SIC deve ser considerada
apenas apos um periodo de um ano de manejo clinico, tempo minimo para
permitir que a adaptacdo intestinal se complete nestes pacientes. Mesmo apés
este periodo, se 0 paciente estiver estavel, apresentando boa aceitacdo e
progressdo da dieta enteral, com minimos problemas em relagdo a NPT, a
intervencao cirdrgica deve ser postergada'®.

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

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

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

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

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

intestino perdido através de transplante intestinal 2442,

2.2 ABORDAGENS CIRURGICAS EXPERIMENTAIS NA SIC

Entre as indmeras técnicas testadas apenas em animais de

experimentacdo encontram-se: a enteromiotomia helicoidal®®

, colocacdo de
expansor em alca intestinal isolada®*“**® e alongamento intestinal por tensao
mecanica®’.

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

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

aumento do comprimento e da capacidade da alca isolada. Na avaliacéo



15

histologica houve hipertrofia das camadas muscular e serosa, e pouca alteracao
da submucosa e mucosa®?.

Puapong et al avaliaram a distensédo de segmento isolado de alca intestinal
em dois trabalhos, com dez e sete ratos Sprague Dawley respectivamente,
comparados com grupos controle de mesmo tamanho. No primeiro utilizaram um
dispositivo de metal para dilatar, de forma progressiva, um segmento de jejuno de
1,5 cm, isolado, a 10 cm do angulo de Treitz*®; e no segundo, um segmento de 3
cm foi dilatado com infusédo de solucéo salina a 0,2ml/h por meio de um cateter de

“46)  Ambos os estudos mostraram aumento da

silicone, durante uma semana
capacidade (volume da algca), aumento do diametro e hipertrofia da camada
muscular, auséncia de comprometimento das vilosidades e sem prejuizo das
atividades enzimaticas (fosfatase alcalina especifica e lactase)“®*®).

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

capacidade absortiva®”.

2.3 ABORDAGENS CIRURGICAS EM PACIENTES COM SIC

Entre as técnicas cirlrgicas testadas experimentalmente e realizadas em
pacientes com SIC encontram-se: as cirurgias para diminuir a velocidade do
transito intestinal e causar dilatagdo, como as valvulas intestinais*® e as
interposicdes de alcas antiperistalticas®®; os procedimentos de diminuicdo da luz
intestinal como a plicatura e o tappering®?; as técnicas de alongamento
intestinal®®"®9): o transplante de intestino e as técnicas de engenharia de tecidos.
Os principios basicos e principais resultados destas técnicas serédo apresentados

a sequir.

2.3.1 Técnicas para Diminuicdo da Velocidade do Tr  ansito e para Dilatacao

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

Vérias tentativas de constru¢cdo de mecanismos valvulares semelhantes a
vélvula ileo-cecal foram descritas, desde a criagdo de uma pequena
intussuscepcdao intestinal (Figura 1) no sentido iso ou anti-peristéltico (Figura 2-A),
até a colocacao de um “colar” externo de teflon na circunferéncia da alca (Figura
2-B), foram relatados no intuito de diminuir a velocidade do transito intestinal®. A
criacdo de uma valvula de obstrugdo parcial da luz, visa induzir a dilatacdo da
alca e a adaptacdo da mucosa, sendo utilizada por alguns autores como um
procedimento preparatério para outro de alongamento intestinal®*®).

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

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

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

vilosidades e profundidade das criptas

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

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

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

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

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

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

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

A dilatacado intestinal esta presente na grande maioria dos pacientes com
SIC. Esta dilatacéo é responsavel pela lentificacdo do transito intestinal, devida a
contracbes de baixa pressdo da parede intestinal dilatada, levando a estase,
super-crescimento bacteriano com a producao de toxinas e ma-absorcao™?.

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

O tappering intestinal é realizado por meio de excisdao da porcao anti-
mesentérica do intestino dilatado, preservando a porcdo mesentérica e
reconstruindo a forma tubular, com o intuito de diminuir a luz intestinal (Figura 5).
Esta resseccao pode ser realizada com o auxilio de um grampeador cirtrgico no

sentido longitudinal em relagéo & alga®?.

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

alca e evoluir para quadros de obstrucao.

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

2.3.3 Técnicas de Alongamento Intestinal

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

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

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

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

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

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

Figura 7- Seccéo da alga com auxilio do stapler.
(Fonte: Hollwarth ME. Short-Bowel Syndrome. In:
Puri P. Pediatric Surgery. Germany:. Springer;
2006.p. 265-67).
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Figura 8- Técnica de Bianchi. 8-A — Demarcag¢fes no segmento a ser seccionado; 8-B — Aspecto
final ap6s as anastomoses. (Fonte: Hollwarth ME. Short-bowel syndrome. In: Puri P. Pediatric
Surgery. Germany: Springer; 2006.p. 265-67).

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

A dilatacdo intestinal, prépria do processo de adaptacdo intestinal nos
pacientes com SIC, facilita a realizacdo do procedimento de Bianchi e o torna uma
das opc¢des, ndo somente no sentido de alongar a alga, como também de diminuir
sua luz, facilitando a propulsdo intestinal®4?.

Bueno et al questionaram a indicacdo desta técnica em pacientes com
comprimento intestinal extremamente curto (menor que 50 cm), com ictericia ou
submetidos a cirurgia no periodo neonatal, avaliando criancas com falha da

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

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

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

Trata-se de um procedimento de alongamento intestinal em dois tempos,
sendo que na primeira cirurgia uma alca de delgado € fixada pela borda anti-
mesentérica a parede abdominal, ou a 6rgdos soélidos como o figado, apds
abertura da camada sero-muscular e escarificacdo do peritbneo ou do 6rgédo no
local onde sera fixada a alca. O objetivo € promover neovascularizacdo vinda da
circulacao sistémica e apos alguns meses (aproximadamente dois a trés meses),
0 intestino é aberto longitudinalmente e dividido em duas metades que s&o
retubulizadas e anastomosadas término-terminal como na cirurgia de Bianchi
(Figura 9). A primeira parte € totalmente livre de mesentério e recebe
vascularizacdo sistémica pela face anti-mesentérica, e a segunda recebe
suplementacado sanguinea pelos proprios vasos mesentéricos (Figura 10)®.

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

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

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

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

da nova luz é determinado pelo cirurgido com o ajuste dos staplers ©2.

Antimesenteric border

GIA stapler

Figura 11. Desenho esquematico da técnica de STEP, mostrando, nas
setas, o0s locais de realizagdo das suturas mecénicas lineares,
perpendiculares a alca e em dire¢cdes opostas, formando um “zig-zag”
(Fonte: Kim HB, et al. Serial transverse enteroplasty (STEP): a novel
bowel lengthening procedure. J Pediatr Surg, 2003).
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Em junho do mesmo ano, os autores desta técnica publicaram a sua
utilizagdo em uma crianca com SIC“Y e mais tarde, em 2005, publicaram os
resultados a curto prazo de cinco criancas submetidas a mesma técnica no
Children’s Hospital Boston®. N&o houve complicacdo no periodo peri ou pés-
operatorio e todos os pacientes mostraram melhora dos indices nutricionais com
ganho de peso e aumento da percentagem de dieta enteral em relacdo a
parenteral®. Em relacdo ao comprimento intestinal, houve um aumento
significativo de 82%, comparando-se a medida inicial com a afericdo
imediatamente ap6s o procedimento®. Dois dos cinco pacientes apresentavam
comprometimento hepatico, com 0os nomes ja listados para transplante combinado
de figado e intestino. Destes, um apresentou normalizacdo dos testes de funcao
hepatica apds seis meses, 0 outro apresentou estabilizacdo da doenca hepatica
até ser submetido ao transplante combinado, com sucesso, apds oito meses.

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

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

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

A técnica de STEP apresenta como vantagem a possibilidade de até
duplicar o comprimento da alga em pacientes com intestino curto, podendo ser
utilizada, inclusive, apos outro procedimento de alongamento
intestinal®24495253)  comparada com os procedimentos de Bianchi e de Kimura e

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

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

Além desse, diversos outros trabalhos que utilizam a técnica STEP
mostram melhora no ganho de peso, estado nutricional e absorcéo intestinal apés
a utilizacdo da mesma®941°4),

Uma das dificuldades de popularizacdo deste procedimento é que
necessita em média 15 disparos de stapler em cada caso?, sendo o custo maior
do que com a utilizacdo de outras técnicas. Outro ponto observado e que néo é
tema de comentarios nos trabalhos da literatura, é que ocorre um
reposicionamento das fibras musculares da parede intestinal ao longo da alca
apos a realizagdo das suturas transversais, uma vez que as circulares passam a
longitudinais e vice-versa, com varias interrupcoes.

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

Georgeson et al, em 1994, observaram que apo0s os procedimentos de
Bianchi e Kimura, a alca intestinal tende a dilatar novamente, aumentando a
superficie absortiva mas resultando em recorréncia de problemas como estase e
crescimento bacteriano. Com isso, procedimentos sequenciais de alongamento
intestinal poderiam ser utilizados®®.

Em trabalho experimental com porcos, Kim et al encontraram nova

dilatac&o das alcas intestinais apds seis meses da confeccao da técnica STEP®.
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Conforme citado por Ehrlich et al, a redilatacéo do intestino delgado € comumente
observada no seguimento de pacientes submetidos a alongamento intestinal.
Estes autores publicaram dois casos de uma segunda aplicacdo do procedimento
STEP, oito e seis meses e meio apos a primeira, devido a redilatacdo com
recorréncia do crescimento bacteriano e ma-absor¢cdo. A reaplicacdo do
procedimento exigiu cuidado no grampeamento e remocdo de segmentos de
“alca-cega” que poderiam causar estase®?.

A longo prazo, a abordagem das redilatacbes recorrentes apds

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

2.3.4 Transplante Intestinal

O transplante intestinal € uma terapia definitiva promissora para pacientes
com SIC e insuficiéncia intestinal, ja com resultados surpreendentes de até 80%
de sobrevida imediatamente apds o0 transplante e altas taxas de autonomia
digestiva completa adquirida pelos pacientes™?.

Entretanto a morbidade e mortalidade relacionadas ao uso crbénico de
imunossupressores e toda a sua variedade de complicacbes infecciosas
(infeccbes oportunistas) e neopldsicas (doencas linfoproliferativas pos-
transplante), rejeicdo do enxerto e multiplas hospitalizagbes, continuam
promovendo dificuldades no manejo desses pacientes™>Y.

Segundo Tzakis et al®?

, 0 momento ideal de indicacdo do transplante
intestinal € quando a crianca comeca a apresentar dificuldades de acesso venoso
central para NPT ou sinais de disfuncdo hepatica que ainda possam ser revertidos
com a retomada da dieta enteral. Os mesmos autores concluiram, em trabalho
avaliando 70 casos de criancas transplantadas, que os melhores resultados foram
observados em criangcas mais velhas, que ainda ndo apresentavam disfuncéo
hepatica e que n&o estavam hospitalizadas antes do transplantes®?.

