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A cicatrizagdo de anastomoses intestinais é tema de varios estudos.
Pesquisadores buscam seu aprimoramento visando prevenir a ocorréncia de
deiscéncias, fistulas e peritonite, que representam graves complicacdes
cirdrgicas, com elevadas taxas de morbidade e mortalidade. As propriedades do
eletromagnetismo foram descritas como fator adjuvante na regeneracao e
cicatrizagcdo de tecidos. O presente trabalho visou estudar os efeitos do
eletromagnetismo na cicatrizacao intestinal e o melhor momento de sua aplicacéo
em animais submetidos a anastomoses de coélon. Trinta ratos Wistar, machos
adultos, com peso entre 200 g e 300 g, divididos em trés grupos com 10 animais
cada, foram submetidos a secc¢do transversa do colon a 4 cm distais ao ceco,
seguida de anastomose término-terminal com pontos separados. A re operacao,
em todos o0s grupos, ocorreu 72 horas ap0s essa intervencao, sendo ressecado o
segmento intestinal que continha a anastomose. Os animais do Grupo | ndo foram
expostos ao campo eletromagnético, sendo considerados controles. Os animais
do Grupo Il foram expostos ao campo eletromagnético no pos-operatorio (trés
ciclos de duas horas de duracdo, com intervalos de vinte e quatro horas entre os
ciclos). Os animais do Grupo lll foram expostos ao campo eletromagnético no pré-
operatorio (trés ciclos de duas horas com intervalo de vinte e quatro horas entre
0os ciclos, nos dois dias que antecederam a intervencdo). Os segmentos
intestinais ressecados tinham margem cirdrgica de dois centimetros oral e aboral
a anastomose. Esses segmentos foram submetidos a teste de presséo de ruptura
e exames histologicos para avaliagdo da cicatrizagdo. A analise estatistica dos
dados mostrou que os valores de pressao de ruptura foram significativamente
maiores nos animais do Grupo Il em relacdo aos demais (p <0,05). A anélise
histologica de fragmentos da anastomose corados pela hematoxilina-eosina
mostrou exacerbacédo do processo de cicatrizagdo nos animais do Grupo Il em
relacdo aos demais, baseado na Escala de Ehrlich e Hunt modificada, (p< 0,05).
Também foi encontrado aumento da concentracdo de colageno neo-formado nos
animais do Grupo Il (p<0,05). Concluiu-se que a exposicdo ao campo
eletromagnético até 72 horas apos anastomose de célon em ratos interfere
positivamente no processo de cicatrizagcdo com base em parametros fisico e

histoldgicos.



ABSTRACT



The healing of intestinal anastomosis is the subject of several studies. Researchers
seek its improvement designed to prevent the occurrence of peritonitis, which
represent serious surgical complications, with high rates of morbidity and mortality.
The properties of electromagnetism have been described as an adjuvant factor in the
regeneration and healing of tissues. This search aimed to study the effects of
electromagnetism on intestinal healing and the best time of their application in
animals undergoing colonic anastomosis. Thirty Wistar rats, adult male, weighing 200
g and 300 g were divided into three groups with 10 animals each, were subjected to
cross-section of the colon 4 cm distal to the cecum, followed by end to end
anastomosis with sutures. The re-operation in all groups, occurred 72 hours after the
intervention, and the resected intestinal segment containing the anastomosis.
Animals in Group | were not exposed to the electromagnetic field were considered
controls. Animals in Group Il were exposed to the electromagnetic field in the
postoperative period (three cycles of two hours, with intervals of twenty-four hours
between cycles). Animals in Group Il were exposed to the electromagnetic field in
the preoperative period (three cycles of two hours with an interval of twenty-four
hours between cycles in the two days prior to the intervention). The intestinal
segments were resected including 2 cm of bowel on either side. These segments
were submitted to test burst pressure and histological examinations to assess
healing. The statistical analysis showed that the values of burst pressure were
significantly higher in Group Il compared to the other (p <0.05). Histological analysis
of fragments of the anastomosis stained with hematoxylin-eosin showed
exacerbation of the healing process in Group Il compared to the other, based on the
range last Ehrlich and Hunt, (p <0.05). Was also found increased levels of newly
formed collagen in Group Il (p <0.05). It was concluded that exposure to
electromagnetic field within 72 hours after colonic anastomoses in rats interferes
positively in the healing process based on physical parameters and histological
findings.
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A otimizagcdo da cicatrizagdo de anastomoses intestinais € objetivo de
muitos estudos da literatura médica, visando a prevencdo de deiscéncia, fistula e
peritonite fecal. Tais complicacbes aumentam a morbidade e a mortalidade de
intervencdes cirdrgicas sobre o colon, devido ao grande niumero de bactérias contido
no limen intestinal, com incidéncia de até 35% (HENDRIKS e MASTBOOM, 1990).
As deiscéncias ocorrem mais comumente entre o terceiro e o quinto dia de poés-
operatorio, na transicdo entre a primeira e a segunda fases da cicatrizacéo, periodo
critico onde predominam a inflamacdo e o edema (KANTO e FAGUNDES 2005).
Nesta fase ocorre diminuicdo acentuada do contetudo de colageno, causando baixa
resisténcia da anastomose. Estudos foram empreendidos no intuito de estabelecer
os melhores tipos de fio de sutura e o uso de agentes farmacoldgicos, todos
almejando aprimorar o processo de cicatrizacdo (SOUZA, 1993).

E reconhecida a importancia da camada submucosa na cicatrizag&o
intestinal, gracas a sua elevada concentragcdo de fibras colagenas. Durante o
processo de cicatrizacao, os fibroblastos entram em mitose, aumentando a producao
de colageno. A submucosa representa o principal elemento de contencao da sutura.
(KORUDA e ROLANDELLI, 1990).

A relagéao entre o eletromagnetismo e o processo de reparo celular vem
sendo estudada com maior énfase nos ultimos decénios do século XX. Estudos
experimentais demonstraram efeitos positivos do eletromagnetismo na regeneracéo
O0ssea apos fraturas, no aumento do impulso nervoso apds seccdo cirargica de
nervos periféricos de ratos e na regeneracao hepatica apds hepatectomias (AARON
e CIOMBOR, 1993; BASSET et al.,, 1982; ITO e BASSET, 1983; OTTANI et al.,
1984).

Outros autores, também em estudos experimentais, observaram efeitos
do eletromagnetismo sobre a sintese de DNA (aumento do nimero de mitoses) e
sobre a troca ibnica (GOODMAN e HENDERSON, 1986; GUSELSO et al., 1994).

A eficacia da exposicdo ao campo eletromagnético na cicatrizacdo de
anastomoses de ileo e de célon foi comprovada em estudos experimentais
(MENTES et al., 1996; NAYCI et al., 2001; NAYCI et al., 2003). Foram avaliadas
variacbes na intensidade do campo, assim como o tempo de exposi¢cdo, mas nao
foram estabelecidos a intensidade do campo eletromagnético ideal nem o niamero de

horas de exposicdo. Também néo foi avaliada a exposicdo de animais a0 campo
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eletromagnético no pré operatorio ou a comparagado entre a exposi¢cao no pré e pos
operatorio.
Esta pesquisa objetivou estudar os efeitos do eletromagnetismo na

cicatrizacdo de anastomoses do célon de ratos.
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» Estudar os efeitos do campo eletromagnético na cicatrizacdo de
anastomoses de colon em ratos, por meio de parametros fisico e histoldgicos,
visando comprovar sua eficacia como fator adjuvante na cicatrizacdo quando

aplicado no pré e pds operatorio.
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3.1 Principios da cicatrizacdo intestinal

A cicatrizacdo € um mecanismo de reparo dos tecidos frente a uma leséo.
Ha pouco mais de um seéculo, seu conhecimento era limitado e o0s cirurgides
frequentemente se deparavam com feridas drenando secre¢bfes e com graves
complicagbes relacionadas as cirurgias do sistema digestorio. Com o estudo e o
consequente conhecimento dos mecanismos basicos da cicatrizacdo, o indice de
complicagcbes cirargicas diminuiu de maneira significativa ao longo do século XX
(BALLANTYNE, 1984).

O mecanismo da cicatrizacado da-se por meio de uma complexa interagédo
entre células e mediadores bioquimicos na busca do organismo pela restauracao da
integridade do tecido lesado. O processo de cicatrizagdo pode ser dividido
didaticamente em trés fases principais, que se sobrepdem (THOMAS et al., 1995).

