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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi o de avaliar os achados macro e
microscopicos dos remendos de Submucosa do Intestino Delgado (SID), utilizados
como substituto pericardico em caes. Foram utilizados 20 caes, adultos, distribuidos
em dois grupos de dez animais cada. Os caes do grupo SID foram submetidos ao
implante de Submucosa do Intestino Delgado e os do grupo PB, que serviram como
controle, ao implante de pericardio bovino. Cada grupo foi dividido em dois
subgrupos de cinco caes, de acordo com o tempo de observacao pos-operatoria (7 e
30 dias). A avaliagao macroscopica do remendo de SID pds-implante demonstrou
nao haver importante formacao de aderéncias ou dificuldade na visibilizacao dos
vasos coronarianos. Entretanto, observou-se significativa retracédo desse remendo.
Fibrose esteve presente nos locais de sutura e na face dos remendos em contato
com o pulmao. A andlise microscopica demonstrou a mesotelizac&o parcial ou total
da SID. Apesar de haver discreta diminuicao das fibras elasticas nas areas de
sutura, estas se mantiveram preservadas no restante dos remendos. A densitometria
do colageno, verificada pela coloragao de picrosirius, nao revelou alteragcoes das
fibras colagenas do tipo | e lll. Houve reagéo inflamatdria, e esta foi de grau
acentuado em alguns casos. O processo de neovascularizagao esteve presente e
fez-se de forma penetrante a camada submucosa, possivelmente evidenciando o
inicio do processo de remodelagao tissular. Quanto ao aspecto macroscoépico da SID
implantada como substituto pericardico em caes, concluiu-se que: as aderéncias
formadas nao interferem na visibilizacdo dos vasos coronarianos e que ha retracéo
dos remendos em todos os casos e incorporacgao tissular. Quanto ao aspecto
microscopico concluiu-se que: ha mesotelizacao dos remendos, as fibras colagenas
continuam presentes, os remendos apresentam acentuada reagao inflamatodria e

intenso processo de neovascularizagao.



ABSTRACT

The goal of this study was to evaluate the macroscopic and microscopic
findings in Small Intestine Submucosa (SIS) patches used for pericardium
replacement in dogs. Twenty adult dogs, divided into two groups of ten animals each,
were studied. The dogs in Group SIS were given Small Intestinal Submucosa
implants, and those in group BP (control group) were given bovine pericardium
implants. Each group was divided into two five-dog subgroups, according to the post-
operation follow-up time (seven and thirty days). The macroscopic aspects evidenced
no major adhesions formation and there was no difficulty in viewing coronary vessels.
However, SIS patches showed a significant shrinkage. Fibrosis was present in the
suture areas and on the outside of the patches in contact with the lung. The
microscopic analysis evidenced partial or total mesothelization of the SIS patches.
Despite a slight decrease in elastic fibers in the suture area, they were preserved in
the remaining part of the patches. Collagen densitometry by picrosirius staining did
not show any changes in type | and Ill collagen. There was severe inflammatory
reaction in some cases. The neovascularization process was present and penetrated
the submucosa, possibly representing the beginning of a tissue remodeling process.
Conclusions regarding macroscopic findings of SIS used as a pericardial substitute
are: adhesions formed do not interfere in coronary vessels identification, there is
shrinkage of all patches and tissue incorporation. Conclusions regarding microscopic
findings are: there is mesothelization of the patches, the collagen fibers remain
present, there is a severe inflammatory reaction and an intense neovascularization
process.

Key Words: Small Intestinal Submucosa, Pericardial Substitute, Bovine Pericardium.
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1 INTRODUCAO

Em decorréncia da natureza paliativa de muitas das operagoes
cardiovasculares, a necessidade de uma ou mais reintervencdes e relativamente
frequente. Em algumas casuisticas, as reoperacoes chegam a representar 5% a
20% do numero total de casos operados (JULIAN et al.,1957; ENGLISH &
MILSTEIN, 1978; GABBAY, 1990).

As aderéncias pericardicas pos-operatorias representam risco adicional
durante as reoperacoes, pois dificultam a dissecgao e visibilizacao das estruturas
cardiacas, podendo prolongar o tempo operatorio e aumentar o sangramento pos-
operatorio. A possibilidade de lesdes acidentais graves durante as reesternotomias é
bem documentada na literatura (MACMANUS et al.,, 1975; ENGLISH & MILSTEIN,
1978; DOBELL & JAIN,1984; LOOP, 1984).