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

(50)

sepse e insuficiéncia hepatica progressiva Entretanto, a dificuldade em

encontrar doadores faz com que o tempo de espera seja, as vezes, maior do que
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a média de sobrevida esperada para este grupo, podendo ir a 6bito enquanto
aguardam o transplante.

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

disfuncdo hepética enquanto é planejado o transplante intestinal®®.

2.3.5 Engenharia de Tecidos

O objetivo da engenharia de tecidos € criar tecidos capazes de substituir,
da forma mais funcional possivel, outros tecidos lesados ou ausentes. Consiste
em estimular a migracdo, a proliferacdo e a diferenciacdo celular a partir de
cultura de células em matrizes tridimensionais. Estas matrizes podem ser retalhos
de polimero, AlloDerm ou submucosa de intestino delgado ©®.

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

Diversos trabalhos experimentais sugerem que a engenharia de tecidos

tera futuramente um papel importante na SIC*%.

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

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

este fim*®,



30

A SID porcina € a que tem sido estudada com maior frequéncia. Foi
primeiramente descrita como protese bioldgica utilizada como substituto vascular,
e a partir de entdo vem sendo utilizada em diversas outras areas*>").

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

Segundo Hodde®, as ECMs derivadas de tecido porcino estdo associadas
a repopulacéo rapida e extensa por células do hospedeiro quando utilizadas no
reparo de tecidos in vivo. Até o momento constatou-se que suas caracteristicas
histolégicas estimulam o reparo de orgaos e tecidos lesados, com formacéo de
tecido similar em estrutura e fungéo aos tecidos vizinhos®®. Esta neoformacéo
tecidual sobre a matriz acelular com células similares as do tecido onde foi
implantada é chamada de “remodelac&o inteligente”™".

Uma variedade de estudos experimentais ja utilizaram a SID como

o18:2357) intestino

bioenxerto no reparo de bexiga®?, ureter®?, uretra®, eséfag
delgado™* 31419 narede abdominal®™, traquéia®?, tenddes® e ligamentos®©%?,
diafragma®), células musculares lisas e duramater®. Matrizes acelulares
também foram utilizadas com sucesso como bypass arterial coronariano,

reconstrucdo de valvula cardiaca'***® e préteses e enxertos vasculares*?.

2.4.1 Caracteristicas Histoldgicas e Estruturais

A SID consiste em uma matriz tridimensional contendo varios tipos de
colageno extracelular, tipo 1, Ill, IV, V e VI, proteinas estruturais como
proteoglicanos, glicosaminoglicanos e glicoproteinas, e fatores de crescimento
(VEGH e PDGF)®"%8),

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

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

interac&o entre as células e a matriz *°.
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A submucosa intestinal € rica em fatores de crescimento que participam
ativamente da migracdo, da proliferagdo de fibroblastos e da angiogénese,
atuando na revascularizagdo e cicatrizacéo de ferimentos 7.

O fator de crescimento do endotélio (VEGF) induz a formacé&o de estruturas
similares aos capilares na matriz tridimensional de fibrina, promovendo uma
neovascularizacao local. O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
atua na proliferacédo fibroblastica e é suplementado pela imediata deposicédo de
fibronectina, proteina com atividade quimiotaxica e adesiva responsavel pela
retencéo de células do hospedeiro no local da ferida™”.

Segundo alguns autores a resposta imune da SID parece limitar-se a acao
dos linfécitos T-helper 2, produzindo anticorpos nao ligados ao complemento,
contribuindo para os baixos indices de reacdo imunoldgica e rejeicdo do tecido
implantado. Quando comparada a materiais sintéticos, a SID apresenta maior
resisténcia a infeccdo, o que pode estar relacionado a rapida neovascularizacao
induzida pelo enxerto apds o implante*>").

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

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

complacentes do que os materiais sintéticos ou enxertos venosos®“”.

2.4.2 Trabalhos Experimentais com SID

Apesar de ja existirem produtos aprovados para uso médico da SID em
situacbes especificas, mantém-se o0 interesse por estudos empregando a
submucosa in natura submetida a métodos proprios de esterilizacdo e
conservacdo, como matriz coldgena no reparo de diversas estruturas. Poucos

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

Greca et al publicaram artigo comparando o emprego da SID com o uso de
tela de polipropileno no reparo de defeitos de parede total do abdome de ratos.
Concluiram que a SID € uma opcdo segura e eficaz, com maior depdsito de
colageno | comparativamente & tela de polipropileno®™. Em outro estudo
comparativo, entre SID e pericardio bovino como enxerto na veia cava de caes,
Greca et al observaram resultados similares com ambos os materiais, sendo a
SID uma outra opg¢ao para o reparo de lesdes venosas extensas®®?. Outros
estudos, do mesmo autor, utilizaram anastomose de enxerto de SID em tendé&o
em coelhos®, em bexiga urinéria de cdes para aumento da capacidade vesical®®?
e em ureter de porcos®? .

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

I®®  Os mesmos autores realizaram trabalho

musculares na ampliacdo vesica
utiizando SID semeada com células musculares esqueléticas para reparo de
defeito abdominal em ratos, com melhores resultados quando comparados com o
mesmo procedimento sem semeadura de células®?.

Existem relatos de uso de SID em: regeneracédo de cartilagem de orelha"?,
regeneracdo de trompas uterinas'’?, substituto de duramater®®, cicatrizacdo de
ligamento colateral medial do joelho®?, substituto de uretra®”, todos em coelhos,
e reparo de defeitos na fascia lata de caes!?.

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

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

mesma por tecido muscular orientado e contiguo ao tecido adjacente®?.
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Em outro estudo realizado em 2001, os mesmos autores utilizaram SID em
reparo de lesdo parcial de intestino delgado de 20 cades e de lesédo total com
colocacao de enxerto tubular em quatro animais. Destes quatro caes, trés foram a
Obito por deiscéncia e um apresentou obstrucdo parcial. Entre os animais que
receberam implante de retalho de SID houve presenca de camada epitelial,
musculatura lisa, colageno e cobertura de serosa em diferentes estagios de
organizacdo, em periodo de poés-operatorio que variou de duas semanas a um
ano®V.

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

Parnigotto et al™®

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

Wang et al®™**9 avaliaram regeneracéo e morfologia apés a realizagéo do
mesmo procedimento descrito no trabalho de Parnigotto et al, porém utilizando
submucosa intestinal homéloga, no ileo de ratos. Demonstraram formacao de
neomucosa com morfologia intestinal tipica, caracterizada por uma camada de
células epiteliais colunares com células caliciformes, células de Paneth,
enterdcitos absortivos e células enteroenddcrinas nos enxertos tubulares de SID.

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

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

Para atingir critérios de seguranca clinica, materiais biologicos de tecidos
animais devem ser submetidos a processos de tratamento para minimizar a
resposta imune do hospedeiro e eliminar a possibilidade de infeccdo e
transmisséo de doencas®®.

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

Hodde, Record e Badylak®® concluiram, em trabalho experimental, que
células endoteliais microvasculares humanas séo capazes de aderir diretamente a
matrizes extracelulares através de proteinas como colageno tipo I, IV e
fibronectina. A aderéncia e a proliferacdo celular sdo similares em matrizes
submetidas ou nao a processos de esterilizagao.

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

7 Em um

de crescimento VEGF encontrou-se significativamente diminuido
estudo sequencial, 0s mesmos autores, observaram que o FGF-2 que permanece
na matriz € capaz de estimular a diferenciacdo das células PC12 e de estimular
os fibroblastos a secretarem seu proprio VEGF enddgeno. Com isso, apos
tratamento da SID com agentes oxidativos e alquilantes, necessarios para
oferecer segurancga clinica no seu uso, o biomaterial manteve sua bioatividade
intrinseca®®,

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

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

Badylak et al®-" realizaram em seus trabalhos, tratamento da ECM de

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

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

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

Um protocolo utilizado em diversos trabalhos por Greca et al (1920:22-24.62)
para conservacdo e manutencdo da SID, mantinha os enxertos apenas em

solucdo de neomicina 10% apds a lavagem dos mesmos com solu¢ao salina.

2.4.4 Tempo de Incorporacdo do Enxerto

Entre os diversos trabalhos encontrados na literatura®%133%:57

que
avaliaram a incorporacdo do enxerto de SID nos diversos 06rgdos, podemos
observar uma grande variedade de tempos de reabertura para coleta do material
de estudo. Esses tempos aparentemente foram escolhidos empiricamente pelos
cirurgides, além de variarem os modelos animais, os 6rgaos em estudo e a forma
de uso do enxerto.

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

Souza Filho et al®®

observaram reepitelizagcdo completa da SID e
incorporacdo do enxerto avaliado apos periodo Unico de sessenta dias, em

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

Ao avaliarem a incorporacdo do enxerto de submucosa gastrica em ileo de

ratos, Parnigotto et al®™®

identificaram, apdés uma semana, presenca de
espessamento da éarea de enxerto com multiplos fibroblastos, células
inflamatorias, neovascularizacao evidente, fibras musculares e serosa revestindo
externamente a matriz e auséncia de epitelizacdo. Com trés semanas houve
presenca das quatro camadas da parede intestinal, superficie epitelizada com
vilosidades e duas camadas de células musculares bem visiveis. Na sexta
semana as camadas de células musculares tornaram-se evidentes e grande
quantidade de células caliciformes e criptas puderam ser visibilizadas.™

Greca et al, ao avaliarem implante de SID como alternativa para ampliacéo
vesical em cdaes, observaram proliferacdo do urotélio recobrindo toda superficie
do enxerto e presenca de algumas fibras musculares lisas em 100% dos casos,
com 30 dias de evolucdo®,

Poulose et al™

, em 2005, avaliaram o implante de SID na superficie
peritoneal de doze porcos utilizando como parametros o depdésito de colageno e a
neovascularizacdo. O resultado foi a incorporagéo parcial e total do enxerto em
grupos avaliados ap0s duas e oito semanas respectivamente. Esses autores
observaram contracao significativa do enxerto apos oito semanas, sendo portanto,
sugerido por eles, que em reparos de hérnias com SID deva-se usar areas

maiores de enxerto quando comparadas ao uso de materiais sintéticos!"®.

2.4.5 Uso da SID em Humanos e Disponibilidade Come rcial

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

algumas delas ja estejam disponiveis para utilizagdo em humanos.



37

Produtos como Contigen® (a base de colageno), Allo Derm® e Permacol®
(matrizes dérmicas a base de colageno), Surgisis® e Symphasis® (SID) sao
exemplos atualmente autorizados para comercializagéo®”.