A primeira fase ocorre em média entre o primeiro e o quarto dias apos a
leséo tecidual quando predominam a inflamacéo e o edema. Ha4 um desequilibrio na
concentracdo do colageno, com aumento da degradacdo do colageno existente,
tanto nas bordas da ferida quanto nas suas adjacéncias, e deposi¢cdo ainda pequena
do colageno neoformado (ARAUJO e BARBUTO, 2005). O final da primeira fase é o
periodo de maior risco para a anastomose, quando sdo mais frequentes as
ocorréncias de deiscéncia e de fistula (KANTO e FAGUNDES, 2005).

A segunda fase estende-se do terceiro ao 14° dias, predominando a
fibroplasia e a neoformacéo vascular. A principal célula envolvida é o fibroblasto,
responsavel pela sintese da molécula basica da fibra colagena. O coladgeno é uma
glicoproteina presente no tecido conjuntivo, constituida pelos aminoacidos glicina,
prolina, hidroxiprolina, lisina e hidroxilisina. Mais de dezoito diferentes tipos de
colageno foram descritos, sendo que os tipos | e Il predominam no processo de
cicatrizagcdo intestinal. Nas fases iniciais ocorre degradacdo do colageno tipo | e
maior sintese do colageno tipo Ill. A degradacdo do colageno inicia-se
precocemente e € muito ativa durante o processo inflamatério. O colageno confere
elasticidade e forca ténsil necessarias a uma boa cicatrizagdo. Ha grande aumento
na resisténcia da anastomose nesta fase (ARAUJO e BARBUTO, 2005).
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A terceira fase estende-se do 14° dia até aproximadamente seis meses.
Ocorre o remodelamento da cicatriz e o equilibrio entre a sintese e a deposi¢édo do
colageno.

A cicatrizacdo intestinal apresenta particularidades em relacdo a
cicatrizagdo cutanea devido as diferengas estruturais entre o0s tecidos e a
capacidade de diferenciacdo dos fibroblastos intestinais, os miofibroblastos e as
células de Cajal (THORNTON e BARBUL, 1997). A velocidade de reparo intestinal
parece estar relacionada com a vascularizacdo de cada segmento. Assim,
anastomoses de cllon seriam mais propensas a apresentarem fistulas do que as
anastomoses de intestino delgado. A ruptura do segmento ocorre habitualmente ao
redor da linha de sutura, pela perda do colageno na regido circunvizinha
(ISHIMURA et al., 1998; JONSSON et al., 1986).

A relacdo entre a cicatrizagdo de anastomoses intestinais e os materiais e
técnicas empregados na sua confeccdo vem sendo estudada, visando a reducdo de
suas complicagdes.

Os fios de sutura perdem a funcdo de sustentacdo nas anastomoses
intestinais entre sete e dez dias. A resisténcia a partir da segunda semana deve-se
basicamente a camada submucosa, rica em colageno. (JONSSON et al.,1983)

Souza (1993), com base em pesquisa sobre anastomoses intestinais,
ressaltou que as anastomoses em plano Unico, além de serem mais anatémicas,
apresentam revascularizacdo mais precoce, sdo seguras, produzem menor
estreitamento luminal oferecendo melhores condi¢cdes para a cicatrizagdo. A sutura
em dois planos apresenta fendmenos de reparacdo mais intensos e conduz a maior
fibrose, contudo apresenta maior resisténcia ténsil quando comparada a sutura em
plano unico, aumentando a incidéncia de estenoses.

Halsted, em 1887, realizou estudo experimental em caes no qual concluiu
gue a submucosa é a camada mais importante a ser incluida nos pontos de sutura.
Ela é rica em colageno, conferindo grande resisténcia a anastomose. Preconizou
que as anastomoses deveriam ser confeccionadas em plano Unico extramucoso.
(apud FERREIRA, 2004)

Com relacdo a aproximacdo das bordas, os melhores resultados s&o
obtidos quando se realiza a sutura com inversao destas. Isso impede que a mucosa

figue na linha de sutura, o que aumenta o indice de fistulas. A sutura com pontos
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separados é menos isquémica que a sutura continua, propiciando maior aporte de

oxigénio e de nutrientes necessarios a melhor cicatrizacdo. (SOUZA, 1993)

3.2 Principios do eletromagnetismo

O magnetismo é a propriedade de determinado material atrair ou repelir
objetos. A primeira referéncia conhecida sobre uma substancia capaz de atrair
outras é a de Tales de Mileto. Segundo ele, os habitantes de Magnésia, uma regiéo
da Grécia, conheciam material com tal propriedade, mas esse fenbmeno nunca
despertou grande interesse até o século Xlll, quando a bussola passou a ser usada.
Alguns pesquisadores tentaram explicar o0 magnetismo durante essa época, mas sé
no século XIX, quando Oersted e Maxwell formularam as leis que descreviam esses
fendbmenos, que um estudo mais completo se iniciou. James Maxwell descreveu a
relacdo entre o magnetismo e a eletricidade. O movimento dos elétrons é capaz de
gerar um campo eletromagnético ao seu redor. O nimero e a maneira como 0S
elétrons estdo organizados nos atomos constituintes dos diversos materiais é que
explicardo o comportamento das substancias quando estdo sobre influéncia de um
campo eletromagnético (YAMAMOTO et al., 2006).

Inducdo magnética ou densidade do fluxo magnético () € o numero de
linhas de fluxo por unidade de area que permeiam o0 campo eletromagnético. Ela
fornece a magnitude do campo. No Sistema Internacional de Unidades é expressa
em Tesla (T) (CALCADA, 2007).

A Terra funciona como um imenso ima. O magnetismo terrestre € formado
por ferro e niquel, em partes sélida e liquida. A combinacg&o dos dois minerais com a
rotacdo da Terra formam um campo magnético ao redor do planeta. O campo
magnético ao redor da Terra é de aproximadamente 10°T e o dos aparelhos de
Ressonancia Magnética entre 0,5 e 2 T. Em estudos experimentais usados para
testar os bioefeitos do magnetismo, as densidades dos campos magnéticos variam
entre 0,2 microTesla e 20 miliTesla (CRIDLAND et al.,1996).
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3.3 Bioefeitos do eletromagnetismo

O numero de trabalhos publicados sobre o0 uso terapéutico do
eletromagnetismo é crescente.

Basset et al. (1982) demonstraram os efeitos do eletromagnetismo no
tratamento de fraturas e de pseudo-artrose. O tempo de recuperacéo foi menor nos
ratos expostos a campos eletromagnéticos, sendo maior a regeneragao 0ssea.

Em estudos experimentais, Ito e Basset (1983) comprovaram os efeitos
positivos do eletromagnetismo na regeneragcdo de nervos de ratos, seccionados
cirurgicamente. Houve aumento do estimulo sensitivo nos animais expostos a um
campo eletromagnético.

Ottani et al. (1984) realizaram um estudo experimental no qual ratos foram
submetidos a hepatectomias parciais. Os animais expostos a pulsos
eletromagnéticos no pos-operatorio apresentaram maior na regeneracao hepatica

que os demais.

Hendriks e Mastboom (1990) e Koruda e Rolandelli (1990) encontraram
aumento significativo no nimero de mitoses de fibroblastos expostos a um campo
eletromagnético em meio de cultura.

Dindar et al. (1993) realizaram estudo experimental com 80 ratos. Um
grupo de animais recebeu, durante duas semanas de pré-operatério, doses de
dexametasona (0,1mg/Kg/dia). Os animais foram submetidos a ressecc¢do intestinal
com anastomose primaria. Houve aumento na forca ténsil da anastomose e na
concentracdo de hidroxiprolina nos animais expostos a um campo eletromagnético
no pos-operatorio, inclusive naqueles que receberam o corticoide.

Guzelso et al. (1994) observaram aumento na proliferacdo de fibroblastos
em tendbes de animais lesados cirurgicamente, apds aplicagdo de um campo
eletromagnético no pos-operatorio.