Na tentativa de minimizar as aderéncias pos-operatérias, varios autores
recomendam o fechamento primario do pericardio de forma rotineira. Além disso, a
observancia de principios cirurgicos basicos — tais como o de evitar a manipulagao
excessiva do coragcdo, o uso prudente do eletrocautério, impedir o contato com
substancias quimicas irritativas, hemostasia adequada e ampla lavagem do saco
pericardico com solugcoes fibrinoliticas — parece contribuir na diminuicao da
intensidade das aderéncias (VANDER SALM et al, 1986; REIKERAS,
NORDSTRAND e SORLIE, 1987; NKERE et al., 1994).

Por outro lado, o fechamento parcial ou total do pericardio nem sempre é
possivel ou desejavel. Em alguns casos, a pericardiorrafia pode causar certo grau de
restricao diastdlica e interferir de forma significativa na fungédo hemodinadmica. Da mesma
forma, este deve ser evitado nas situacoes em que haja a possibilidade de compressao
e/ou angulacao de enxertos coronarianos ou tubos extracardiacos (CUNNINGHAM et al.,
1975; FRIST et al., 1985; JARVINEN et al, 1987; BUNTON, XABREGAS e MILLER,
1990; HUNTER, SMITH e ANGELINI, 1992; NKERE et al.,1994).

A utilizagao de segmentos de pericardio autdlogo para correcao de defeitos
intracardiacos e, mais recentemente, como substitutos valvares, certamente interfere
na possibilidade do fechamento pericardico primario ao final do procedimento.
(SEGESSER, JORNOD e FAIDUTTI, 1987; FABIANI et ai., 1995).

Diversos materiais, como a fascia lata (KOHANNA et al., 1977), silicone
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(LAKS, HAMMOND e GEHA, 1981; RUMISEK, WHITE e CLARKE, 1984), pericardio
bovino (GALLO, ARTINANO e DURAN, 1985; MATHISEN et al., 1986; MILLS, 1986;
PIRES et al., 1997), pericardio porcino (GALLO et al., 1978; CHANDA, KURIBAYASHI e
ABE, 1996), pericardio equino (MATHISEN et al., 1986; SEGESSER, JORNQOD e
FAIDUTTI, 1987), dacron (BONNABEAU et al, 1973), politetrafluoretiieno (PTFE)
(REVUELTA et al., 1985; HARADA et al., 1988; LOEBE et al., 1993), polihidroxibutirato
(PHB) biodegradavel (KALANGOS & FAIDUTTI, 1996; NKERE et al., 1997), peritoneo
autdlogo (SHAWARBY, MURALIDHARAN e MCGRATH, 1995, 1997), ja foram
utilizados experimental e/ou clinicamente como substitutos pericardicos. Em todos, teve-
se por objetivo o fechamento completo do pericardio, diminuindo, dessa forma, as
aderéncias pericardicas e evitando a aderéncia direta da parede anterior do ventriculo
direito com a tabua posterior do esterno.

Recente pesquisa demonstrou que os resultados clinicos obtidos com os
diversos substitutos pericardicos nem sempre foram satisfatérios e enfatiza a
necessidade estudos a longo prazo antes de se difundir e recomendar o uso dos
mesmos (HEYDORN, FERRARIS e BERRY, 1988).

A Submucosa do Intestino Delgado (SID) é uma matriz extracelular, composta
basicamente por colageno e rica em componentes que favorecem a neoangiogénese e
migracao celular (BADYLAK et al., 1999). Dada a essa composi¢ao, pode transformar-
se em estrutura com propriedades semelhantes e especificas ao local de implantacéo,
processo conhecido como remodelacgao tissular (BADYLAK, 1993).

Tendo em vista essas caracteristicas da SID e a inexisténcia de substituto
pericardico ideal, parece interessante estudar seu comportamento como substituto

pericardico.



2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é analisar o uso da SID como substituto
pericardico em caes, aos 7 e 30 dias de implante, avaliar macroscopicamente o
comportamento quanto a formagao de aderéncias, retracao e visibilizagcao dos vasos
coronarianos. Do ponto de vista microscopico, estudar o processo de mesotelizagao,

densitometria do colageno, reacao inflamatoria e neovascularizacao.



3 REVISAO DA LITERATURA

Aderéncias intratoracicas representam sério risco aos pacientes
submetidos a reoperagado em cirurgia cardiaca (MACMANUS et al., 1975; ENGLISH
& MILSTEIN, 1978; CULLIFORD & SPENCER, 1979; WIDEMAN et al., 1981;
DOBELL & JAIN, 1984; FOSTER, FISHER e KAISER, 1984; GABBAY et al.,1989).
Vérias sao as manobras que podem ser feitas a fim de minimiza-las. O ideal seria o
fechamento primario do pericardio, mas este nem sempre é possivel (REVUELTA et
al., 1985; NKERE et al., 1994).