Considerando apenas o0 uso dos produtos feitos com SID, o Surgisis® esta
disponivel em duas espessuras, 0,4mm e 0,2mm, e tem sido utilizado em diversas

552675 ahdominais’® e

aplicacbes cirurgicas como em herniorrafias inguinai
diafragmaticas®?, e em dermatologia no auxilio do reparo de Ulceras venosas
cronicas e feridas com dificuldade de cicatrizacdo®®. Outras aplicacdes incluem:
reparo vascular, substituicdo de dura-méter, correcdo de curvatura peniana na

doenca de Peyronie!’”, ampliagcbes vesicais e reparo de tendbes e

ligamentos®”>".

Holcomb 11l et al® realizaram trés reparos de defeitos diafragmaticos
congénitos extensos (Hérnia de Morgani - 2 casos, Hérnia de Bochdalek - 1 caso),
por via videolaparoscoépica, utilizando implante de Surgisis® (0,2mm). Em
acompanhamento de quatro anos néo foi observada recorréncia em nenhum dos
casos.

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

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

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

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

confirmar a seguranca e eficicia deste material nos diversos tecidos.
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3.1 INFRA-ESTRUTURA

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

A andlise microbiologica do enxerto foi conduzida no Laboratério de
Microbiologia do CCBS e os procedimentos cirirgicos ocorreram nos Laboratérios
de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental do CCBS. Os animais foram
mantidos no Biotério Central da PUCPR e os estudos anatomo-patoldgicos foram
realizados no Laboratério de Patologia Experimental da PUCPR.

3.2 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

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

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

Os animais foram mantidos em quarentena, recebendo alimentacéo
balanceada com racao especifica para a espécie e dgua ad libitum até o inicio do

jejum pré-operatériot’®.
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Durante todo o periodo, os coelhos ficaram em gaiolas individuais com
grades e fundo de metal, com vasilhas também de metal para coloca¢édo de agua
e racao.

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

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

Um prontuario com instrugbes de cuidados e medicacdes, a partir do
primeiro dia de jejum até a liberacdo de racdo seca ad libitum, foi elaborado para
cada coelho, para ser seguido como forma de orientacdo para os funcionarios do
biotério no manejo dos animais. O prontuario do coelho de nimero um consta

como exemplo no apéndice B.

Tabela 1 - Divisdo dos animais em grupos

Grupo Nimero dos coelhos
A 112l3l419
B 5,6,7,8,10

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

3.3.1 Obtencéo

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

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

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

No procedimento habitual, a submucosa segue para um processo de

secagem e conservacéao para confeccado de embutidos.

3.3.2 Transporte e Conservacao

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

8°C por até 12 horas antes da confecgdo dos enxertos.
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3.3.3 Confecgéo dos Enxertos

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

permitindo sua secc¢ao para confeccéo dos enxertos (Figura 13).

O
O

C < = >

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

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

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

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

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

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

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

intercorréncia com eventual dano a eles.

3.3.4 Avaliacao Bacteriol6gica do Enxerto

ApoOs todo o processo de preparo e conservacdo, alguns dos enxertos
foram enviados para analise quanto a presenca, quantificacdo e qualificacdo de
microorganismos, por uma equipe de pesquisadores da PUCPR que realizam
essa avaliacao de forma rotineira.

O projeto desenvolvido por essa equipe visa a realizagcdo de cultura,
antibiograma e o desenvolvimento de uma técnica de esterilizacdo da submucosa
intestinal porcina, para utilizd-la como matriz com potencial de aderéncia de
células mioblasticas no transplante das mesmas em miocardio infartado de ratos

Wistar"®.
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Os enxertos enviados ao laboratorio foram lavados com solucéo salina sob
fluxo laminar, colocados em caldo TSB (caldo triptico de soja) e deixados em
estufa a 37C por 24 h. Este procedimento foi realizado em triplicata. Apos este
periodo foi retirada uma aliquota do caldo e semeada nos agars Mac Conkey e
Sabouraud, identificando-se col6nias de bactérias que foram submetidas a testes
bioguimicos para identificacdo do género e espécie.

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

eficacia da solu¢éo de neomicina utilizada para conservagédo do material.

3.4 PROCEDIMENTO CIRURGICO

3.4.1 Cuidados pré-operatérios

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

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

do coelho durante o periodo de jejum®®8%83,

3.4.2 Inducéo Anestésica

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

A dose da ketamina foi de 35 mg/kg (0,7 ml/kg) e a da xilasina 10 mg/kg
(0,43 ml/kg), porém existiu grande variacdo entre os coelhos em relagdo a
quantidade de anestésico necessaria para a indugdo e a manutencdo do efeito
anestésico"*#?,

Antibiotico profilatico foi administrado apos a inducédo anestésica, por via

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

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

Figura 17 — Acesso venoso em veia de dorso da orelha
para manutencéo da anestesia e hidratacéo.

3.4.3 Anestesia

ApOs inducdo anestésica os coelhos foram submetidos a anestesia geral
conforme protocolo da instituicdo. Para a manutencdo da anestesia, doses extras
de ketamina foram administradas por via intravenosa conforme necessario’?.

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

Toda a medicacdo utilizada foi adquirida em farmacia especializada em
produtos veterinarios, com excec¢do do tiopental, utilizado posteriormente para

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

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

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

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

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

Figura 18 — 18-A - Escolha do segmento de al¢a para colocacéo dos enxertos com inicio ha 30
cm do apéndice cecal apontado pela seta; 18-B - Marcacdo do inicio do segmento escolhido
com ponto de fio de nylon 4.0 (seta).
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Figura 19 — 19-A — Delimitagdo de intervalos de 5cm; 19-B — Marcagdo dos intervalos com
pontos de fio de nylon 4.0 no segmento escolhido.

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

Figura 20 - Abertura de parede total da alca intestinal no
local demarcado com o segundo ponto de fio de nylon 4.0,
onde foi suturado o primeiro enxerto.

Este procedimento foi repetido nos demais pontos de referéncia, portanto,
quatro vezes em cada coelho, sendo que nos pontos dois e quatro os enxertos

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

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

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

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

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

esparadrapo.

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

Ethicon/Johnson e Johnson.

3.5 POS-OPERATORIO

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

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

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

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

reintervencao para coleta do material.

3.6 COLETA DE MATERIAL

3.6.1 Procedimento Cirargico

A reintervencao foi realizada através de laparotomia mediana e esquema
anestésico idénticos aos da primeira intervencdo. O segmento de ileo em estudo,
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contendo os 25 cm demarcados no primeiro procedimento com pontos de nylon
4.0, foi retirado em bloco. Apoés a retirada do material de interesse, o animal foi

submetido a eutanasia.

3.6.2 Eutanésia

Os animais foram submetidos a eutandsia com injecdo intra-venosa de
dose letal de tiopental sédico 2,5% (Thiopentax®), na dose de 150 mg/kg EV, na
diluicio de 0,5 g/ml, com o0s animais ainda anestesiados, até parada

cardiorrespiratéria monitorizada por estetoscépiot’?.

3.6.3 Preparo das Pecas

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

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

de referéncia de 1 a 4 (Figura 23-C).

3.7 AVALIACAO ANATOMO- PATOLOGICA

Para estudo microscopico, as pecas devidamente identificadas foram

enviadas para o Laboratério de Patologia Experimental da PUCPR.

3.7.1 Preparo das Laminas

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

Os cortes histoldgicos foram realizados com espessura de quatro micra e
corados de acordo com o0s protocolos especificos para cada uma das trés
coloracdes utilizadas, a saber: Hematoxilina-Eosina (HE), PAS/Alcian Blue (AB) e
Tricromico de Gomori (TG).

Foram preparadas doze lamimas para cada coelho, sendo uma de cada
coloracdo para cada uma das quatro pecas coletadas.

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

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

com isso, obter-se maior niumero de dados histologicos por coelho.
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3.7.2 Coloragoes

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

Esta coloracéo foi utilizada para a avaliacdo qualitativa das laminas e para
a afericdo do comprimento da superficie da mucosa nas por¢cdes controle e
estudo dos cortes. Este dado foi utilizado na comparagcdo das duas porcdes

avaliando a capacidade de neoformacdo mucosa sobre a superficie do enxerto,

assim como a formacéao de criptas e vilosidades.

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

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

novo epitélio da porcéo estudo®.
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Figura 25 - Fotomicrografias de lamina corada com Alcian Blue; 25-A - Aumento de 20x
mostrando caracteristicas da coloragdo com destaque para a area visibilizada na foto B; 25-B -

Aumento de 40x, mostrando 0 muco e as células caliciformes corados em azul claro (seta)
(Lamina correspondente a porcao controle da peca 3 do coelho 6).

O Tricrdbmico de Gomori (TG) é uma técnica que cora em verde as fibras
musculares, 0 que permitiu a medida da espessura de toda camada muscular
(longitudinal e transversal) comparando as porgcdes enxerto e controle de cada

lamina (Figura 26).

Figura 26 - Fotomicrografia de lamina corada com TG. 26-A - Aumento de 4x, com destaque
para a éarea visibilizada na foto B; 26-B - Aumento de 10x, mostrando a coloracéo verde das
células da camada muscular (Ld&mina correspondente a por¢éo controle da peca 4 do coelho 10).

3.7.3 Anélise das Laminas

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

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

coloracoes.

3.7.4 Avaliagdo Qualitativa das Laminas

A andlise qualitativa das laminas foi realizada com a utilizacdo de
microscopico 6ptico Olympus BX 50, com aumento de 4 e 10 vezes.

A primeira inspecdo das laminas ao microscopio serviu para identificar as
por¢cBes controle (C) e estudo (E) de cada corte histolégico, separando-os através
de um traco feito por cima da laminula com caneta para retroprojetor (Figura 27).

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

Os parametros qualitativos que permitiram a diferenciacdo entre porcéo
controle e estudo foram: fibrose caracterizada pela presenca de fibroblastos e
coldgeno, processo inflamatério crénico caracterizado pela presenca de infiltrado
linfocitario e de histiocitos, reacdo granulomatosa de corpo estranho ao redor do fio

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

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

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

escolhidos.

3.7.5 Avaliagédo Quantitativa das Laminas

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

A escolha dos campos foi realizada seguindo uma sequéncia padronizada,
em todas as laminas das trés coloracdes avaliadas. Foram escolhidos oito
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campos de cada lamina, que continha dois cortes de tecido, sendo
preferencialmente, quatro em cada corte (dois da porgéo estudo e dois da porcao
controle). Seguindo a orientacdo da peca a partir da linha de diviséria, foram
obtidos os dois primeiros campos que permitissem a leitura, de cada lado,
podendo estes estar contiguos ou ndo, dependendo das condigbes do corte.
Quando a lamina continha um dos cortes no qual ndo foi possivel identificar as
porcdes estudo e controle, os quatro campos foram obtidos sequencialmente no

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

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

As laminas coradas com Alcian Blue foram avaliadas diretamente no

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

3.7.5.1 Avaliacdo da Superficie da Mucosa

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

Esta avaliacdo foi realizada apenas por um observador, ja que ndo ha
subjetividade para execucéo dessa tarefa.
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Figura 30 - Fotomicrografia de lamina corada com HE,
aumento de 10x, mostrando o contorno da superficie
mucosa (linha vermelha) utilizado para medir o
comprimento da mesma (Lamina referente a porcao
controle da peca 1 do coelho 9)
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3.7.5.2 Avaliacao da Espessura da Camada Muscular

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

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

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

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

A opcéao de avaliagao desse dado por dois examinadores, foi devida ao fato
destes poderem escolher diferentes locais de medida da camada muscular em
cada campo, e com isso, obter maior nimero de medidas hum mesmo campo,

resultando num valor mais caracteristico daquele campo.