Mentes et al. (1996) comprovaram a influéncia de campo eletromagnético
na cicatrizacdo de anastomoses de c6lon. Em estudo experimental, expuseram ratos
submetidos a anastomoses de colon a campos eletromagnéticos de 1 mT e 2 mT no
poOs-operatorio com ciclos de 18 horas de exposicao e intervalos de seis horas entre

os ciclos. Setenta e duas horas ap0s a cirurgia realizaram teste de pressao de
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ruptura e dosagem de hidroxiprolina nos segmentos intestinais anastomosados. Os
resultados demonstraram aumento de resisténcia nha anastomose e na concentracao
de hidroxiprolina nos segmentos intestinais de animais expostos ao campo
eletromagnético.

Nayci et al. (2001) concluiram que o eletromagnetismo interferiu na
cicatrizagdo de anastomoses do ileo e do cdélon. Os autores expuseram ratos
operados a um campo magnético de 10,78 mT com ciclos de duas horas, com
intervalo de 18 horas entre estes. ApOs sete dias, observaram que durante a
aplicacdo de uma forgca de tensdo sobre segmentos intestinais anastomosados,
agueles que foram submetidos ao campo eletromagnético apresentavam pontos de
ruptura localizados fora da linha de sutura. Nos segmentos ndo submetidos ao
campo, o local de ruptura aconteceu na linha de sutura mais frequentemente. Os
autores observaram aumento na concentracado de hidroxiprolina nos segmentos de
intestino dos animais que foram expostos ao campo magnético.

Em trabalho posterior, Nayci et al. (2003) expuseram animais a um campo
eletromagnético com as mesmas caracteristicas do estudo anterior. Os animais
operados (ressec¢do e anastomose de colon) receberam doses de 5-Fluouracil de
20mg/Kg/dia por cinco dias no poés-operatério. Aqueles expostos ao campo
eletromagnético tiveram aumento significativo na dosagem de hidroxiprolina nos
segmentos intestinais anastomosados.

Tepper et al. (2004) estudaram os efeitos de um campo eletromagnético
sobre a angiogénese. Submeteram uma cultura de células de veia umbilical humana
a um campo eletromagnético. Houve aumento na concentracdo de fatores de
crescimento angiogénicos (Fator Beta 2 de crescimento de fibroblastos,
Angioproteina 2 e Fator de Crescimento de Epiderme).

Ahmandian et al. (2006) aplicaram campos eletromagnéticos de 1 mT e 4
mT, duas horas e meia por dia, em ratos que sofreram uma incisdo cirirgica de pele
na regido dorsal. Apds sete dias, todos os animais submetidos ao campo tiveram
aumento significativo de hidroxiprolina adjacente a linha de sutura em relacdo ao

grupo controle.
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3.4 Métodos de avaliacdo de anastomoses intestinais

3.4.1 Métodos Fisicos

As anastomoses intestinais sofrem influéncias de forcas mecanicas que
atuam no sentido longitudinal da alca intestinal (forca de tracdo) e no interior do
limem intestinal (for¢a de presséo) (TRUBIAN, 2004).

O método de avaliacdo por meio da pressdo de ruptura foi descrito
inicialmente por Chulmsky, em 1899, e vem sendo utilizado com freqiiéncia nos
estudos sobre anastomoses intestinais. O local da anastomose fica no centro do
segmento a ser estudado. Uma extremidade é fechada e na outra é conectado um
sistema de insuflagéo de ar no interior do segmento. Ocorre insuflacdo de ar até que
haja ruptura da anastomose, sendo determinada a pressao maxima necessaria para
induzir a ruptura (apud FERREIRA, 2004).

Rezende Neto (1998) utilizou o método na avaliacdo da resisténcia de
suturas duodenais com ou sem omentoplastia pediculada.

Cavalcanti et al. (2005) utilizaram o método para medir a pressao de
ruptura de anastomoses de célon de ratos na vigéncia de colite induzida por acido
aceético a 10% tratados com extrato de Aroeira do Sertdo a 10%.

Greca et al. (2000a) utilizaram a forca de pressdo de ruptura como
método fisico para avaliacdo da cicatrizagdo de anastomoses de colon esquerdo de
ratos na vigéncia de doenca inflamatéria induzida.

Biondo -Simdes et al. (2000a) utilizaram o método para avaliar a influéncia

da peritonite na sintese de coldgeno em anastomoses intestinais de ratos.

3.4.2 Método Histologico — Hematoxilina-eosina

O estudo histologico por meio da coloracdo hematoxilina-eosina é
amplamente usado para avaliacdo de cicatrizacdo de anastomoses intestinais. O
meétodo traz informacgdes importantes para o estudo da cicatrizacdo e pode fornecer

dados passiveis de quantificacdo. Biondo-Simbes et al. (2000a e 2000b)
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modificaram a escala de Ehrlich & Hunt, onde sado atribuidos pontos para avaliacao
histoldgica.

Greca et al. (2000b) utilizaram o escore na avaliagcdo da cicatrizacdo de
anastomoses intestinais de cades num estudo onde avaliaram a relagdo entre o fluxo
sanguineo intestinal e a cicatrizacao.

Greca et al. (2000a) utilizaram o mesmo escore adaptado na avaliacao
histopatolégica da cicatrizacdo de anastomoses de coOlon esquerdo de ratos na
vigéncia de doenca inflamatdria induzida.

Biondo Simdes et al. (2000b) utilizaram o método na avaliacdo entre o

tempo transcorrido entre a lesdo do colon e a sintese no processo de cicatrizagao.

3.4.3 Método Histoldgico - Densitometria do colagen o

Trata-se de outro método histolégico usado especificamente para a
avaliacdo e diferenciacdo de tipos de colageno. Por meio de um corante especifico e
com o auxilio de luz polarizada, diferenciam-se os tipos de coldgeno maduro e
imaturo e estabelece-se relacao entre eles.

O método utiliza a coloracdo de Van Gieson (picrofuccina), empregada
pela primeira vez em técnicas histolégicas em 1889. O corante Sirius Red F3AB,
acido, reage com as moléculas de coldgeno aumentando a sua birrefringéncia. Por
meio da correlagdo entre as diferentes cores e a intensidade da birrefringéncia é
possivel diferenciar os tipos de colageno existentes na amostra do tecido estudado.
O colageno maduro (Tipo I) apresenta fibras espessas, fortemente birrefringentes e
de coloracdo amarelo, laranja ou vermelho. J& o colageno imaturo ou neoformado
(Tipo 1ll) apresenta fibras finas e de coloracdo esverdeada. A porcentagem de fibras
maduras e imaturas permite a avaliagdo quantitativa da cicatrizacdo (JUNQUEIRA et
al.,1978).

Biondo - Simdes et al. (2000a e 2000b) utilizaram este método em dois
estudos experimentais. No primeiro avaliaram os efeitos da peritonite na sintese de
colageno em anastomoses intestinais de ratos. As porcentagens de colageno Tipo |
e lll foram semelhantes quando dosadas no terceiro dia pds-operatério nos grupo

controle e de peritonite induzida. Posteriormente estudaram a influéncia do tempo
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transcorrido entre uma lesédo de célon induzida cirurgicamente em ratos e a sintese
no processo de cicatrizacdo da anastomose. As porcentagens de colageno imaturo
foram proporcionalmente menores nos grupos onde o tempo entre leséo e a sintese
foi maior, indicando que a sintese realizada apos 12 horas da lesdo retarda a
maturacéo do colageno.

Greca et al. (2000a) utilizaram o método na avaliacado da cicatrizacéo de
anastomoses de coélon esquerdo de ratos na vigéncia de doenca inflamatoria
induzida.

Ferreira (2004) utilizou o método na avaliagdo da influéncia da
radioterapia na cicatrizacdo de anastomoses de colon de ratos. O indice de
maturacdo do colageno foi menor nos grupos expostos a radioterapia tanto no pré

guanto no pés-operatdrio em relagdo ao grupo controle (sem radioterapia).
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Foram utilizados 30 ratos (Mammalia Rodentia, Muridae, Rattus
norvergicus albinus), machos, adultos, da linhagem Wistar, provenientes do biotério
do Centro de Biologia da Reproducédo (CBR), da Universidade Federal de Juiz de
Fora (UFJF), onde foram realizados os experimentos. O CBR é cadastrado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA). O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) (ANEXO 1).

4.1 Campo Eletromagnético

O campo eletromagnético foi desenvolvido com o apoio de engenheiros
eletricistas da Faculdade de Engenharia da UFJF. Uma bobina foi construida
enrolando-se um fio de cobre revestido por verniz com 0,57 mm de diametro no
formato de cilindro homogéneo ao redor de um tubo de PVC de 39,5 cm de
comprimento e 15,5 cm de diametro, totalizando 4140 espiras (voltas ao redor do
tubo) distribuidas em seis camadas de 690 espiras (FIG. 1).