A aderéncia do ventriculo direito a face posterior do esterno pode ser
evitada com o fechamento do saco pericardico, prevenindo assim a sua laceragao
durante a nova toracotomia (CUNNINGHAM et al., 1975).

CUNNINGHAM et al. (1975) demonstraram que, com o fechamento
pericardico, a formacéo de aderéncias € menos intensa. Varios outros autores
sugerem que este procedimento €& seguro, inclusive reduzindo a incidéncia de
mediastinite e sangramento (ASANZA et al., 1976; ENGLISH & MILSTEIN, 1978;
DIETZMAN et al., 1984).

Por outro lado, HUNTER, SMITH e ANGELINI (1992) evidenciaram
sindrome de baixo débito em alguns pacientes em que o pericardio foi fechado, que
provavelmente deveu-se a compressao do coragao.

A fim de evitar a compressao direta do coracao, de tubos extracardiacos e

enxertos aorto-coronarianos, varios substitutos pericardicos tém sido recomendados
(SEGESSER, JORNOD e FAIDUTTI, 1987).

3.1 SUBSTITUTOS PERICARDICOS

Segundo GABBAY (1990), o substituto pericardico ideal deveria possuir as
seguintes caracteristicas: nao aderir a superficie do coracgao, ser facilmente
separavel, nao aderir ao esterno, manter o saco pericardico integro, nao retrair, ser
de facil implante e manuseio, imunologicamente inerte e ter atividade fibrinolitica
semelhante a do pericardio.

Varios substitutos pericardicos apresentaram bons resultados experimentais,

0s guais nem sempre ocorreram quando empregados clinicamente em humanos
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(SAKAMOTO et al.,, 1978; DIETZMAN et al, 1984; YAKIREVICH et al.,1984;
REVUELTA et al., 1985; MESTRES et al., 1986; SEGESSER, COX e FAIDUTTI, 1986;
MINALE et al., 1987).

YOUMANS, WHITE e DERRICK (1968) avaliaram os resultados da
utilizacdo do remendo de silicone. Fortes aderéncias formaram-se sob o pericardio,
mas nao sob o remendo de silicone. Esta membrana foi, entao, utilizada em um
paciente com agenesia congénita de pericardio, sem complicacgoes.

A membrana de silicone foi também utilizada clinicamente por LAKS,
HAMMOND e GEHA (1981), relataram que a mesma nao impediu a formacao de
aderéncias pericardicas. RUMISEK, WHITE e CLARKE (1984) chamaram a atencao
quanto a aplicagao clinica, relataram o risco de constricao crénica do coragao, devido a
reacao fibrosa pericardica intensa, e recomendaram o abandono de seu uso.

BONNABEAU et al. (1973) sugeriram o uso do remendo de dacron
recoberto com silicone como substituto pericardico. Nesse estudo experimental,
houve reducdo das aderéncias entre o pericardio e as estruturas cardiacas. Foi
posteriormente utilizado clinicamente, apresentando, em alguns casos, mediastinite.

KOHANA et al. (1977) demonstraram a possibilidade da utilizacao da fascia
lata autéloga, mas com certa morbidade, devido a complicagdes no local da doagao
do tecido.

Ha varios anos, o pericardio bovino vem sendo estudado com a finalidade de
substituto pericardico. Houve bons resultados experimentais (SUNG et al, 1996;
CHANG et al.,, 1997; PIRES et al., 1997), os quais nem sempre foram reproduzidos
clinicamente. Dentre as complicacbes observadas, as mais freqlentes foram: intensa
reacao epicardica, a qual interferiu na identificacao da anatomia coronariana,
calcificacao, fibrose e aderéncias, as quais tomaram as reoperagdes ainda mais dificeis
(GALLO et al., 1978; GALLO, ARTINANO e DURAN, 1982; DIETZMAN et al., 1984;
SKINNER et al., 1984; GABBAY et al., 1984; GALLO, ARTINANO e DURAN, 1985;
MATHISEN et al., 1986; MILLS, 1986; HEYDORN, DANIEL e WADE, 1987; OPIE,
LARRIEU e CORNELLI, 1987; ENG et al., 1989).

A fim de reduzir a intensidade das aderéncias e da reacao inflamatodria,
alguns autores sugeriram, em estudos experimentais, a heparinizacao do remendo

A, KURIBAYASH! e ABE, 1996;
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O comportamento do pericardio porcino preservado em glutaraldeido, em
caes, foi semelhante ao do pericardio bovino: nao se encontraram aderéncias entre
o pericardio e o remendo, e a reacao inflamatodria foi muito leve (GALLO et al., 1978).

Foi demonstrado clinicamente que o pericardio equino preservado em
glutaraldeido pode ser utilizado como substituto pericardico, de forma aceitavel, mas
leva ao risco de infeccao (SEGESSER, JORNOD e FAIDUTTI, 1987).