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



60

3.7.5.3 Contagem de Células Caliciformes.

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

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

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

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

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

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

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

Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.



4. RESULTADOS

62



4 RESULTADOS



63

4.1 ANIMAIS DE DE EXPERIMENTACAO

4.1.1 Peso Inicial

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

Tabela 2 - Peso Inicial (Pré-Operatério)

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

Coelho 1 2502 Coelho 5

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

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

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

No momento da segunda cirurgia para coleta do material, o peso dos
coelhos variou de 2834 g a 4024 g, com uma meédia de 3216,4 g. No grupo A,
apos seis semanas, a média foi de 2968,4 g, e no grupo B, apds doze semanas,
foi de 3526,5 g (Tabela 3).

Tabela 3 - Peso Final

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

Coelho 1 3056 Coelho5 e

Coelho 2 3020 Coelho 6 3412
Coelho 3 2892 Coelho 7 2938
Coelho 4 2834 Coelho 8 3732
Coelho 9 3040 Coelho 10 4024
Média 2968,4 Média 3526,5
Desvio Padrao 99,20 Desvio Padrao 465,18

Na comparacao entre as médias dos pesos finais (no momento da segunda
cirurgia) dos grupos A e B, observou-se auséncia de diferenca estatistica
representada por p=0,111.

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

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

Tabela 4 - Comparac¢éo dos pesos iniciais e finais nos animais do grupo A e B

. Grupo N Média Mediana Minimo Maximo  Desvio Valor

Variavel ~ *
Padréo dep
Peso inicial A 5 2234,40 2240,00 1800,00 2502,00 282,91
Peso final 5 2968,40 3020,00 2834,00 3056,00 99,20
Diferenca peso 5 734,00 672,00 552,00 1092,00 224,66 0,043
(final - inicial)
Peso inicial B 4 1919,00 1708,00 1698,00 2562,00 428,70
Peso final 4 3526,50 3572,00 2938,00 4024,00 465,18
4

Diferenca  peso

) 1607,50 1582,00 1232,00 2034,00 343,03 0,068
(final - inicial)
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Houve diferenca estatistica significante (p=0,043) quando comparados o
peso inicial com o final nos animais do grupo A, porém esta diferenca nao foi

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

Figura 33 — Gréfico ilustrando a comparacédo entre os pesos inicial e final entre os
grupos A e B.
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Figura 34 - Gréafico comparando o ganho de peso (final - inicial) nos animais dos

grupos A e B.
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4.2 AVALIACAO BACTERIOLOGICA DO ENXERTO

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

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

sensibilidade a ciprofloxacina, norfloxacina e imipenem.

4.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

N&o houve intercorréncia no trans-operatorio em nenhum caso. O método
de escolha da area de implante dos enxertos e a demarcagdo dos pontos de
referéncia com fio de nylon 4.0 ndo apresentaram dificuldades.

Os enxertos foram implantados sem causar estenoses na luz intestinal,
acotovelamentos de alca ou hematomas da parede do intestino. Todos o0s
enxertos foram testados antes do fechamento da parede abdominal e término da
cirurgia, e ndo apresentavam extravazamento de conteudo intestinal.

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

média de 87,8min.

4.4 COMPLICACOES POS-OPERATORIAS

N&o houve complicagbes no poés-operatorio (PO) imediato, correspondente
a primeira semana, em ambos 0s grupos.
Dos dez coelhos, apenas um (coelho niumero cinco), pertencente ao grupo

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

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

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

Todos os demais coelhos permaneceram bem e ndo apresentaram outras

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

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

intercorréncia durante este procedimento.

4.5.1 Achados Intra-Operatérios

Houve pouca aderéncia entre as alcas intestinais, porém em todos o0s
casos estas eram frouxas, sem acotovelamento das algcas, nem comprometimento

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

estudo (Figura 35).

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

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

como referéncia.

4.6 AVALIACAO ANATOMO-PATOLOGICA MACROSCOPICA

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

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

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

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

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

enxerto.
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4.7 AVALIACAO ANATOMO-PATOLOGICA MICROSCOPICA

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

coloracdes descritas nesse trabalho.

4.7.1 Avaliagdo Qualitativa das Laminas

Na analise qualitativa das laminas, cinco cortes em quatro laminas, em
cada coloracgao utilizada, foram descartados pela impossibilidade de identificacédo
da transic&o entre a porgéo controle e estudo.

Apenas na lamina referente ao enxerto 3 do coelho 2, ambos os cortes
estavam comprometidos e foram descartados. Esta lamina correspondia ao
enxerto que macroscopicamente apresentava reacao de corpo estranho, descrito
no item anterior, confirmada pela presenca de grande quantidade de células
inflamatodrias que impossibilitaram a demarcacdo da transicdo entre a porcéo
controle e estudo, assim como a identificacao das diferentes camadas da parede
intestinal.

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

As porcgOes estudo sempre se mostraram mais espessas em comparagao
com as porcbes controle, apresentando uma area central com infiltrado
inflamatorio e fibrose, recoberta na face interna por epitélio colunar intestinal
tipico, com presenca de vilosidades e células caliciformes em ambos 0s grupos.
Na face externa houve formacao de fibras musculares longitudinais e transversais
recobrindo a area ou entremeadas as células inflamatorias e fibrose (Figura 38 e
39).

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

Todas estas avaliagbes subjetivas, foram realizadas com o auxilio de um

patologista.
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Figura 38 - Fotomicrografia de [amina corada com HE, aumento de 10x, mostrando a diferenca
entre as porgcbes controle (C) e enxerto (E) em uma peca do grupo A. E1 — Mucosa e
Submucosa; E2 — Muscular e Serosa.
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Figura 39 - Fotomicrografia de [amina corada com HE, aumento de 10x, mostrando a diferenga
entre as porcdes controle (C) e enxerto (E) em uma pe¢a do grupo B. E1 — Mucosa e
Submucosa; E2 — Muscular e Serosa

4.7.2 Avaliacdo Quantitativa das Laminas

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

visualizados na tabela 5.



Tabela 5 - Resultados da Andlise Quantitativa
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Superficie da Mucosa

Contagem de céls.

Espessura da Muscular

Caliciformes

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

Coelho 6 4.824,42 4.570,76 12,25 12,83 172,38 248,40
Coelho 7 4.097,70 4.028,26 16,44 16,38 199,22 297,04
Coelho 8 4.586,78 5.012,44 16,00 18,13 169,27 264,17
Coelho10 4.886,23 5.200,42 32,59 34,84 289,86 416,25
Média 4,598,78 4,702,97 19,32 20,54 207,68 306,46
DP 358,13 521,52 9,05 9,79 56,41 75,94

4.7.2.1 Avaliacdo da Superficie Mucosa

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

porcao controle entre os grupos A e B, e na por¢ao estudo entre os grupos A e B,

usando o teste de Mann-Whitney, nao se obteve diferenca significativa, conforme

mostrado na tabela 6.

Tabela 6 - Comparacdo entre os grupos A e B nas porcbes controle e estudo em relacdo a

superficie mucosa

Variavel  Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valor de
Padréo p
Controle A 5 4490,57 4497,91 428582 4587,65 123,05
B 4 4598,78 4705,60 4097,70 4886,23 358,13 0,413
Estudo A 5 4432,98 4732,47 3588,54 4880,85 575,05
B 4 4702,97 4791,60 4028,26 5200,43 521,52 0,556

A comparacédo entre as porcdes estudo e controle dentro de cada grupo,

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

valor de p significativo.
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Tabela 7 - Comparacdo entre as por¢des controle e estudo nos grupos A e B em relacdo a
superficie mucosa

Grupo Variavel n Média Mediana  Minimo Maximo Desvio Valor de
Padrdo p
A Controle 5 4490,57 449791 4285,82 4587,65 123,05
Estudo 5 443298 4732,47 3588,54 4880,85 575,05
Diferenca (E-C) 5 -57,60 146,30 -906,77 382,95 524,04 0,893

B Controle 4 4598,78 4705,60 4097,70 4886,23 358,13
Estudo 4 4702,97 4791,60 4028,26 5200,43 521,52
Diferenca (E-C) 4 104,19 122,38  -253,66 425,66 319,19 0,465

A figura 40 e 41 ilustram a semelhanca das superficies mucosas
considerando-se as comparacfes aqui descritas.

GRUPO A

; P )
e LRI AP il TR

Figura 40 - Fotomicrografia de laminas coradas com HE mostrando a semelhanca da superficie
epitelial comparando-se uma por¢cédo controle (C) e uma porcédo estudo (E) de um coelho do
grupo A <pec¢a 4 coelho 4> e de um coelho do grupo B <peca 2 coelho 6>.
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Figura 41 - Gréafico comparando os valores de comprimento da superficie da
camada mucosa dos grupos A e B, nas porg¢des controle e estudo
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4.7.2.2 Avaliacdo da Espessura da Camada Muscular

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

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

significativo (Tabela 9).

Tabela 8 - Comparacdo entre os grupos A e B nas porcbes controle e estudo em relacdo a
espessura da camada muscular

Variavel  Grupo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio Valor de
Padréo p
Controle A 5 389,66 257,56 168,49 918,16 309,33
B 4 207,68 185,80 169,27 289,86 56,41 0,556
Estudo A 5 421,99 299,47 215,45 824,47 253,90
B 4 306,46 280,60 248,40 416,25 75,94 0,730
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Tabela 9 - Comparacdo entre as por¢des controle e estudo nos grupos A e B em relacdo a
espessura da camada muscular

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

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

£l

Figura 42 - Fotomicrografia de laminas coradas com Tricrbmico de Gomori mostrando a
medida da espessura da camada muscular comparando-se a por¢éo controle (C) e a porgéo
estudo (E) de um coelho do grupo A <peca 3 coelho 9> e de um coelho do grupo B <peca 2
coelho 10>.
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Figura 43 - Gréafico comparando os valores de espessura da camada muscular
dos grupos A e B, nas porc¢des controle e estudo.
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4.7.2.3 Contagem de Células Caliciformes

Na tabela 10, encontram-se as médias do numero de células caliciformes
entre 0os grupos A e B, na porcao controle e na por¢cao estudo. Os resultados do
teste estatistico indicam a néo rejeicdo da hipétese nula no nivel de significancia
de 5%, utilizando-se o teste de Mann-Whitney, indicando similaridade entre os
dados.