O campo eletromagnético foi gerado por uma corrente elétrica que
atravessava da bobina. As linhas de forca do campo estdo demonstradas na FIG. 2.

A fonte geradora da corrente elétrica utilizada foi a rede de energia
elétrica convencional, sendo a bobina ligada diretamente na tomada. A tensédo da
fonte foi de 128 Volts e a frequéncia da corrente, 60 Hertz (dados da empresa
fornecedora). Utilizando um multimetro, verificou-se que o valor da corrente atraves
da bobina foi 0,78 Ampéres, a resisténcia, 165 Ohms e a corrente possuia uma
poténcia de 100 Watts (FIG. 3).



FIGURA 1- Bobina geradora do campo eletromagnético
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FIGURA 2- a) Solendide percorrido por uma corrente elétrica gerada por uma bateria;

b) Linhas de forga do campo eletromagnético.

-

29



30

FIGURA 3 — Multimetro (M) ligado a bobina (B).

A intensidade do campo eletromagnético foi de 10,04 mili Tesla,

conforme calculado pela equacédo mostrada no QUADRO 1.

QUADRO 1
Foérmula para célculo da intensidade do campo magnético

Intensidade: Mo x N x |
L

Mo: Permeabilidade magnética no vacuo (1,26 x 10 -6 H/m) Henry/metro
N: numero de espiras

I: corrente (Amperes)

L: comprimento (metro)
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Foi construida uma gaiola de madeira de modo que a bobina ficasse em
seu interior (FIG. 4). Os animais foram expostos ao campo colocando-0s no interior
da bobina com o circuito elétrico ligado.

FIGURA 4 — Bobina (B) no interior da gaiola.

4.2 Manutenc&o e manejo dos animais

Os ratos foram alojados, em grupos de cinco, em gaiolas de polipropileno,
com maravalhas selecionadas, mamadeira para agua e cocho para racao. As gaiolas
foram dispostas em armarios climatizados, com controle de temperatura e umidade e
circulacdo de ar programada (FIG. 5).

As instalagbes contavam com janelas teladas e lacradas e sistema de
iluminagcdo mista (luz natural e lampadas incandescentes). As lampadas
incandescentes eram acesas as seis horas e apagadas as 18 horas, o que
proporcionava fotoperiodos de 12 horas de luminosidade e de escuridao.

A agua era oferecida ad libitum e a racdo na proporcdo média de 10g de
racdo / 100g de peso corporal por dia, para cada animal Nao houve restricdo de
agua e racdo durante o periodo de pds-operatério. No pré-operatdrio os animais
foram submetidos a um periodo de jejum pré-operatorio de 4 horas. Nao houve
nenhum tipo de preparo de coélon.
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FIGURA 5- Instalagdes do CBR onde os animais foram mantidos durante o experimento.

4.3 Grupos do experimento

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos com dez
animais cada. Todos foram submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico. A
distribuicdo de animais por grupo e o0 periodo de exposicdo ao campo
eletromagnético estdo demonstrados no QUADRO 2.
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QUADRO 2
Distribuicdo dos animais em relacdo ao periodo de exposi¢cdo ao campo

eletromagnético.

Grupo Intensidade Pré- Pos- Numero de
de campo operatorio operatorio animais
T e 10
Il 10,04 mT |  -—---mee- sim 10
1] 10,04 mT sim | e 10

Grupo I: animais que ndo foram expostos ao campo eletromagnético.

Grupo II: animais expostos ao campo eletromagnético no periodo de pds-operatorio
Grupo lll: animais expostos ao campo eletromagnético no pré-operatério

MT: mili Tesla

Grupo |

O Grupo | (controle) foi composto por animais que nao foram expostos ao
campo eletromagnético. Foram identificados individualmente de Al a A10.

Foram submetidos ao procedimento cirdrgico descrito e re operados 72

horas apos.

Grupo Il

O Grupo Il foi composto por animais expostos ao campo eletromagnético
no periodo pos operatorio. Os animais receberam trés ciclos de exposicéo, de duas
horas de duragédo, comecando no pds operatério imediato, com 24 horas de intervalo
entre eles. Foram re operados 72 horas apds a intervencdo. Os animais foram

identificados individualmente de B1 a B10.

Grupo Il

O Grupo Il foi composto por animais expostos ao campo eletromagnético
no pré-operatoério. Os animais receberam trés ciclos de exposi¢ao, de duas horas de
duracdo, com intervalo de 24 horas entre eles, sendo que o terceiro ciclo terminou
imediatamente antes do inicio da operagcédo. Os animais foram re operados 72 horas

apo6s.Foram identificados de C1 a C10.
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4.4 Anestesia

Os animais foram anestesiados, ap0s contencdo manual, com injecao
intraperitoneal da associacao de Cloridrato de Ketamina 10 %, na dose de 90 mg/Kg
de peso (Ketamina Agener® 10%; Agener Unido, Embu-Guacu, S.P.), e Cloridrato de
Xilazina 2%, na dose de 15 mg/kg (Calmiun®; Agener Unido, Embu-Guagu, S.P.). O
tempo médio entre a anestesia e o inicio da cirurgia foi de aproximadamente trés

minutos.

4.5 Procedimento cirdrgico

ApoOs anestesiados, os animais foram submetidos a tosquia abdominal
com aparelho elétrico, colocados na mesa cirdrgica em decubito dorsal e feita
antissepsia da regido abdominal com polivinil pirrolidona iodo a 1% (FIG. 6). Em
seguida, procedeu-se a celiotomia mediana com 3 cm de extenséo.

Apés identificagdo do ceco, foi realizada seccao transversal completa do
c6lon a 4 cm distais ao mesmo (FIG. 7).

A seguir foi realizada anastomose término-terminal, com pontos
separados, sutura invaginante em plano total, com fio inabsorvivel de polipropileno
5-0 (Prolene® 5-0, Ethicon, Sdo José dos Campos, S&o Paulo) (FIG. 8). O
fechamento da aponeurose foi realizado com sutura continua com mononylon 3-0
(Mononylon® 3-0, Ethicon, Sdo José dos Campos, Sdo Paulo) e a pele foi fechada

com sutura continua com mononylon 3-0.



FIGURA 6 — Animal posicionado para intervencao cirurgica.
Tosquia e antissepsia realizadas. Linha tracejada: marcacgéo
do local da celiotomia.

FIGURA 7 - Local da colotomia e para a realizacdo da anastomose (seta).

C: ceco.
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FIGURA 8 - Anastomose concluida (seta). I: ileo. C: ceco.

4.6 Analgesia pos-operatéria

O analgésico, Dipirona sodica gotas, na dose de 20 mg/Kg de peso, foi
dissolvido em agua e oferecido de forma continua, conforme protocolo do biotério.

4.7 Re operacao

Setenta e duas horas apds a intervencao cirirgica, todos 0s animais
foram submetidos a nova celiotomia, anestesiados com a mesma técnica anterior.
Os segmentos intestinais anastomosados foram identificados, as aderéncias foram
delicadamente desfeitas e 0os segmentos intestinais foram ressecados com margem

de aproximadamente 2 cm de distancia da anastomose (FIG 9).



37

L
-
&

FIGURA 9: Segmento intestinal contendo anastomose

O procedimento para eutanasia consistiu em aspirar cerca de 2 ml de
sangue da veia cava dos animais, o que foi seguido de parada cardiorrespiratoria.

Os segmentos intestinais ressecados, contendo a linha de sutura, foram
submetidos a andlise fisica por meio da medida da pressdo de ruptura e andlises
histoldgicas para avaliacédo da cicatrizagao.

4.8 Presséo de Ruptura

Os segmentos intestinais ressecados foram cateterizados com cateter de
Nelaton, nimero 6. Foi injetada solucéo fisioldgica a 0,9 % para remocédo de restos
de fezes no interior do Iimen intestinal. A seguir foi fechada a outra extremidade da
alca com fio de seda 3-0 (Seda® 3-0, Ethicon, S&o José dos Campos, S&o Paulo).

Um tubo de borracha com duas saidas independentes foi conectado ao cateter. Uma
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das saidas foi ligada a um compressor de ar, que insuflou o segmento do intestino, e
a outra conectada a um medidor digital de presséo (FIG. 10).