MILGALTER et al. (1985) sugeriram o uso de malha de pericardio autélogo.
Os resultados experimentais em caes foram melhores que os do remendo de
silicone ou do pericardio porcino preservado em glutaraldeido. As aderéncias e
reagcoes epicardicas foram significativamente menores, e a anatomia dos vasos
coronarianos facilmente identificada.

SHAWARBY, MURALIDHARAN e MCGRATH (1995) e (1997) usaram
experimentalmente em porcos, peritoneo autdlogo tratado em glutaraldeido, como
substituto pericardico, com excelentes resultados.

A membrana de polihidroxibutirato (PHB) tem apresentado resultados
experimentais favoraveis quando utilizada como substituto pericardico. MALM et al.
(1992) evidenciaram que este material diminui a incidéncia de aderéncias e nao
interfere na identificacao da anatomia coronariana.

MALM et al. (1992); FRADIN et al. (1993) demonstraram que a membrana
de PHB promoveu completa regeneracdo das camadas mesoteliais e colagenas,
sendo fagocitada pelos macréfagos em 24 a 30 meses. Esse tecido regenerado
apresentou propriedades funcionais semelhantes as do pericardio original.

KALANGOS & FAIDUTTI (1996) utilizaram clinicamente a membrana de
PHB e tiveram a oportunidade de reoperar cinco desses pacientes. Encontraram um
plano de clivagem entre o pericardio e o coragao, o qual facilitou a reoperacao.

Resultados igualmente satisfatérios foram obtidos com a membrana de
PTFE quando utilizada como substituto pericardico em caes (REVUELTA et al.,
1985). A presenca de aderéncias foi pequena e nao houve reacdes epicardicas,
sendo que as artérias coronarias foram bem visibilizadas.

Os resultados observados em algumas séries clinicas com o uso do PTFE
foram similares: o enxerto foi facilmente identificado e removido, ndo houve lesao
es a visibilizagao dos vasos

coronarianos, mas relatou-se problemas quanto a infecgcdo do PTFE e formagao de
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derrame pericardico (SAKAMOTO et al., 1978; HARADA et al., 1988; MINALE et al.,
1988; AMATO et al.,1989).

MILLS (1986), em estudo clinico com PTFE, evidenciou complicagcoes
como abscesso estéril e febre persistente, havendo a necessidade da remocao do
enxerto, para a resolucao do quadro.

JACOBS et al. (1996) avaliaram o comportamento da membrana de PTFE
em um grupo de pacientes com cardiopatia congénita e grandes chances de serem
reoperados. Nao houve mortalidade, mas relataram o risco de sangramento durante
a reesternotomia.

MALM et al. (1992) afirmaram que esse remendo, por ser sintético, nao
cresce com o individuo e que ha sempre o risco de infeccao tardia. LOEBE et al.
(1993), em resultados clinicos obtidos com a membrana de PTFE, chamaram a
atencao para a dificuldade na identificagcéo dos vasos coronarianos devido a intensa
reacao epicardica.

BORGERS (1995) relatou um caso de hemorragia macica apos
reesternotomia, apesar do uso da membrana do PTFE, e recomendou cautela quanto a
seu uso, ressaltando que os resultados clinicos sao insuficientes, visto que o numero de
pacientes reoperados em alguns estudos foi pequeno (HARADA et al.,1988; MINALE et
al., 1988; AMATO et al., 1989).

A fim de definir qual o substituto pericardico de melhor comportamento,
varios estudos comparativos foram feitos, apresentando resultados muito variados.

MEUS et al. (1983) avaliaram experimentalmente oito tipos diferentes de
materiais, sendo seis sintéticos e dois de pericardio bovino preservados de formas
diferentes. Evidenciou-se a superioridade do remendo de origem animal, o qual nao
desencadeou reacao epicardica e permitiu a visibilizagdo das estruturas que recobria.

Em estudos em caes, os remendos sintéticos causaram maior reagao
inflamatoria, quando comparados com os biolégicos (LU et al., 1998).

LAHTINEN et al. (1998), apés estudo clinico comparativo entre membrana de
PTFE e malha biolégica de acido poliglicolico (PGA), demostraram algumas vantagens
da membrana de PGA: menor custo, o material € reabsorvido nao deixando corpo
estranho no mediastino, mas houve maior indice de infecgao, independentemente do

tima A memhrann nllanAn ~are
LU Ud rnciinividiia, yuaiidg



8

HEYDORN, FERRARIS e BERRY (1988) realizaram pesquisa com varios
cirurgides norte-americanos, relatando a existéncia de cerca de 4.000 pacientes
vivendo com algum tipo de substituto pericardico, sendo que apenas 1% foi
reoperado. Apesar do numero pequeno de reintervencoes, houve alto indice de
insatisfacdo com os materiais utilizados, especialmente com o silicone e os
remendos de origem animal. Quanto a membrana de PTFE, sugeriu-se cautela,
melhor documentagdo e acompanhamento clinico mais prolongado, a fim de

comprovar sua real eficacia como substituto pericardico.