Tabela 10 - Comparacao entre os grupos A e B nas porgdes controle e estudo em relagdo a
contagem de células caliciformes

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

A ndo rejeicdo da hipbtese nula no nivel de significancia de 5%, também foi
observada utilizando-se o teste de Wilcoxon na avaliacdo da comparacao entre
porcoes estudo e controle dentro de cada grupo (A e B), confirmando a

similaridade entre os dados (Tabela 11).
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Tabela 11 - Comparacdo entre as porcdes controle e estudo nos grupos A e B em relacdo a
contagem de células caliciformes

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

Conforme as comparacdes acima, pode-se observar na figura 44 e 45 a
semelhanca do numero de células caliciformes nas porc¢des controle e estudo, e
em ambos 0sS grupos.

GRUPO A

v v F— v 5
O e
.w‘ ’. ;.:.- n‘\ ‘:-,f‘f'-‘f\"‘ £ 4 4 )

Figura 44 - Fotomicrografias de laminas coradas com Alcian Blue, mostrando a
semelhanca de distribuicdo de células caliciformes na superficie da mucosa,
comparando-se por¢éo controle (C) e por¢céo estudo (E) de um coelho do grupo A e de
um coelho do grupo B.



Figura 45 - Gréfico comparando os valores de contagem de células calicifor

dos grupos A e B nas porc¢des controle e estudo.
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5.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

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

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

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

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

iniciais menor e média dos pesos finais maior do que o grupo A. Este dado pode
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ter ocorrido devido ao fato do tamanho da amostra estar reduzido no grupo B
apos a exclusdo de um animal por 6bito (nUmero 5).

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

Como todos os coelhos apresentaram ganho de peso, embora néao
significativo no grupo B, pode-se afirmar que o procedimento cirargico e a
presenca do enxerto, ndo causaram alteragcdes que comprometessem o ganho de

peso em ambos 0s grupos.

5.2 PREPARO E CONSERVACAO DO ENXERTO

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

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

A neomicina € um antibidtico de amplo espectro. Em geral, o0s
microorganismos sensiveis sdo inibidos por concentracdes de 5 a 10 pyg/mL ou
menos. As espécies gram-negativas sensiveis incluem a E.coli, Enterobacter
aerogenes, Klebisiella pneumoniae e Proteus vulgaris. As espécies gram-positivas
incluem Staphilococcus aureus e E. faecalis ©®.

Devido a sua localizacdo no organismo, a submucosa intestinal €&
colonizada por microrganismos da familia das enterobactérias, especificamente,
as espécies de Escherichia coli. Apesar da solucdo de sulfato de neomicina a
10% apresentar comprovada acao local no combate a estes microrganismos, 0s
resultados da analise bacteriologica do enxerto mostraram que a acéo local desse
antibiotico néo foi suficiente para a efetiva esterilizacéo in vitro da SID.

ApOs esse resultado, as amostras de submucosa foram tratadas com

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

No presente estudo os testes citados acima foram realizados em paralelo
ao andamento do trabalho, portanto a manutencdo dos enxertos foi realizada
apenas com solugcdo de neomicina 10%. Essa opcao foi influenciada pelos
trabalhos realizados por Greca et al®®2%222462) o gouza Filho et al®®®), que a
utilizaram, e que nao observaram nenhum sinal de infeccdo que comprometesse
a incorporacao do enxerto ou a conducédo do experimento. A neomicina também
foi o método de conservacao utilizado por Wang et al, porém estes realizavam a
esterilizacdo do enxerto com solucdo de etanol 75% e lavagem com solucdo
salina para posterior armazenamento do enxerto em solucédo desse antibidtico a
40 C(ll,30)'

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

bioldgicas responsaveis pela proliferacéo e diferenciacéo celular.

5.3 COLETA DO MATERIAL

5.3.1 Tempo de Coleta do Material

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

(1130 Badylak et al®” e Panigotto et

fornecidos pelos trabalhos de Wang et al
al*® em relagéo ao tempo e evolucdo da incorporacgdo do enxerto na parede de

Orgaos no trato gastrintestinal.
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Apesar dos parametros avaliados ndo terem apresentado diferenca
estatistica, as pecas referentes ao grupo B apresentavam uma maior organizacao
do tecido neoformado. Portanto, € importante a realizacdo de trabalhos com maior
estratificacdo dos tempos de avaliacdo dos enxertos, no periodo até 6 semanas, a

fim de melhor definir as etapas da incorporacao da SID.

5.3.2 Achados Intra-Operatérios

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

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

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

Badylak et al em estudo com SID em lesdes esofagicas observaram
estenose em todos 0s quatro casos em gque foi usado enxerto tubular de SID, mas

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

. Os piores
resultados das proteses de parede total se repetiram em estudo com uso de SID
em intestino delgado de cées, no qual ocorreu estenose em um caso, e
deiscéncia com 6bito nos outros trés, dos quatro casos avaliados. Os vinte e trés
cdes que receberam enxertos parciais ndo apresentaram estenose®?.

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

Como foi observado na avaliacdo microbiolégica dos enxertos, estes ndo
eram estéreis. Este achado pode ter influenciado no ébito do coelho nimero cinco

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

Com excecdo desses dois casos, 0s demais animais ndo apresentam
infeccdo. A ndo ocorréncia de infeccdo na grande maioria dos casos pode estar
relacionada a uma possivel atividade bactericida da SID citada por Holtom et al,
porém nao confirmada por esses autores®®.

A idéia inicial desse estudo incluia a medida do comprimento da algca antes
e apos o implante dos enxertos, assim como, ha reabertura apés periodo de seis
e doze semanas. Entretanto, nas primeiras tentativas de afericdo do comprimento
do segmento em estudo apO6s os implantes de SID, obtiveram-se diferentes
valores para medidas consecutivas do mesmo segmento, devido a peristalse das
alcas intestinais. Essa mesma dificuldade em quantificar o ganho em centimetros
apos procedimento de alongamento intestinal, foi relatada por Kim et al em seus

artigos sobre a técnica STEP®49,

5.4 AVALIACAO ANATOMO-PATOLOGICA MACROSCOPICA

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

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

palpacao da parede do 6rgédo, que estava espessada®”.



86

A retragdo do enxerto, apesar de ndo ter sido avaliada no presente estudo,
deve ser considerada em estudos futuros, ja que foi observada em algum grau
tanto nos trabalhos que utilizaram enxertos tubulares****9 como nos que
utilizaram retalhos planos’.

A idéia inicial era, antes e ap0s o término do implante dos enxertos de
submucosa, medir o0 segmento intestinal em estudo para registro do alongamento
ganho com a presenca dos enxertos. Porém, devido a presenca da peristalse
intestinal, houve grande dificuldade de afericdo, com valores diferentes mesmo
ap0s medidas consecutivas. Por este motivo, optou-se por abandonar esse

critério de avaliagéo.

5.5 AVALIACAO ANATOMO-PATOLOGICA MICROSCOPICA

5.5.1 Avaliacdo Qualitativa das Laminas

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

avaliados em tempos semelhantes ao utilizado neste estudo®*3?,

5.5.2 Avaliacdo Quantitativa

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

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

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

Wang et al®?

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

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

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

A presenca de células caliciformes na camada mucosa da por¢ao estudo,
em ambos os grupos, oferece um parametro a mais em relacdo a semelhanca
entre o epitélio neoformado e o epitélio normal. A visualizacdo de producdo de
muco por estas células, pela coloragdo de Alcian Blue, sugere funcionalidade

deste novo epitélio ja presente apos seis semanas de implante da SID.
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5.6 INCORPORACAO DO ENXERTO

Baseando-se nos diferentes resultados apresentados na literatura em
relacdo ao tempo de incorporacdo do enxerto de submucosa® 32957
apresentados anteriormente, estudos adicionais fazem-se necessarios para definir
exatamente os tempos de cada etapa de formacédo de epitélio de revestimento,
fibras musculares e organizacéo do tecido neoformado sobre a SID.

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

parede intestinal ou em outros sitios de implante.

5.7 RESULTADOS TARDIOS

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

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

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

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

5.8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Baseando-se no achados deste estudo, alguns questionamentos

importantes devem ser considerados para investigacdes futuras.
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Nao h& consenso em relacdo as técnicas de esterilizacdo e conservacao
da SID nos diversos trabalhos publicados na literatura. Portanto, primeiramente,
faz-se necessario encontrar um enxerto de SID estéril, aperfeicoando-se as
técnicas em estudo atualmente e certificando-se de que estas nao interfiram nas
propriedades histolégicas da submucosa, que garantem a adeséo e proliferacédo
celular para a formagao de neotecido. Deve-se confirmar ainda, a acelularidade
desse enxerto e a necessidade ou ndo de se utilizar enxertos homologos.

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

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

aos resultados ja apresentados em alguns trabalhos®305"

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

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

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

A presenca de células caliciformes produtoras de muco no epitélio
neoformado foi considerada um fator indicativo de funcionalidade, entretanto, s&o
necessarios estudos adicionais em relagdo aos aspectos funcionais, assim como
em relacdo aos aspectos de retragcédo do enxerto.

Como o procedimento visa 0 aumento da superficie absortiva em pacientes
com Sindrome do Intestino Curto, ha necessidade de se testar a técnica de

implantes de SID em um modelo animal de SIC. Isso permitiria a avaliacdo da
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melhora dos padrbes funcionais e absortivos intestinais, assim como do ganho de
peso e aceitagdo de dieta enteral, em animais que j& possuam alteracdes
anatdbmicas e funcionais inerentes a sindrome e aos mecanismos de adaptacao

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

Como nao houve diferenca significativa dos parametros quantitativos
avaliados, nas comparacdes entre as porcdes controle e estudo, esta pode ser
considerada uma porgao nova de tecido com presenca de camadas muscular e
mucosa semelhantes ao intestino normal.

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

vidvel e com poucas complicacdes.
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Anexo A — Aprovacao do Projeto pelo Comité de Etica

Aprovacéo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais da PUCPR, em 14 de agosto de 2006.
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Curitiba, 29 de agosto de 2006.
PARECER N. 34.06/CEUA-PUCPR

Pontificia Universidade Catodlica do Parana
Pro-Reitoria Académica e de Pesquisa
Nucleo de Bioética

Prezado (a) Pesquisador (a),

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

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

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

vigentes no pais e por isso emite o sequinte parecer:
APROVADO COM RECOMENDACOES
- Nao ha assinatura do Decano do CCSC na folha de rosto

- Decrever a consentracdo de dose letal

- Corrigir o cronograma
Lembramos o senhor (a) pesquisador (a) que é obrigatérioc encaminhar relatério anual
parcial e relatorio final da pgsquisa a este CEPA.