FIGURA 10 - Dispositivo para medida da pressdao de ruptura. Compressor (C).
Esfignomandmetro digital (E). Cateter de Nelaton (N). Segmento

intestinal (I).

Os segmentos intestinais eram imersos dentro de um recipiente contendo
agua, de modo que ficassem completamente submersos. Foram submetidos a
insuflacdo continua com ar até sua ruptura, observada quando aparecessem bolhas
de ar no liquido do recipiente. A medida que o0s segmentos intestinais eram
insuflados, o medidor de pressao registrava os valores de presséao intraluminal. Apés
a ruptura intestinal foi verificada a pressao maxima, registrada no aparelho, capaz de
provocar a ruptura do intestino (FIG 11).
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FIGURA 11 - Dispositivo para medida da pressédo de ruptura. Esfignomanémetro
digital (E). Cateter de Nelaton (N). Recipiente com agua (R).

4.9 Andlise histologica / Hematoxilina-eosina

Terminada a analise da pressdo de ruptura, os segmentos intestinais
foram abertos em suas faces anti-mesentéricas, lavados com solugéo salina a 0,9 %
e fixados em solugéo de formalina a 10 %.

Em seguida foram fixados em bloco de parafina, cortados em micr6tomo,
de modo que a linha de sutura fosse envolvida nos cortes, e corados pela coloracéo
hematoxilina-eosina. A analise foi feita em microscoépio 6ptico convencional NIKON E
400. Foi realizada analise preliminar panordmica com aumento de 100 vezes
(objetiva 10 X e ocular 10 X) para selecdo do campo a ser analisado com o maior
aumento. A analise definitiva do processo de cicatrizacdo e seus constituintes foi
realizada com aumento de 400 X (objetiva de 40 X e ocular de 10 X).

A mucosa foi avaliada quanto a presenca ou auséncia de solugdo de
continuidade, crosta fibrino leucocitéria, edema e reepitelizacdo. Avaliou-se ainda a
presenca e as caracteristicas do infiltrado inflamatério e a espessura da camada
muscular. Com relacdo a camada submucosa, foram avaliadas as presencas e as

caracteristicas da neoformagfes vascular e conjuntiva. A camada muscular prépria



40

foi avaliada quanto a presenca ou auséncia de hipertrofia e de plexos nervosos e por
fim na serosa foi avaliada quanto a hialinizagéo vascular.

Estabeleceu-se um protocolo com base na Escala de Ehrlich & Hunt
modificada onde foram atribuidos pontos de acordo com as caracteristicas
encontradas com pontuacdo maxima de dezoito pontos, 0 que representaria maior
exacerbacéo do processo de cicatrizagdo. (QUADRO 3).

A cada animal foi atribuido um total de pontos tornando possivel aplicar

analise estatistica para avaliar os parametros de cicatrizacao.

QUADRO 3

Escala de Ehrlich e Hunt modificada

Parametros 0 1 2 3
Depdsito de ausente discreto moderado intenso
colageno
Neoformacao ausente discreta moderada intensa
conjuntivo-
vascular
Infiltrado ausente discreto moderado intenso
inflamatorio
Padréao do ausente |linfoplasmocitario | granulocitico | neutrofilico
infiltrado
inflamatorio
Epitélio Solucéo de integro
continuidade
Hipertrofia ausente presente
da muscular
Proliferacéo ausente discreta moderada intensa
fibroblastica
Plexos rarefeitos acentuados
nervosos
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4.10 Analise histoldgica / Densitometria do coldgen o

Os cortes histolégicos foram corados com o corante Sirius Red F3AB e a
seguir avaliados com luz polarizada para diferenciacdo das fibras colagenas.

Calculou-se a porcentagem de fibras de colageno Tipo | e lll, a seguir foi
estabelecida a razdo entre as porcentagens. Com isso pode-se comparar a

concentracéo de colageno neoformado nos diferentes grupos.

4.11 Analise estatistica dos dados

Os dados foram analisados usando o programa estatistico “one-way
ANOVA” (anélise de variancia), com o teste “Post Hoc de Tuckey” para as variaveis
paramétricas, considerando um valor de p<0,05 como estatisticamente significativo.

Para as variaveis ndo paramétricas, foi utilizado o método de “Kruskal —
Wallis” com o teste posterior de “Mann-Whitney”, também considerando um valor de
p <0,05 como significativo.



RESULTADOS
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5.1 Presséao de ruptura

No Grupo | (controle) observou-se uma variacédo de pressao de ruptura de
38 mmHg a 54 mmHg, com média de 47 mmHg. O Grupo Il (campo pds- operatorio)
apresentou uma variacado de 50 mmHg a 95 mmHg com média de 72,8 mmHg. J4 o
Grupo Ill (campo pré-operatorio) a variacdo foi de 39 mmHg a 58 mm Hg, com média
de 47,4 mmHg.

O Grupo Il apresentou um aumento na média de pressao de ruptura em
relacdo ao Grupo | de 25,8 = 3,8 mmHg (p < 0,001). Comparando-o com o Grupo lll,
o aumento foi de 25,4 + 3,8 mmHg (p < 0,001).

Comparando os grupos | e lll, o aumento de pressdo do Grupo Il foi de
0,4 + 3,8 mmHg (p = 0,9).

Os resultados mostraram que a média do Grupo Il foi maior (p<0,001) do
que as médias dos outros dois grupos e que entre os grupos | e Ill ndo houve
diferenca significativa (P>0,05).

Os resultados com as médias entre os trés grupos estdo demonstrados no
GRAF.1.

80- 72,8

Grupo | Grupo Il Grupo lll
B Grupo | @ Grupo Il B Grupo lll

Gréfico 1 - Média das pressdes de ruptura nos grupos em mmHg.
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5.2 Analise histologica / hematoxilina-eosina

As pontuacbes do Grupo | variaram de 5 a 7, com média de 5,9 (de
acordo com a escala) .No Grupo Il a variacao foi de 8 a 12, com média de 10,2 e no
Grupo lll de 5 a 8, com média de 6,5. O teste de Kruskal-Wallis aplicado para analise
do escore entre 0s grupos revelou um aumento significativo do Grupo Il em relagcéo
aos demais (p<0,01).

Com relacdo as analises isoladas de cada camada da parede intestinal,
observou-se, com maior relevancia no Grupo Il, diminuicdo do edema e um padrdo
de infiltrado inflamatorio caracterizado como misto, ao contrario dos demais onde ha
uma predominancia do infiltrado polimorfonuclear. Com relacdo a submucosa, houve

maior tendéncia a neoformacdo vascular e conjuntiva (FIG. 12). Sobre essas

analises, ndo foram aplicados testes estatisticos.

Figura 12 - Fotomicrografia mostrando neoformacéo vascular em animal do Grupo Il. HE
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O resultado do escore de pontos dos trés grupos estd demonstrado no
GRAF. 2.

12 10,2

5,9

Grupo | Grupo Il Grupo lll

™ Grupo | ® Grupo Il ™ Grupo lll

Grafico 2 - Média dos escores da analise histolégica nos trés grupos.

5.3 Analise histoldgica / Densitometria do colagen o

Os cortes das laminas corados com Sirius Red permitiram a diferenciacao
entre a coloracdo dos colagenos tipos | e Ill. Com isso foi possivel estabelecer uma
relacdo entre as porcentagens da deposicdo colageno novo em relacdo ao antigo
(FIG. 13)

Figura 13 - Fotomicrografia de corte histoloégico da zona da anastomose mostrando depdsito

moderado de colageno. A esquerda: Picrosirius. A direita: HE.
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No Grupo | as variagdes das relacfes entre colageno novo e antigo foram
de 0,11 a 0,25, com média de 0,17. No Grupo Il as varia¢cdes encontradas foram de
0,25 a 0,53, com média de 0,38. No Grupo Il as varia¢gbes foram de 0,11 a 0,25,
com meédia de 0,17.

O Grupo Il apresentou um aumento de 0,21+ 0,03 em relacdo aos grupos
I e lll, com p < 0,001. J& os grupos | e lll ndo apresentaram diferencas entre os
indices (p = 1). Os resultados entre as diferencas das relagBes entre colageno nos

trés grupos estdo demonstrados na GRAF. 3.