3.2 SUBMUCOSA DO INTESTINO DELGADO

A SID é composta por trés camadas: camada compacta da tunica mucosa,
muscular da mucosa e submucosa. Seu preparo € feito a partir de um segmento de
intestino delgado (jejuno). Retiram-se as camadas serosa e muscular por raspagem
em sentido longitudinal, com |amina de bisturi, posicionada em sentido transversal.
Em seguida, é feita a inversdo desse segmento intestinal, de modo que a mucosa
figue voltada externamente e é feita a remocao dessa camada com a mesma técnica
(BADYLAK et al., 1988). Ao final, obtém-se um tecido esbranquicado e translucido,
com aproximadamente 0,1mm de espessura.

A SID é uma matriz extracelular, composta basicamente por colageno. Tem
como caracteristicas: tromborresisténcia (face interna — camada compacta)
(BADYLAK, 1993), é biodegradavel (BADYLAK et al., 1998; HILES et al., 1995), nao
imunogénica (KROPP, 1998; YANNAS, 1988; DEJARDIN, ARNOCZKY e CLARKE,
1999), resistente a infeccao (BADYLAK et al., 1994) e contém fatores que favorecem
a migracao e o crescimento celular (METZGER et al.,, 1996; BADYLAK, 1996;
HODDE et al., 1996; SUTHERLAND et al., 1996; VOYTIK-HARBIN et al., 1997).

Varios estudos experimentais demonstraram que esse biomaterial é capaz
de induzir proliferacao do tecido hospedeiro, remodelando e regenerando tecidos, in
vivo, incluindo: vasos sanguineos (MATSUMOTO et al., 1965; MATSUMOTO et al.,,
1966; EGUSA, 1968; FRASER et al., 1968; LAWLER, FOSTER e SCOTT, 1971,
DAGAN et al., 1983; MIYATA et al., 1983; BADYLAK et al., 1989; LANTZ et al., 1990;
SANDUSKI et al., 1992; LANTZ et al., 1992; HERBERT et al., 1993; LANTZ et al.,
1993; BADYLAK et al., 1994; PREVEL et al., 1994; SANDUSKI, LANTZ e BADYLAK,
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1995; HILES et al., 1995; ROBOTIN-JOHNSON et al., 1998), trato urinario (KNAPP et
al., 1994; KROPP et al., 1995; KROPP et al., 1996; KROPP, 1998; BADYLAK et al.,
1998; FURNESS et al., 2000; CHENG & KROPP, 2000; XIE et al., 2000; CALVANO et
al., 2000), tecido musculo esquelético (AIKEN et al., 1994; BADYLAK et al., 1995;
HODDE, BADYLAK e SHELBOURNE, 1997; SUCKOW et al., 1999; DEJARDIN,
ARNOCZKY e CLARKE, 1999), parede abdominal e pele (PREVEL et al., 1995;
CLARKE et al., 1996). Foi utilizado como substituto de duramater (COBB et al., 1996)
e para reconstrucao de cornea e esclera (LEWIN, 1999).

ApoOs seu implante, observa-se infiltracao celular e rapida neovascularizacao
(BADYLAK et al.,, 1989; LANTZ et al., 1990; SANDUSKY et al., 1992; LANTZ et al.,
1992; BADYLAK et al., 1995; VOIYTIK-HARBIN et al., 1997). Ha remodelagdo em
tecido com estruturas e propriedades funcionais semelhantes e especificas ao local de
implantacao (BADYLAK, 1993).

Nao foram encontrados na literatura relatos da aplicacao da SID como
substituto pericardico. Entretanto, por apresentar caracteristicas que favorecem a

remodelacao tissular (BADYLAK, 1993), foi o material de escolha para este estudo.



4 MATERIAL E METODO

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Cirurgia Experimental da
Disciplina de Técnica Operatoria e Cirurgia Experimental da Pontificia Universidade
Catdlica do Parana (PUC-PR) e no Laboratério de Patologia da Santa Casa de
Misericordia de Curitiba.

Foram aplicadas as Normas de Apresentacao de Trabalhos da Universidade
Federal do Parana (2000) e a Nomina Anatomica Veterinaria (1983). Respeitaram-se os
principios éticos na experimentacao animal segundo o preconizado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (PEREIRA, SILVA e ROMEIRO, 1998).