Atenciosamente,

Profe. D oMr Binder Prado

Presidénte do Comité de Etica em Pesquisa com Animais da PUCPR

llma Sra
Josue Bruginski de Paula
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Apéndice A — Ficha de Acompanhamento Pré e PGs-Oper  atorio



FICHA DO COELHO N°

Data da aquisi¢cao:___ /[

PESO:
Peso Pré-Operat6rio (1 cirurgia): g
Peso na 2° cirurgia: g

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

Inicio dia: /| Hora: : h

De liquidos — 6hs antes da cirurgia

Inicio dia: /| (dia da cirurgia) Hora:_ :

Anti-Vermes:
Ivermectin: ml
Dia: [

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

Hora de inicio:___ : h.

Reidratacao:

( )SG 5% mi

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

Banamine: ml

h
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POS- OPERATORIO:

Jejum absoluto — 36h

Apenas agua com glicose — nas proximas 48h

Inicio dia: [ Hora:__: h

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

Inicio dia: [

- 1/3 por mais 2 dias

Inicio dia: [

- 1/2 por mais 1 dia
Iniciodia: /[
- Quantidade normal
Iniciodia: /[

ATB (Por mais dois dias)

Gentocin: ml

Tribissen: ml

Analgésico (Por mais dois dias)

Banamine: mi

REABERTURA:

Data da 2% Cirurgia:___ /|

Hora de inicio:___ : h.

Reidratacéo: ( )SG 5% ml
( ) SF0,9% ml

Anestésicos:

Ketamina: mi

Xilasina: mi

EUTANASIA:

Com Tiopental EV até PCR

Hora do término: :
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Apéndice B — Prontuério dos Coelhos

Exemplo de prontuéario do coelho ndmero 1, utilizado como forma de
orientacdo dos procedimentos de cuidados e medicacdes, desde o inicio do jejum
pré-operatorio até a liberagdo de racdo seca ad libitum no pds-operatorio, aos

funcionarios do biotério.



PRONTUARIO DO COELHO N° 1

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

Dia 01/02
Jejum total apds 8h.

Cirurgia A tarde — fazer antibiotico.
Dia 02/02
Manter jejum absoluto.
Antibiético + Analgésico
Dia 03/02
Apenas agua com glicose - comecar pela manha.
Antibiotico + Analgésico
Dia 04/02
Apenas agua com glicose.
Dia 05/02
Manter agua com glicose
Comecar com ragdo pela manha — 1 copinho de café (UMEDECIDA)
Dia 06/02
Manter agua com glicose
Racéo — 2 copinhos de café (UMEDECIDA)
Dia 07/02
Manter agua com glicose
Racéo — 2 copinhos de café (UMEDECIDA)

Dia 08/02
Agua NORMAL

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

Agua NORMAL

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

Agua NORMAL

Racdo NORMAL
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Apéndice C — Protocolos de Avaliagdo Andtomo-Patolé  gica
Protocolos de Avaliagdo Anatomo-Patologica das trés coloragdes realizadas:
Hematoxilina-Eosina

Tricromicro de Gomori

Alcian Blue



Hematoxilina-Eosina

Lamina n° (identificacdo para a esquerda)

Segmento Coelho

Corte 1(superior)

111

PARAMETROS

SEGM CONTROLE

SEGM ESTUDO

Campo 1 Campo 2

Campo 1l Campo 2

Fibroblastos jovens

Reacdo granulomatosa (corpo
estranho no fio)

Identificacdo das camadas

Mucosa

Submucosa

Muscular

Serosa

COMPRIMENTO DA
SUPERFICIE MUCOSA
(micras)

Corte 2 (inferior)

PARAMETROS

SEGM CONTROLE

SEGM ESTUDO

Campo 3 Campo 4

Campo 3 Campo 4

Fibroblastos jovens

Reacdo granulomatosa (corpo
estranho no fio)

Identificacdo das camadas

Mucosa

Submucosa

Muscular

Serosa

COMPRIMENTO DA
SUPERFICIE MUCOSA
(micras)




Tricrdbmico de Gomori

Lamina n°

Segmento Coelho

Corte 1(superior)

(identificacdo para a esquerda)

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

Transversal

PARAMETROS SEGM CONTROLE SEGM ESTUDO

Espessura das Cam Musc.

Campo 1

Campo 2

Campo 1

Campo 2

Medida 1

Medida 2

Medida 3

Medida 4

Medida 5

Corte 2 (inferior)

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

Transversal

PARAMETROS SEGM CONTROLE SEGM ESTUDO

Espessura das Cam Musc.

Campo 3

Campo 4

Campo 3

Campo 4

Medida 1

Medida 2

Medida 3

Medida 4

Medida 5




Alcian Blue

Lamina n° (identificacdo para a esquerda)

Segmento Coelho

Corte 1(superior)

113

PARAMETROS SEGM CONTROLE SEGM ESTUDO
Campo 1 Campo2 Campol Campo 2

Presenca de células

Caliciformes

CONTAGEM DE CELS

Corte 2 (inferior)

SEGM ESTUDO

PARAMETROS SEGM CONTROLE
Campo 3 Campo4 Campo3 Campo 4
Presenca de células
Caliciformes
CONTAGEM DE CELS
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Apéndice D — Resultados da Avaliagdo Andtomo-Patolé  gica

Resultados da analise quantitativa da avaliacdo anatomo-patolégica.

Superficie da Mucosa
Espessura da Camada Muscular

Contagem de Células Caliciformes
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Superficie da Mucosa



HEMATOXILINA-EOSINA (SUPERFICIE DA MUCOSA)

GRUPO A
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO 1 Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo
Campo 1 3538,55 3908,11 3269,75 3243,1 4357,28 2691,33 2855,12 5350,03
Campo 2 5644,92 5765,79 3634 5622,2 41547 3251,9 5834,58 5282,86
Campo 3 3677,23 3370,26 3948,18 3427,71 4634,48 4216,44 4737,04 3877,02 COELHO1
Campo 4 4776,5 2668,9 4710,25 4241,22 4192,27 4572,08 4608,33 3868,68 CONTROLE ESTUDO
Média 4409,3 3928,265 3890,545 4133,558 4334,683 3682,938 4508,768 4594,648 MEDIA  4285,824 4084,852
DesvPad 992,5933 1325,93 612,7642 1083,018 218,376  864,9235 1232,119 833,9179DP 272,9974 386,574
CoefVvar 22,51% 33,75% 15,75% 26,20% 5,04% 23,48% 27,33% 18,15% CV 6,37% 9,46%
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO 2 Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo
Campo 1 2535,93 3377,47 6835,84 4286,67 5871,12 3628,48
Campo 2 3061,67 2999,16 6079 5580,68 5426,99 3631,21
Campo 3 2512,77 2241,62 5375,67 4403,78 2408,79 2513 COELHO2
Campo 4 2402,78 4226,23 5821 3938,6 5612,13 2235,6 CONTROLE ESTUDO
Média 2628,288 3211,12 6027,878 4552,433 4829,758 3002,073MEDIA  4495,308 3588,542
DesvPad 294,7022 825,2228 611,9885 713,3981 1624,224 733,683 DP 1724,296 841,2725
Coefvar 11,21% 25,70% 10,15% 15,67% 33,63% 24,44% CV 38,36% 23,44%
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO 3 Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo
Campo 1 3761,19 4282,05 3976,96 6042,34 4480,58 4107,56 4821,02 4939,02
Campo 2 2759,67 3370,25 5092,82 6133,81 5229,36 5738,41 5320,36 5035,86
Campo 3 4557,38 6513,67 3554,23 5450,41 5696,74 5042,8 5775,35 3500,37 COELHO3
Campo 4 4695,85 5476,24 4426,35 4437,4 4180,46 4569,41 5074,1 3410,9 CONTROLE ESTUDO
Média 3943,523  4910,553 4262,59 5515,99 4896,785 4864,545 5247,708 4221,538MEDIA  4587,651 4878,156
DesvPad 890,2377 1373,261 658,1432 780,257 692,0699 696,55 406,5656 886,0245DP 592,1161 528,9029
CoefVar 22,57% 27,97% 15,44% 14,15% 14,13% 14,32% 7,75% 20,99% CV 12,91% 10,84%
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SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO 4 Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo
Campo 1 4180,72 3715,95 2607,28 3692,5 4961,3 3916,51 4731,58 7147,94
Campo 2 2394,88 4564,47 3831,93 3676,7 4650,59 5130,08 5679,48 5036,13
Campo 3 6025,47 5752,79 4715,36 3666,64 4832,69 4111,63 4768,63 5995,5 COELHOA4
Campo 4 4651,84 5582,68 4132,61 3662,05 5684,88 5157,43 5529,52 4910,55 CONTROLE ESTUDO
Média 4313,228 4903,973 3821,795 3674,473 5032,365 4578,913 5177,303 5772,53MEDIA  4586,173 4732,472
DesvPad 1499,339 950,0517 888,8595 13,48603 453,3021 657,1652 497,2998 1037,105DP 634,3749 866,8096
CoefVar 34,76% 19,37% 23,26% 0,37% 9,01% 14,35% 9,61% 17,97% CV 13,83% 18,32%
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO 9 Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo
Campo 1 6596,67 5453,27 5299,22 5496,64 3538,1 4701,11 2430,3 2854,67
Campo 2 5270,56 5195,34 4579,64 4371,01 4605,53 6317,62 2828,68 2430,33
Campo 3 4328,78 4103,33 6375,76 5340,72 5107,83 5027,4 3855,13 3882,63 COELHO9
Campo 4 4496,1 3661,69 5433,45 5496,93 4706,34 6935,32 2514,44 6825,66 CONTROLE ESTUDO
Média 5173,028 4603,408 5422,018 5176,325 4489,45 5745,363 2907,138 3998,323MEDIA  4497,908 4880,854
DesvPad 1033,966 858,2074 738,1135 541,894 670,3175 1056,632 654,836 1981,057 DP 1131,428 750,67
CoefVar 19,99% 18,64% 13,61% 10,47% 14,93% 18,39% 22,53% 49,55% CV 25,15% 15,38%
GRUPO B
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO 6 Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo Controle Estudo
Campo 1 3059,19 4543,74 5042,71 6196,79 5388,67 2568,26 4927,26 4116,79
Campo 2 3757,73 4775,33 5986,82 5056,28 4220,56 2745,04 3791,51 4308,29
Campo 3 3687,93 4839,89 4779,56 4957,98 6028,5 4594,08 6103,69 5068,18 COELHO®6
Campo 4 6492,02 4270,55 3555,88 6017,14 4155,25 4965,79 6213,45 4108,1 CONTROLE ESTUDO
Média 4249,218 4607,378 4841,243 5557,048 4948,245 3718,293 5258,978 4400,34 MEDIA  4824,421 4570,764
DesvPad 1527,845 258,0521 1001,482 640,47 916,3863 1237,342 1138,428 454,7117DP 422,4191 759,3523
CoefVar 35,96% 5,60% 20,69% 11,53% 18,52% 33,28% 21,65% 10,33% CV 8,76% 16,61%
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COELHO 7
Campo 1
Campo 2
Campo 3
Campo 4
Média
DesvPad
CoefVar