0,4+ 0,38
0,35
0,3
0,25+
0,2- 0,17 0,17
0,15+
0,11
0,05
0-

Grupo | Grupo Il Grupo Il

B Grupo | @ Grupo Il @ Grupo lll

Gréfico 3 - Relagao colageno novo / antigo nos grupos.

5.4 Comparacdo entre as médias de pressdo de ruptur a e as medias das

analises histolégicas

Estabeleceu-se uma comparacéo entre as medidas de pressao de ruptura

com as duas analises histopatoldgicas realizadas no estudo.



5.4.1 Pressa

o de ruptura x Escore histolégico / HE
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Comparando os valores de presséo de ruptura dos 30 animais do estudo

com seus valores de escore histologico por meio do teste de correlagdo de Pearson,

observou-se forte correlagcéo entre os resultados: quanto maior a medida da presséo

de ruptura, maior a pontuacao do escore histologico anotada. O indice de correlacéo

encontrado foi de 0,94 (p < 0,01). As correlacdes entre as medidas de pressao de

ruptura e as médias do escore histolégico dos 30 animais separados em seus trés

grupos sao demonstradas no GRAF. 4.
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s ® :
9( : - ® Campo Pré-operatério
1
n 40 -
& 8 ¥ Campo Pds-operatério
E 30 ® Controle
4 6 8 10 12 14
ESCORE

Graéfico 4 - Correlacao entre os valores da presséo de ruptura e os valores das médias do

escore histolégico.
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5.4.2 Pressao de ruptura x Densitometria do colagen o

Os valores das pressdes de ruptura foram comparados com os valores da
relacdo entre os colagenos tipos | e lll. Por meio do teste de correlacdo de Pearson
observou-se elevado indice de correlagdo entre os valores, 0,97 (p < 0,001). Os

resultados estdo demonstrados no GRAF. 5.

100

60-

50+ Grupo

PRESSAO
40-

* Campo Pré-operatorio

¥ Campo Pd4s-operatorio

30 ® Controle

A 2 3 A .5 .6

Relagéo colageno novo / colageno antigo

Gréfico 5 - Correlacéo entre os valores de pressédo de ruptura e razéo entre colagenos | e lll



DISCUSSAO
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O marcante avanco do conhecimento sobre o processo de cicatrizagédo
intestinal durante o século passado contribuiu para a reducdo das complicacbes
relacionadas as anastomoses gastrointestinais. Ainda assim, a possibilidade de
deiscéncias de sutura e fistulas continua sendo temida pelos cirurgides, o que
motiva a pesquisa de fatores que possam aperfeicoar o processo fisiolégico da
cicatrizagéo.

O uso terapéutico de campos eletromagnéticos na pratica cirurgica é
recente e ainda pouco difundido, sendo o mecanismo de acdo sobre o processo de

cicatrizagdo pouco conhecido.

6.1 Modelo experimental

A realizacdo de um ensaio experimental em modelo animal justifica-se
pelo fato de ndo serem conhecidas as caracteristicas ideais do campo magnético e
seus possiveis efeitos deletérios sobre o organismo. Nao foram encontrados, com
base na revisdo de literatura, estudos em humanos sobre o uso de campos
eletromagnéticos no aprimoramento da cicatrizagdo de anastomoses
gastrointestinais.

Ratos da raca Wistar foram escolhidos devido ao seu facil manuseio em
biotério, serem passiveis de realizacdo de anastomoses intestinais, e por terem sido
0s animais utilizados em todas as pesquisas encontradas na literatura sobre o tema
(AHMANDIANS et al.,2006; DINDAR et al., 1993; MENTES et al., 1996; NANCY et
al., 2001; NANCY et al., 2003).

O local da anastomose (c6lon, 4 cm distais ao ceco) foi escolhido por se
tratar de um local de facil acesso por meio de inciséo cirlrgica pequena, facilitando a
realizacdo da anastomose. Nos estudos sobre cicatrizacdo de anastomoses de coélon
os autores tém utilizado a porcéo intra peritoneal do célon, evitando o reto extra-
peritoneal (local mais dificil de acessar e realizar a anastomose) (AHMANDIANS et
al.,2006; DINDAR et al., 1993; MENTES et al., 1996; NANCY et al., 2001; NANCY et
al., 2003).

O fio de sutura (polipropileno 5.0) foi escolhido devido a facilidade de

manuseio, ser monofilamentar, gerando pouca reacao inflamatéria tecidual, e por ser
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utilizado em anastomoses em seres humanos rotineiramente. Mentes et al. (1996)
utilizaram fio 7.0 de polidiaxonona ,enquanto Nayci et al. (2001) utilizaram fio 7.0 de
polipropileno. A técnica de sutura utilizando pontos separados, em plano Unico e
sutura invaginante, apresenta melhores resultados que outras técnicas descritas

para anastomoses de colon. (SOUZA, 2003).

6.2 Caracteristicas do campo eletromagnético

O campo eletromagnético desenvolvido para o presente estudo foi
baseado nos campos utilizados por Mentes et al. (1996) e Nayci et al. (2001). Um
solendide percorrido por uma corrente elétrica gerou um campo eletromagnético
externo aos animais que foram colocados em seu interior.

A frequéncia da corrente elétrica geradora do campo foi de 60 Hz. No
estudo de Mentes et al. (1996), a frequéncia utilizada foi de 100 Hz, ja nos estudos
de Nayci et al. (2001) e Nayci et al. (2003), a frequéncia foi de 50 Hz. Ahmandians et
al (2006) utilizaram a mesma intensidade de campo com freqiiéncias variaveis de 25
Hz, 50 Hz e 100 Hz. Os autores encontraram resultados mais favoraveis a
frequéncia de 25 Hz. De acordo com as conclusdes de Marino et al. (1988) (apud
MENTES et al., 1996) e Blank et al. (1993) as frequéncias entre 10 Hz e 300 Hz sao
as mais indicadas para estudos experimentais em modelo animal, por ndo terem
sido observados efeitos deletérios aos animais.

As intensidades dos campos eletromagnéticos nos estudos experimentais
precedentes para avaliacdo da cicatrizacdo foram: 1 mT e 2 mT (Mentes et al.,
1996), 1 mT e 4 mT (Ahmandians et al.,, 2006) e 10,76 mT (Nayci et al., 2001 e
Nayci et al., 2003). O presente estudo utilizou um campo magnético de 10,04 mT de
intensidade. De acordo com Cridland et al.(1996), as intensidades de campos
magnéticos em estudos experimentais variam de 0,2 uT a 20 mT. Nao ha até o
presente estudo sobre a intensidade ideal do campo capaz de produzir os melhores
efeitos sobre a cicatrizacao.

A exposicdo dos animais ao campo magnético ocorreu em ciclos de duas
horas/dia com intervalos de 24 horas entre os ciclos a partir do pos-operatorio

imediato (Grupo Il) ou nas 72 horas de pré-operatorio. Mentes et al. (1996) utilizaram
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ciclos de 18 horas/dia em dois de seus grupos e um outro grupo com dois periodos
de 6 horas/ dia. No total os animais ficaram expostos 18 horas/dia e 12 horas/dia.

Nayci et al. (2001) e Nayci et al. (2003) expuseram 0s animais a dois
ciclos de duas horas/dia, com intervalos de 10 horas entre os ciclos, num total de
quatro horas/dia. Ahmandians et al. (2006) utilizaram ciclos de 2,5 horas/dia com
intervalos de 21,5 horas entre os ciclos. Ainda ndo foram realizados estudos para
estabelecer o numero de horas ideal para a exposicdo dos animais ao campo
eletromagnético.

No presente estudo foi utilizado o periodo de 2 horas, como Nayci et al.
(2001), porém em apenas um ciclo por dia. Tal op¢do baseou-se na aceitacdo de
que o ideal seria expor os animais ao menor numero de horas possivel para
encontrar os efeitos desejaveis sobre a cicatrizacdo. Considerou-se também a
aplicacdo em humanos. Seria pouco préatico expor o paciente em periodo de pos-
operatorio por muitas horas a um aparelho gerador de campo eletromagnético.