41 MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 25 caes mesticos (Canis familiaris), de ambos os sexos,
com peso médio de 15,8+3,8 kg (min= 9,5, max= 20,5 kg), clinicamente sadios e
provenientes do Canil Municipal de Curitiba. Todos foram mantidos em observacao
pré-operatéria, por um periodo minimo de sete dias anteriores ao inicio do estudo.
Cinco animais serviram como doadores da Submucosa do Intestino Delgado (SID).
Os 20 animais restantes (Anexo 1), foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos:
¢ Grupo SID (n=10) - submetidos a implante de SID como substituto
pericardico;
e Grupo PB (n=10) - submetidos a implante de pericardio bovino
(Cardioprotese®) como substituto pericardico.
Cada grupo, por sua vez, foi dividido em dois subgrupos de cinco animais
cada, de acordo com o tempo de observacao pos-operatéria por ocasiao do
sacrificio (7 e 30 dias) (tabela 1).

TABELA 1 - DISTRIBUICAO DE GRUPOS E SUBGRUPOS

GRUPOS PROCEDIMENTO \ TEMPO DE OBSERVAGAO
Grupo SID7 n=5 7 dias
Grupo SID30 n=>5 30 dias

SID n=10 Implante de SID

Grupo PB7 n=

1)

7 dias
PB n=10 Implante de Pericardio Bovino

~ nras = ~m
Qlupu ropav n=2 AU dids




4.2 PREPARO PRE-OPERATORIO

Apos sua admissdo no canil do biotério da PUC-PR, os caes receberam
vacina anti-rabica (Instituto Tecnolégico do Parana - TECPAR) e contra cinomose,
hepatite, leptospirose, parainfluenza, parvovirose (Polyvac-6®, Lema). Os animais
receberam racado balanceada para a espécie (Nuvita® adulto para caes, Nuvital) e, apos
exame clinico veterinario, foram tratados para ectoparasitoses (banho com Assuntol
P&®, Bayer) e verminose com 800 mg de Mebendazol (200 mg/dia, Panfugam®, Byk).
O jejum foi iniciado 12 horas antes da intervencao cirurgica. Uma hora antes da
operacao, foi realizada tricotomia e limpeza mecéanica do hemitorax esquerdo e dos
membros anteriores, esta ultima, a fim de facilitar o acesso venoso. Trinta minutos
antes da intervencgao, foi administrada medicacao pré-anestésica: sulfato de atropina

na dose de 0,05 mg/kg e clorpromazina na dose de 0,5 mg/kg, por via intramuscular.

4.3 ANESTESIA

O animal foi colocado em decubito dorsal na mesa operatoria. A anestesia
induzida com solucdo de tiobarbiturato (1-metil-butil) etil-sédico endovenoso
(Thionembutak®, Abbot) na dose de 15 a 30 mg/kg de peso corpéreo, por via venosa.
Na seguéncia foi realizada a entubacdo orotraqueal, e a ventilacado mantida por
ventilador ciclado a pressao, com ar ambiente e oxigénio (Takaoka 600®, Takaoka). A
manutencao anestésica foi realizada com citrato de fentanila (Fentanil®, Cristalia) na
dose de 10 » g/kg de peso por via venosa, e a manuten¢ao do acesso venoso feita com
administragao de solugao de glicose a 5% em solugcao de cloreto de sodio a 0,9%
(Darrow®), na dose de 20ml/kg/hr.

4.4 OBTENGAO DA SUBMUCOSA DO INTESTINO DELGADO

Cinco caes serviram como doadores de intestino delgado para subsequente
preparo da SID.

Esses animais foram submetidos a anestesia venosa e laparotomia
mediana xifopubica. Apos a inspecao da cavidade peritoneal, o intestino delgado foi
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Em seguida, os animais foram sacrificados por inje¢cdo venosa de solugdo de
tiobarbiturico (1metil-butil) etil-sédico (Thionembutal®, Abbot), na dose de 15 a 30
mg/kg de peso corporeo e inje¢do de 10 ml de cloreto de potassio a 19,1% (Aster®).

Dessa forma, foram obtidos os cinco primeiros enxertos de SID. Os cinco
restantes foram obtidos quando do sacrificio de caes do Grupo PB, utilizando-se a

mesma técnica operatéria.

4.5 PREPARO DA SUBMUCOSA DO INTESTINO DELGADO

Uma vez obtido o segmento de jejuno, o mesentério foi removido e
procedeu-se a remoc¢ao das camadas serosa e muscular através de processo de
raspagem em sentido longitudinal com Iamina de bisturi n° 22, posicionada em
sentido transversal, sob inclinagao de 30° (figura 2). Em seguida, procedeu-se a
inversdo do segmento intestinal, de modo que a mucosa foi voltada externamente e
feita a remogao dessa camada com a mesma técnica. Desse modo, obteve-se uma
membrana esbranquigada e translicida. Esse material foi recortado em forma
retangular, medindo 3,0 por 2,5 cm, sendo a maior dimensao no sentido longitudinal

do intestino (figura 3).