COELHO 8
Campo 1
Campo 2
Campo 3
Campo 4
Média

DP
CoefVar

COELHO 10
Campo 1
Campo 2
Campo 3
Campo 4
Média

DP
CoefVar

SEGM 1
Controle
4665,99
4743,44
3623,44
4028,17
4265,26
534,5981
12,53%

SEGM 1
Controle
5300,42
4144,8
3878,91
4205,9
4382,508
628,1902
14,33%

SEGM 1
Controle
4692,12
4781,37
5604,08
5278,38
5088,988
429,4656
8,44%

Estudo
3329,11
3074,34
3842,35
2834,86

3270,165
431,5507
13,20%

Estudo

3011,29
444552
2969,9
5715,52
4035,558
1313,404

32,55%

Estudo
4709,16
3273,89
7629,32
5538,58

5287,738
1819,914
34,42%

SEGM 2
Controle
5403,46
4373,32
4317,15
4181,24
4568,793
562,2574
12,31%

SEGM 2
Controle
4565,16
3627,35
4375,74
4192,19
4190,11
404,8968
9,66%

SEGM 2
Controle
5084,62
4885,37
6214,27
5689,13
5468,348
603,3945
11,03%

Estudo
5475,92
5790,26
6180,41
5043,11

5622,425
481,8663
8,57%

Estudo
4351,92
5638,86
5043,65
5228,01
5065,61

536,9125

10,60%

Estudo
4563,11
6202,06
5401,78
5723,05

5472,5
689,6919
12,60%

SEGM 3
Controle
4694,96
3532,48
4276,31
4495,52
4249,818
507,8702
11,95%

SEGM 3
Controle
3468,32
3192,67
5821,08
5341,09
4455,79
1318,881
29,60%

SEGM 3
Controle
5212,42
4814,62
4489,8
5991,73
5127,143
647,7293
12,63%

Estudo
4880,72
2602,14
3865,12
3452,08

3700,015
946,5948
25,58%

Estudo
4975,04
4685,73
5461,74
4842,13
4991,16

335,2625
6,72%

Estudo
5833,86
5341,96
5807,43
3887,77

5217,755
914,9843
17,54%

SEGM 4
Controle

3161,69
2968,57
3580,23
3517,15
3306,91
291,243

8,81%

SEGM 4
Controle
6051,44
6525,22
5293,31
3404,83
5318,7
1373,092
25,82%

SEGM 4
Controle
4595,01
4623,81
1991,71
4231,19
3860,43
1258,562
32,60%

Estudo
3651,58
2981,07
4453,09
2996,01

3520,438 MEDIA

695,936 DP
19,77% CV

Estudo
7513,38
7239,59
3964,21
5112,55

5957,433 MEDIA

1707,987 DP
28,67% CV

Estudo
5234,69
7003,77
3324,85
3731,52

4823,708 MEDIA

1669,434 DP
34,61% CV

CONTROLE
4097,695
547,2638

13,36%

CONTROLE
4586,777
500,6461

10,91%

CONTROLE
4886,227
704,8111

14,42%

COELHO7
ESTUDO
4028,261
1077,296

26,74%

COELHOS8
ESTUDO
5012,44
785,4065
15,67%

COELHO10
ESTUDO
5200,425
273,1695

5,25%
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Espessura da Camada Muscular



TRICROMICO DE GOMORI (ESPESSURA DA MUSCULAR)

GRUPO A
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO1 Controle Estudo  Controle Estudo  Controle Estudo  Controle Estudo
Campo 1 160,511 317,871 174,461 281,222 383,568 456,495 290,626 382,279
Campo 2 128,752 339,702 218,983 526,815 396,017 274,705 408,643 216,129
Campo 3 163,874 76,23 271,699 269,826 306,123 262,725 264,489 259,161 COELHO 1
Campo 4 241,705 169,234 269,29 368,594 168,848 171,345 273,415 419,202 CONTROLE ESTUDO
Média 173,7105 225,7593 233,6083 361,6143 313,639 291,3175 309,2933 319,1928 MEDIA 257,5628 299,4709
DesvPad 48,01216 125,1953 46,31914 118,6423 104,3985 119,402 67,11559 96,96679 DP 66,89696 57,01062
CoefVar 27,64% 55,46% 19,83% 32,81% 33,29% 40,99% 21,70% 30,38% CVv 25,97% 19,04%
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO2 Controle Estudo  Controle Estudo Controle Estudo
Campo 1 893,895 818,444 538,654 773,73 994,013 1052,765
Campo 2 935,238 615,619 693,339 792,94 1040,433 1104,635
Campo 3 1151,316 309,888 874,499 590,224 996,689 1124,517 COELHO 2
Campo 4 1294,463 513,1 678,017 1073,182 927,421 1124,603 CONTROLE ESTUDO
Média 1068,728 564,2628 696,1273 807,519 989,639 1101,63 MEDIA 918,1648 824,4706
DesvPad 188,1163 211,7937 137,7801 199,2889 46,61882 33,90374 DP 196,3142 269,0844
CoefVar 17,60% 37,53% 19,79% 24,68% 4,71% 3,08% CV 21,38% 32,64%
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO 3 Controle Estudo  Controle Estudo  Controle Estudo Controle Estudo
Campo 1 116,509 80,396 246,131 236,413 127,573 230,862 162,18 158,117
Campo 2 318,783 133,825 222,4 248,895 131,998 234,527 157,396 268,732
Campo 3 108,836 206,057 238,471 233,876 124,841 253,397 168,28 225,109 COELHO 3
Campo 4 135,191 269,691 137,916 176,077 140,743 280,481 158,581 210,774 CONTROLE ESTUDO
Média 169,8298 172,4923 211,2295 223,8153 131,2888 249,8168 161,6093 215,683 MEDIA 168,4893 215,4518
DesvPad 99,91705 82,76687 49,86603 32,49542 6,958596 22,70223 4,890345 45,61063 DP 32,9633 32,12721
Coefvar 58,83% 47,98% 23,61% 14,52% 5,30% 9,09% 3,03% 21,15% cv 19,56% 14,91%
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SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO 4 Controle Estudo  Controle Estudo  Controle Estudo  Controle Estudo
Campo 1 369,995 408,66 65,465 142,598 267,502 62,934 208,691 280,938
Campo 2 444,612 425,973 99,186 195,892 71,661 107,071 152,56 273,406
Campo 3 226,031 399,193 95,909 249,283 83,661 116,948 201,164 109,811 COELHO 4
Campo 4 308,665 276,522 102,281 244,31 84,216 401,692 384,308 337,141 CONTROLE ESTUDO
Média 337,3258 377,587 90,71025 208,0208 126,76 172,1613 236,6808 250,324 MEDIA 197,8692 252,0233
DesvPad 92,71026 68,28296 17,03007 49,8221 94,00661 154,8119 101,5135 97,89636 DP 111,7945 89,59781
CoefVar 27,48% 18,08% 18,77% 23,95% 74,16% 89,92% 42,89% 39,11% Ccv 56,50% 35,55%
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO 9 Controle Estudo  Controle Estudo  Controle Estudo  Controle Estudo
Campo 1 174,842 593,243 375,385 437,164 326,324 329,184 575,529 590,984
Campo 2 109,108 542,376 163,529 369,964 440,493 380,641 554,298 872,244
Campo 3 179,811 323,594 389,172 429,722 394,948 149,054 936,386 879,417 COELHO 9
Campo 4 190,544 564,819 313,456 496,856 376,586 118,544 999,16 1218,77 CONTROLE ESTUDO
Média 163,5763 506,008 310,3855 433,4265 384,5878 244,3558 766,3433 890,3538 MEDIA 406,2232 518,536
DesvPad 36,89866 123,3777 103,2933 51,89246 47,2279 129,975 234,1591 256,8573 DP 257,0454 271,3078
CoefVar 22,56% 24,38% 33,28% 11,97% 12,28% 53,19% 30,56% 28,85% Ccv 63,28% 52,32%
GRUPO B
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO 6 Controle Estudo  Controle Estudo  Controle Estudo  Controle Estudo
Campo 1 162,627 401,433 140,962 165,494 181,879 391,769 166,498 178,113
Campo 2 223,081 479,37 230,096 196,789 187,286 195,404 104,922 122,756
Campo 3 143,311 329,489 161,97 258,456 177,17 184,409 187,477 247,315 COELHO 6
Campo 4 171,091 168,496 145,962 345,898 203,014 171,591 170,766 137,644 CONTROLE ESTUDO
Média 175,0275 344,697 169,7475 241,6593 187,3373 235,7933 157,4158 171,457 MEDIA 172,382 248,4016
DesvPad 34,08002 132,4561 41,21806 79,50332 11,23875 104,4382 36,14779 55,71907 DP 12,40413 71,64195
CoefVar 19,47% 38,43% 24,28% 32,90% 6,00% 44,29% 22,96% 32,50% cVv 7,20% 28,84%
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COELHO 7
Campo 1
Campo 2
Campo 3
Campo 4
Média
DesvPad
CoefVar

COELHO 8
Campo 1
Campo 2
Campo 3
Campo 4
Média
DesvPad
CoefVar

COELHO 10
Campo 1
Campo 2
Campo 3
Campo 4
Média
DesvPad
CoefVar

SEGM 1
Controle
174,165
111,008
200,546
287,572
193,3228
73,20709
37,87%

SEGM 1
Controle
257,327
159,426
181,825
174,125
193,1758
43,76528
22,66%

SEGM 1
Controle

226,256
225,357
286,367
307,2
261,295
41,8535
16,02%

Estudo
307,707
318,565
289,949
228,688

286,2273
40,13198
14,02%

Estudo
434,673
277,126
279,967
530,839

380,6513
124,2705
32,65%

Estudo
224,305
310,562
351,353
329,538

303,9395
55,64421
18,31%

SEGM 2
Controle
262,696
123,477
266,644
192,371
211,297
67,76354
32,07%

SEGM 2
Controle
168,523
188,907
137,336
131,431
156,5493
27,02141
17,26%

SEGM 2
Controle
335,677
211,142
313,831
208,671
267,3303
66,91194
25,03%

Estudo

201,952
346,39
183,459
245,151
244,238
72,84243
29,82%

Estudo
174,983
223,863
118,307
175,888

173,2603
43,16778
24,91%

Estudo
324,042
592,752
366,334
541,671

456,1998
131,0132
28,72%

SEGM 3
Controle
237,269
150,975
194,873
151,045
183,5405
41,35878
22,53%

SEGM 3
Controle
122,002
162,269
202,049
150,013
159,0833
33,23398
20,89%

SEGM 3
Controle
333,94
359,28
274,627
291,301
314,787
38,77663
12,32%

Estudo
309,467
336,075
243,658
299,877

297,2693
38,88289
13,08%

Estudo

180,64
205,823
208,662
233,669
207,1985
21,68006
10,46%

Estudo
533,137
387,18
414,322
469,451
451,0225
64,56313
14,31%

SEGM 4
Controle
265,548
225,37
200,102
143,797
208,7043
50,97682
24,43%

SEGM 4
Controle
180,172
137,62
191,628
163,67
168,2725
23,4367
13,93%

SEGM 4
Controle
386,322
371,687
240,489
265,679
316,0443
73,66666
23,31%

Estudo
414,528
479,409
384,098
163,616
360,4128 MEDIA
137,087 DP
38,04% Ccv

Estudo

328,447

200,701

297,691

355,376
295,5538 MEDIA
67,48402 DP

22,83% Ccv

Estudo
351,64
568,25
350,343
545,071
453,826 MEDIA
119,1207 DP
26,25% CV

CONTROLE
199,2161
13,12034

6,59%

CONTROLE
169,2702
16,71394

9,87%

COELHO 7
ESTUDO
297,0368
48,03167

16,17%

COELHO 8
ESTUDO
264,1659
93,20793

35,28%

COELHO 10

CONTROLE
289,8641
29,61148

10,22%

ESTUDO
416,2469
74,90152

17,99%
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Contagem de Células Caliciformes