A escolha do periodo de 72 horas no pds-operatorio para as analises dos
parametros de cicatrizacdo teve o intuito de estudar as alteracfes cicatriciais na
transicao entre a primeira e a segunda fase da cicatriza¢do, que constitui um periodo
critico do processo. Cavalcanti et al. (2005) e Greca et al. (2000 b), em estudos
sobre cicatrizagdo intestinal em ratos, também analisaram as anastomoses no
terceiro dia de pos-operatorio por considerarem este periodo como critico para a
cicatrizacdo. As andlises de Mentes et al. (1996) ocorreram apos 72 horas de pé-
operatorio e o autor concluiu ser positiva a interagdo entre a exposicdo ao campo
eletromagnético e o processo de cicatrizacdo. Dindar et al. (1993), Naicy et al.
(2001), Nayci et al. (2003) e Ahmandians et al. (2006) escolheram o sétimo dia de
pdOs-operatorio para realizarem suas analises. Hendricks et al. (1990), Souza (1993)
e Kanto e Fagundes (2005) concluiram que a maioria das altera¢des do processo de
cicatrizacdo ocorrem até o sétimo dia de pds-operatorio. O presente trabalho faz
parte de uma linha de pesquisa que objetiva estudar possiveis alteracbes do
processo de cicatrizacao induzidas por diferentes variaveis relacionadas a exposi¢cao

a campos eletromagnéticos.
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6.3 NUumero de animais por grupo

Existe uma preocupacdo ética nas pesquisas experimentais com o
namero de animais a ser sacrificado. Deve-se utilizar sempre o menor numero
possivel que satisfaca as analises estatisticas, para evitar um niumero excessivo de
animais. De acordo com o desenho da pesquisa e as analises realizadas, 0 niumero
calculado de 10 animais por grupo foi considerado satisfatério e aprovado pelo
CETEA.

6.4 Métodos de avaliacdo da cicatrizacao

6.4.1 Pressao de ruptura

Existe controvérsia na literatura quanto ao método mais fidedigno para
avaliar as for¢as que atuam sobre o intestino. Segundo Koruda e Rolandelli (1990), a
pressdo de ruptura representa o que naturalmente ocorre em relagcdo ao intestino.
Os autores ressaltaram que existem fatores que podem influenciar nos resultados
das medidas de presséo e tracao de ruptura das anastomoses, como a remogao ou
nao dos fios de sutura e o estudo da anastomose in situ ou apds sua remoc¢ao da
cavidade abdominal. Relataram ainda que, na maioria dos estudos, o0s
pesquisadores ndo removem os fios de sutura e realizam a medida de pressao apos
a retirada do segmento da cavidade abdominal. Mentes et al. (1996) mediram a
pressao de ruptura intestinal com os segmentos intestinais in situ.

Heibel et al. (2006) consideram a presséo de ruptura um método melhor
para avaliar a resisténcia em visceras ocas.

No presente trabalho foi utilizada a pressao de ruptura como método fisico
para avaliar a cicatrizacao intestinal. Adicionalmente, foi estabelecida uma relacao
entre os resultados do método com os resultados dos métodos histologicos por meio

da correlacao de Pearson, que foi fortemente significativa.
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As pressodes de ruptura dos animais do Grupo Il foram maiores que nos
outros dois grupos. Mentes et al. (1996) encontraram resultados semelhantes no
grupo de animais expostos ao campo magnético. Nayci et al. (2001), Nayci et al.
(2003) e Ahmandians et al. (2006) utilizaram como método fisico de avaliacdo da
cicatrizagéo intestinal a tensao de ruptura, encontrando valores maiores nos grupos

expostos ao campo eletromagnético.

6.4.2 Andlise histologica / hematoxilina-eosina

A analise histolégica por meio da coloracdo hematoxilina-eosina é muito
utilizada nos estudos de cicatrizacéo intestinal. Muitos autores a consideram como
subjetiva, uma vez que ndo existe um instrumento de medida preciso para o método,
ficando a andlise determinada pelo julgamento do patologista. O escore de pontos
para avaliacao histotologica utilizado neste estudo foi adaptado da Escala de Ehrlich
& Hunt modificada utilizada por Biondo Simdes et al. em trabalho realizado em 2000.
Sao atribuidos pontos aos achados histologicos relativos a cicatrizagdo nas camadas
da parede intestinal. No presente trabalho todas as laminas foram avaliadas pelo
mesmo patologista e os resultados do método foram comparados com os resultados
do parametro fisico (pressdo de ruptura) como forma de validacdo do método. A
correlacéo foi fortemente significativa.

Assim como encontrado nas medidas de pressdao de ruptura, 0S
resultados da analise histopatolégica mostraram claramente os efeitos do campo
eletromagnético sobre a cicatrizacdo intestinal nos animais expostos ao campo no
pos-operatorio. Nao houve diferenca entre o grupo controle e o grupo exposto no
pré-operatorio. Nos estudos onde se relaciona campo eletromagnético e cicatrizacao
intestinal, os autores ndo utilizaram o método, que foi utilizado em outros estudos
sobre cicatrizacao intestinal (Greca et al., 2000; Kanellos et al., 2002; Soares Junior,
2008; Souza,1993).
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6.4.3 Andlise histologica / densitometria de coldge  no

Outro meétodo utilizado para avaliar a cicatrizacdo foi por meio da
coloracdo picrosirius-red F3BA. Com ele pode-se estabelecer a proporcao entre o
colageno ja existente (Tipo 1) e o colageno neoformado (Tipo III). O método vem
sendo utilizado com frequéncia na avaliacdo de cicatrizagdo em detrimento a
dosagem de hidroxiprolina devido a sua maior facilidade (Hendricks; Mastboom
1990; Junqueira et al., 1978; Soares Junior 2008). Em estudos relacionados ao tema
em questdo Mentes et al. (1996) e;Nayci et al. (2001) e Nayci et al. (2003) utilizaram
como meétodo para avaliar o colageno a dosagem bioquimica de hidroxiprolina. Os
autores relataram aumento do conteddo de hidroxiprolina nos grupos de estudo

submetidos ao campo eletromagnético no pds-operatorio.

No presente estudo foi estabelecida uma relagdo entre a proporcdo de
colageno Tipo Il e Tipo I. Comparando os resultados obtidos nos trés grupos,
observou-se aumento na proporc¢ao de colageno Tipo Ill nos animas do Grupo Il em
relagdo aos demais. Ainda para validagcdo do método, foi estabelecida uma
comparacao entre os resultados das pressdes de ruptura nos trés grupos e a
concentracdo de colageno, mostrando correlacdo positiva.

6.5. Correlacéo entre campo eletromagnético e cicat  rizacdo

Apesar dos efeitos do eletromagnetismo serem descritos na pratica clinica
h&a mais de trés décadas, os estudos envolvendo o eletromagnetismo e o0 processo
de cicatrizacao intestinal ainda sdo escassos na literatura.

O mecanismo por meio do qual o campo eletromagnético influencia no
processo de cicatrizacdo € desconhecido. Estudos mostraram que a estimulagéo de
fibroblastos por um campo eletromagnético produz alteracbes na membrana

plasmatica, o que influencia no transporte de ions transmembrana (Murray;
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Farndale, 1985), entretanto h& necessidade de correlacionar este dado com o
processo de cicatrizagao.

Guselso et al. (1994) demonstraram aumento na proliferacdo de
fibroblastos e na sintese de colageno de culturas de tenddes de aves expostas a
diferentes formas de ondas eletromagnéticas, constatando aumento do namero de
mitoses. Os autores concluiram que tanto os fibroblastos quanto o proprio colageno
produzido sofreram efeitos das ondas eletromagnéticas.

Goodman et al. (1986) e Cridland et al. (1996) encontraram aumento na
proliferagéo de fibroblastos cultivados em meio de cultura quando foram expostos a
campos eletromagnéticos. Nursal et al. (2006), realizaram experimento onde ratos
submetidos a anastomoses de célon foram expostos a campos eletromagnéticos por
meio de uma fonte geradora implantada no interior da cavidade abdominal dos
animais. Realizaram analise de parametros fisicos (pressao de ruptura), histolégicos
e bioquimicos (dosagem de hidroxiprolina). Avaliaram a cicatrizacdo das
anastomoses no terceiro e sétimo dias de pos-operatorio. Em nenhum dos grupos de
estudo foram encontradas variacdes significativas em relacéo as analises realizadas,
concluindo os autores que, diferentemente de campos eletromagnéticos dinamicos,
campos eletromagnéticos estéticos ndo parecem exercer efeitos sobre a cicatrizacado
de anastomoses intestinais.