FIGURA 2 - PREPARO DA SUBMUCOSA DO INTESTINO DELGADO
_ (FACE EXTERNA)

FIGURA 3 - RECORTE DA SUBMUCOSA DO INTESTINO DELGADO

A SID foi entdo embebida em solugdo antibiotica de sulfato de neomicina a
10% (O Formulario®), onde permaneceu por 30 minutos, sendo imediatamente

implantada.

46 PERICARDIO BOVINO

Os remendos de pericardio bovino (Cardioprotese®) foram fixados em

glutaraldeido 0,5% e preservados em formol 4%. Esses enxertos foram fornecidos
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nas dimensodes de 5,0 por 5,0 cm e recortados na dimenséao de 3,0 por 2,5 cm (figura
4). Antes do implante, foram imersos em trés banhos de 1.000 ml de solugcédo de
cloreto de sodio a 0,9% (Darrow®) por um periodo de trés minutos cada, para

reduzir a concentragao de aldeidos residuais.

FIGURA 4 - PERICARDIO BOVINO

4.7 OPERACAO

Todos os procedimentos foram realizados pela mesma equipe, constituida
de um cirurgido, dois auxiliares e um anestesiologista.

Os animais foram posicionados na mesa cirurgica em decubito lateral
direito. A anti-sepsia da regiao operatoéria foi feita com uma solugdo de tintura de
polivinilpirrolidona-iodo (Povidine®, Darrow). O campo operatoério foi delimitado com

campos cirurgicos estéreis, autoclavados.

4.7.1 Grupo da Submucosa do Intestino Delgado

Foi realizada toracotomia esquerda, ao nivel do quarto espaco intercostal,
o pulmao foi afastado para possibilitar a visibilizagdo do saco pericardico. Em
seguida, foi criado um defeito no saco pericardico pela ressec¢cdo de um segmento
de 3,0 por 2,5 cm, paralelo e anterior ao nervo frénico. Nesse lugar foi implantado o

remendo de SID, fixado por 10 pontos simples de fio de polipropileno monofilamentar



4-0 (Prolene®, Ethicon) (figura 5).

FIGURA 5 — IMPLANTE DA SUBMUCOSA DO INTESTINO DELGADO
CAON° 1

Ao final do procedimento, foi realizada revisdo de hemostasia e o térax
fechado por planos utilizando-se fios de poligalactina 1 (Vicryl®, Ethicon) para
aproximagdo das costelas e fechamento das camadas muscular e subcutanea.
Antes do fechamento da toracotomia, uma sonda naso-gastrica n° 16 (Embramed®)
foi deixada na cavidade pleural e conectada a um sistema de vacuo, sendo retirada
ao final do procedimento. A pele foi suturada através de pontos separados de fio de

nylon 3-0 monofilamentar (Mononylon®, Ethicon).

4.7.2 Grupo do Pericardio do Bovino

Foram implantados remendos de pericardio bovino (Cardioprotese®)

utilizando-se a mesma tecnica descrita para os animais do Grupo SID (figura 6).



FIGURA 6 - IMPLANTE DO PERICARDIO BOVINO. CAO N° 12

48 OBSERVACAO POS-OPERATORIA

Apods o ato cirurgico, os caes foram identificados com coleiras numeradas e
mantidos em observacao no biotério até o sacrificio. A antibioticoterapia profilatica foi
feita com 2 g de cefoxitina sddica venosa (Mefoxin®, Merck, Sharpe&Dome), em
duas doses diarias, por cinco dias.

Os animais de ambos os grupos foram sacrificados com 7 ou 30 dias para

retirada da peca cirurgica.

49 ANALISE MORFOLOGICA

Os animais foram submetidos a anestesia endovenosa e toracotomia
mediana transesternal. Apds a analise visual dos substitutos pericardicos implantados,
os animais foram sacrificados por injecao venosa de solugao de tiobarbiturico (1metil-
butil) etil-sédico (Thionembutal®, Abbot), na dose de 15 a 30 mg/kg de peso corporeo

e injecao de cloreto de potassio a 19,1% (Aster®).

491 Analise Macroscopica

O exame macioscopico compreendeu a analise visual do impiante,

levando-se em consideracdo a presenca e a qualidade das aderéncias entre a
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superficie do substituto pericardico com o coragao, a facilidade de identificagao da
anatomia coronariana, presenc¢a de infeccao, calcificacdo e retragdao do tecido
implantado. Para a quantificagao da retragcao, levaram-se em conta as dimensodes
antes e depois do implante do enxerto. As aderéncias foram classificadas e

graduadas de acordo com a sua gravidade (tabela 2).