ALCIAN BLUE (CONTAGEM DE CELULAS CALICIFORMES

GRUPO A
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO1 C1 El Cc2 E2 C1 El c2 E2 C1 El C2 E2 C1 El c2 E2
Campo 1 14 14 17 16 16 20 8 4 35 22 16 14 25 18 33 19
Campo 2 18 26 18 17 25 23 6 6 26 36 10 17 16 14 21 25
Campo 3 20 28 14 16 36 19 6 2 27 20 7 13 49 50 35 15 COELHO1
Campo 4 16 27 6 2 38 25 8 13 18 32 1 3 57 32 18 28 CONTROLE ESTUDO
Média 15,38 18,25 17,87 14,00 17,50 19,62 31,75 25,12 MED 20,62 19,25
DesvPad 431 8,66 13,44 9,04 11,40 10,59 14,86 11,88 DP 7,50 4,59
CoefVar 28,02% 47,48% 75,20% 64,57% 65,15% 53,99% 46,80% 47,31% Cv 36,35% 23,85%
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO2 C1 El C2 E2 C1 El C2 E2 C1 El C2 E2
Campo 1 7 7 7 3 69 22 23 37 24 12 7 3
Campo 2 13 16 12 5 32 44 16 68 51 8 4 2
Campo 3 8 18 0 2 52 42 14 O 10 7 3 5 COELHO2
Campo 4 11 21 1 20 48 43 8 5 12 12 0 1 CONTROLE ESTUDO
Média 7,38 11,50 32,75 32,62 13,88 6,25 MED 18,00 16,79
DesvPad 4,81 8,02 21,57 22,47 16,71 4,27 DP 13,18 13,96
CoefVar 65,20% 69,72% 65,87% 68,89% 120,44% 68,29% Cv 73,23% 83,14%
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO 3 C1 El C2 E2 C1 El C2 E2 Ci El Cc2 E2 C1 El C2 E2
Campo 1 19 19 5 8 13 17 15 9 13 15 15 6 26 9 8 5
Campo 2 14 34 4 1 11 21 5 3 16 23 7 4 31 13 12 3
Campo 3 53 27 7 4 26 16 19 19 19 27 6 2 19 20 1 8 COELHO3
Campo 4 26 39 9 10 16 21 13 10 29 32 7 22 27 15 8 14 CONTROLE ESTUDO
Média 17,12 17,75 14,75 14,50 14,00 16,37 16,50 10,88 MED 15,59 14,87
DesvPad 16,33 14,28 6,12 6,50 7,73 11,35 10,84 5,64 DP 1,46 2,98
CoefVar 95,36% 80,45% 41,44% 44,85% 55,20% 69,32% 65,68% 51,89% Ccv 9,38% 20,04%
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SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO4C1 E1 C2 E2 C1 E1 C2 E2 c1 El C2 E2 C1 El C2 E2
Campol 21 25 13 22 26 13 17 5 30 32 26 19 31 16 13 15
Campo2 4 29 7 24 11 7 10 6 34 16 14 15 23 19 18 0
Campo3 37 29 12 5 14 10 0 1 18 11 16 33 15 18 3 2 COELHO4
Campo4 15 19 9 13 7 6 7 6 26 7 12 23 13 35 6 9 CONTROLE ESTUDO
Média 14,75 20,75 11,50 6,75 22,00 19,50 1525 14,25 MED 1587 1531
DesvPad 10,37 8,26 7,76 3,54 807 9,35 8,96 11,03 DP 441 6,36
Coefvar  70,34% 39,80% 67,52% 52,38% 36,69% 47,95% 58,73% 77,40% cv 27,77% 41,57%
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO9 C1 E1 C2 E2 cC1 El C2 E2 ClI El C2 E2 ClI E1 C2 E2
Campol 55 36 30 11 55 53 21 53 37 48 48 42 8 20 2 6
Campo2 18 77 27 15 23 52 49 29 20 38 58 50 11 24 0 4
Campo3 52 57 34 27 31 13 13 10 18 60 13 53 5 12 2 2 COELHO9
Campo4 37 66 17 6 48 20 31 7 38 3 11 64 9 13 2 0 CONTROLE ESTUDO
Média 33,75 36,88 3387 296 30,38 48,88 4,88 10,12 MED 2572 31,38
DesvPad 14,06 26,89 1517 20,21 17,38 10,02 4,02 8,66 DP 140 16,24
Coefvar  41,65% 72,93% 44,78% 68,23% 57,21% 20,50% 82,37% 85,52% cv 54,40% 51,76%
GRUPO B
SEGM 1 SEGM 2 SEGM 3 SEGM 4
COELHO6 C1 E1 C2 E2 cC1 El C2 E2 Ci El C2 E2 cC1l El C2 E2
Campol 17 15 22 17 9 11 14 10 12 18 13 18 10 14 13 11
Campo 2 12 10 18 16 13 17 8 12 14 24 8 16 9 7 12 5
Campo3 18 10 17 9 8 7 17 13 9 23 18 9 10 10 15 8 COELHO 6
Campo 4 7 13 11 14 11 6 15 7 13 18 15 12 8 6 19 12 CONTROLE ESTUDO
Média 15,25 13,00 11,88 10,38 12,75 17,25 12,00 10,38 MED 12,25 12,83
DesvPad 4,83 3,02 340 3,70 320 5,04 3,63 3,66 DP 1,50 4,93
Coefvar  31,69% 23,26% 28,62% 35,67% 25,07% 29,19% 30,21% 35,30% cv 12,25 38,42
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COELHO 7
Campo 1
Campo 2
Campo 3
Campo 4
Média
DesvPad
CoefVar

COELHO 8
Campo 1
Campo 2
Campo 3
Campo 4
Média
DesvPad
CoefVar

COELHO
10

Campo 1
Campo 2
Campo 3
Campo 4
Média

DesvPad
CoefVar

SEGM 1
C1 El
35 29
51 30
37 27
32 37
28,75 26,50
12,79 8,18

44,49% 30,86%

SEGM 1
C1 El
14 15
19 18
17 27
7 18
11,62 12,50
521 8,57

44,80% 68,55%

SEGM 1
Ci1 El
43 37
29 40
40 23
42 34
40,88 33,50
7,24 9,09

17,71% 27,13%

c2
13
19
28
15

C2
10

14

Cc2
39
34
51
49

E2
11
34
21
23

E2

10

E2
21
26
43
44

SEGM 2
C1

25

40

16

13
19,38
9,62

49,65% 34,55%

El
16
20
29
17
18,50
6,39

SEGM 2
C1 El
35 23
32 15
16 48
27 27
16,87 19,62
12,80 14,16

75,85% 72,16%

SEGM 2
C1 El
22 37
30 48
58 48
47 68
35,12 37,12
14,37 16,44

40,90% 44,29%

c2
18
17

18

N (@]
U1 © © 3

Cc2
50
24
29
21

E2
18

17
24

E2
13

22

E2
25
21
26
24

SEGM 3
Ci

7

19

13

14
8,25
6,32

76,59% 94,36%

SEGM 3
C1 El
20 31
21 45
16 11
35 23
19,25 19,625
7,89 12,59

40,97% 64,16%

SEGM 3
C1 El
13 48
25 32
47 34
44 39
29,125 31,25
15,71 15,58

53,93% 49,86%

El
12
20
11
21
8,87
8,37

NN OB~

Cc2

23
12
18

Cc2

22
25
49

E2

N W -

E2
12
13
11
11

E2

25
51
16

SEGM 4

C1
7
10
20
15
9,38
6,88

73,45% 55,55%

El
11
12
21
14
11,62
6,46

SEGM 4
C1 El
13 26
17 19
20 30
27 37
16,25 20,75
7,28 10,48

44,83% 50,53%

SEGM 4
C1 El
25 37
22 48
30 57
23 35
25,25 37,5
8,03 22,00

31,81% 58,67%

Cc2

14

c2
10
14

24

Cc2
18
20
43
21

E2

17
13

E2

18
22

E2
13
24
75
11

COELHO 7

CONTROLE ESTUDO

MED 16,44 16,38
DP 9,61 7,87
Ccv 58,47% 48,07%
COELHO 8

CONTROLE ESTUDO

MED 16,00 18,12
DP 3,19 3,79
Ccv 19,94% 20,90%
COELHO 10

CONTROLE ESTUDO

MED 32,59 34,84
DP 6,85 2,99
Cv 21,03%  8,61%
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apresentacao de artigos propostos para publicacdo em revistas médicas. In:
Miranda JA. Normas de Vancouver. 1998 Fev 14: (69 ecrans). Disponivel em:
URL: http://homepage.esoterica.pt/~nx2fmd/Normas.html.

Instituto Paranaense de Desenvolvimento Econdémico e Social - IPARDES.
Universidade Federal do Parana, Biblioteca Central.Normas para
apresentacdo de documentos cientificos/ Teses, dissertagdes, monografias e
trabalhos académicos. Curitiba: Ed da UFPR; 2000. vol. 2. p.44.

Instituto Paranaense de Desenvolvimento Econbmico e Social - IPARDES.
Universidade Federal do Parana, Biblioteca Central. Normas para
apresentacdo de documentos cientificos/ Redac¢do e editoragdo. Curitiba: Ed
da UFPR; 2000. vol. 8. p.96.

International Commitee on Veterinary Gross Anatomical Nomenclature.
Nomina Anatémica Veterinaria. 32 edicdo. New York, Ed Ithaca, 1983.
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Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito
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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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