O presente estudo e os estudos de Dindar et al. (1993), Mentes et al.
(1996), Nayci et al. (2001), Nayci et al. (2003), Ahmandians et al. (2006) utilizaram
campos eletromagnéticos externos gerados por bobinas onde os animais ficavam no
seu interior, campos dindmicos gerados a partir do movimento dos elétrons da
corrente elétrica. Apesar das variacdes na intensidade, freqiiéncia, nimero de horas
de exposicdo e o periodo da andlise (terceiro ou sétimo dia de pos-operatorio), em
todos os estudos, incluindo o presente, 0os autores encontraram efeitos positivos do
eletromagnetismo sobre a cicatrizacdo, verificados por meio de parametros fisicos,

bioquimicos e histolégicos.



CONCLUSAO
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Por meio do presente estudo conclui-se que:

» O campo eletromagnético atuou como adjuvante na cicatrizagdo
de anastomoses de célon em ratos, quando aplicado nas primeiras 72 horas
de poés-operatorio, considerando parametros fisicos e histoldgicos.Sua
aplicacao no pré-operatério ndo provocou efeitos na cicatriza¢do, segundo 0s

mesmos parametros de avaliacéo.



PERSPECTIVAS FUTURAS
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* O tema abordado no estudo faz parte de uma nova linha de

pesquisa e traz uma série de perspectivas para novos estudos.

 Ainda devem ser esclarecidas as alteracbes celulares nos
fibroblastos expostos ao campo magnético para saber o seu real mecanismo

de atuacao sobre a cicatrizagéo.
» Estudar os efeitos adversos do eletromagnetismo ao organismo.
» Definir a intensidade, a frequéncia e o numero de horas de
exposicdo onde seria maxima a atuacdo do campo eletromagnético sobre a

cicatrizagéo.

» Estudar os efeitos da exposi¢cdo ao campo eletromagnético nas

diferentes fases da cicatrizagéo.
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APENDICES



APENDICE 1:
CARACTERISTICAS DO CAMPO ELETROMAGNETICO

Condutor : Cobre , com diametro de 0,57 mm
Solendide: Diametro de 15,5 cm

Comprimento de 39,5 cm

4140 espiras distribuidas em 6 camadas com 690 cada
Frequéncia: 60 Hz (Hertz)
Tensdo: 128 Volts
Resisténcia: 165 Q (Ohms)
Poténcia: 100 W (Watts)
Intensidade: 10,04 mT (mili Tesla)
V=R.I
Intensidade : Mo x N x |

L

Mo : Permeabilidade magnética no vacuo (1,26 x 10 -6 H/m) Henry/metro
N: nimero de espiras

I: corrente (Amperes)

L: comprimento
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APENDICE 2:
ESTUDO ESTATISTICO

Andlise de Variancia para pressao
HO: Nao héa diferenca entre as médias de pressao para 0s 3 grupos.
A tabela abaixo mostra que o p-valor é muito pequeno (0,000, ou seja,

menor do que 0,001). Isso indica que pelo menos um dos grupos tem média

diferente.
ANOVA

PRESSAO

Sum of Mean

Squares df Square F Sig.
Between Groups  4369.867 2 2184.933 29.321 .00(
Within Groups 2012.000 27 74.519
Total 6381.867 29

Post Hoc Tests

Para saber qual (ou quais) grupo apresenta média diferente, fizemos o
teste Post Hoc de Tukey (tabela abaixo). Os resultados mostram que a média do
campo pos operatorio foi significativamente maior do que as médias dos outros dois

grupos e que entre o controle e o pré-operatorio nao houve diferenca significativa.

Multiple Comparisons

Dependent Variable: PRESSAO

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference Lower Upper
(I) Grupo (J) Grupo (1-9) Std. Error Sig. Bound Bound
Controle Campo Pés-operatério -25.80* 3.861 .000 -35.37 -16.2
Campo Pré-operatoério -.40 3.861 .994 -9.97 9.1
Campo Pés-operatério Controle 25.80* 3.861 .000 16.23 35.¢
Campo Pré-operatoério 25.40* 3.861 .000 15.83 34.¢
Campo Pré-operatério Controle .40 3.861 .994 -9.17 9.
Campo Pés-operatorio -25.40* 3.861 .000 -34.97 -15.¢

*. The mean difference is sianificant at the .05 s



ANOVA para IMAC
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Os resultados para IMAC sdo semelhantes aos observados para a

pressdo. O valor médio do grupo submetido ao campo magnético pos-operatorio

apresentou média superior aos outros dois.

ANOVA
IMAC
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Between Groups .280 2 .140 25.153 .00(
Within Groups .150 27 5.569E-03
Total 431 29
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: IMAC
Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference Lower Upper
(I) Grupo (J) Grupo (I-9) Std. Error Sig. Bound Bound
Controle Campo Pés-operatorio -.2050* .033 .000 -.2877 -.12z2
Campo Pré-operatdrio .0000 .033 1.000 -8.2749E-02  8.275E-(
Campo Pés-operatério Controle .2050* .033 .000 1223 281
Campo Pré-operatdrio .2050* .033 .000 1223 281
Campo Pré-operatdrio Controle .0000 .033 1.000 -8.2749E-02  8.275E-
Campo Pés-operatorio -.2050* .033 .000 -.2877 -.12z2

*. The mean difference is significant at the .

05 It

Teste de Kruskal-Wallis para ESCORE (VARIAVEL ORDIN AL)

Para a variavel Escore, como ela é ordinal, aplicou-se a analise de

variancia nao paramétrica de Kruskal-Wallis. O resultado indica que pelo menos um

grupo foi diferente dos demais.

Para saber qual grupo diferiu dos outros, aplicamos o teste de Mann-

Whitney para cada par de grupos, separadamente.
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Ranks
Grupo N Mean Rank
ESCORE Controle 10 9.10
Campo Pdés-operatorio 10 25.35
Campo Pré-operatério 10 12.05
Total 30

Test Statistics®P

ESCORE
Chi-Square 19.839
df 2
Asymp. Sig. .000

a.Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: Grupo

Teste de Mann-Whitney - para ver qual grupo é difer  ente de qual

As tabelas abaixo indicam que o grupo pés-operatério apresentou escore

meédio superior ao do controle.

Ranks
Sum of
Grupo N Mean Rank Ranks
ESCORE Controle 10 5.50 55.00
Campo Pés-operatdrio 10 15.50 155.00
Total 20
Test Statistics”
ESCORE
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 55.000
z -3.816
Asymp. Sig. (2-tailed) .000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .00C¢

a.Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Grupo



Abaixo observa-se que nao ha diferenca significativa entre o grupo

controle e o pré-operatorio (p-valor = 0,271).

Ranks
Sum of
Grupo N Mean Rank Ranks
ESCORE Controle 10 9.10 91.00
Campo Pré-operatério 10 11.90 119.00
Total 20

12

O escore meédio do pés-operatdério foi superior ao do pré (p-valor = 0,000).

Ranks
Sum of
Grupo N Mean Rank Ranks
ESCORE Campo Pdés-operatério 10 15.35 153.50
Campo Pré-operatério 10 5.65 56.50
Total 20
Test Statistics”
ESCORE
Mann-Whitney U 1.500
Wilcoxon W 56.500
z -3.698
Asymp. Sig. (2-tailed) .000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .00C¢%

a.Not corrected for ties.

b. Grouping Variable: Grupo



ANEXO
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 30/2006, relativo ao projeto intitulado "Uso de
campo eletromagnético como fator adjuvante na cicat rizacdo de
anastomoses intestinais. Modelo experimental em rat  0s™, que tem como
responsavel Claudio de Souza , estd de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo  Animal

(CETEA/ U F MG), tendo sido aprovado na reunigo de 17/ 05/2006.

Este certificado expira-se em 17/ 05/ 2011.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n° 30/2006, related to the project entitled "
Eletromagnetic field as a healing adjunet of intest inal anastomosis.
Experimental model in rats",  under the supervision of Claudio de Souza, is in
agreement with the Ethical Principies in Animal Experimentation, adopted by the Ethics
Committee in Animal Experimentation  (CETEA/UFMG), and was approved
in May 17, 2006.

This certificate expires in May 17, 2011.

. Belo Horizonte, 17 de Maio de 2006.

W

o Pereira
Prof. Humberto P. Oliveira
Presidente do CETEAUF
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