TABELA 2 - SISTEMA DE GRADUAGAO DAS ADERENCIAS

GRADUACAO CLASSIFICACAO

0 Sem aderéncias

1 Aderéncias leves, leve dissecg¢do para sua liberagao

2 Aderéncias moderadas, sendo necessario disseccdo enérgica para sua liberagao
3 Aderéncias intensas, sendo necessario o uso de tesoura para sua liberagéo

A peca cirurgica foi entdo retirada e encaminhada para a analise

microscopica (figura 7).

FIGURA 7 - PEGA CIRURGICA QUE FOI ENCAMINHADA PARA A
ANALISE MICROSCOPICA. CAO N° 12

4.9.2 Analise Microscopica

Uma vez feita a analise macroscopica, a pecga cirurgica foi retirada, fixada
em solucao de formalina a 10% e encaminhada para analise microscopica.
Os exames histologicos foram realizados por um mesmo observador, sem o

conhecimento prévio do grupo ao qual pertencia o espécime examinado.
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A preparagao do material histologico seguiu os métodos de histotécnica
recomendados pelo Laboratério de Patologia da Santa Casa de Curitiba. Apds
fixacdo em solugdo de formalina tamponada a 10%, o material da amostra foi
desidratado pelo alcool etilico, em concentracdes progressivas de 70% a 100%,
diafanizado em xilol-impregnacao por parafina a 60°C e constituigcdo do bloco.

Realizaram-se cortes de dois a quatro micréometros de espessura, corados
com hematoxilina-eosina (H&E), picrosirius e coloragdo especifica para fibras
elasticas. Utilizou-se microscopio tetraocular (American Optical) para a analise
histolégica. Os cortes histologicos corados com picrosirius, para a analise da
densitometria do colageno, foram realizados em microscopia éptica, com aumento
de 400 X, utilizando fonte de luz polarizada. As imagens foram captadas por uma
camara Sony® CCD 101 e transmitidas a um microcomputador Pentium-1I®, onde

foram interpretadas através do programa Optimas® 6.2 (figura 8).

FIGURA 8 - MICROSCOPIO CONECTADO AO COMPUTADOR PARA
LEITURA DA DENSITOMETRIA DO COLAGENO

Para a analise dos achados histopatolégicos (Anexo 1), utilizou-se o
seguinte protocolo:
1) Mesotélio - O mesotelio foi analisado e considerado presente ou ausente.

Estando presente e continuo foi considerado total. Havendo até duas

areas

(=1

e descontinuidade mesotelial foi considerado focal e a presenca de

o< i =1 ! g, ' iR LT

mais de trés areas de descontinuidade foi denominada multifocal:
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Fibras Elasticas - foi considerada presente ou ausente. Em casos onde
havia diminuicdo aparente de seu numero, foi considerada perda
parcial;

Densitometria do Colageno - As fibras colagenas mais espessas e
fortemente birrefringentes apresentam coloragao vermelho-alaranjada
(colageno |), e as fibras mais finas e dispersas, fracamente birrefringentes,
apresentam coloragdo esverdeada (colageno Ill) (JUNQUEIRA,
COSSERMELLI e BRENTANI, 1978). Com base na densidade optica dos
pontos de resolugdo (pixels) que formam as imagens, procedeu-se a
calibracao do sistema, selecionado-se o valor-limite que fornecesse a
melhor resolucdo dentro da area de interesse. Todas as laminas foram
analisadas sob as mesmas condi¢cdes de regulagem, dentro dos padroes
exigidos pelo referido programa. Calcularam-se as porcentagens ocupadas
pelas fibras avermelhadas (colageno | - maduro) e esverdeadas (colageno
Il - imaturo). Considerou-se que a porcentagem de area ocupada por
essas fibras era proporcional a quantidade de cada um delas, presentes
nos cortes histologicos. O somatério dos valores das areas verdes e
vermelhas foi considerado o valor de colageno total;

Reacao Inflamatdria - Quando presente foi classificada em aguda ou
crénica. A reacao cronica foi subdividida em inespecifica ou granulomatosa.
A intensidade foi graduada em discreta, moderada ou acentuada;

Fibrose - foi considerada presente ou ausente. Se presente foi
considerada a sua localizacao;

Proliferacao Vascular - foi considerada presente ou ausente. Se

presente, foi identificado o seu tipo como interna ou externa.

4.10 METODOLOGIA ESTATISTICA

Recorreu-se a analise descritiva dos dados por meio de tabelas, quadros e

graficos. Para a comprovacao dos objetivos levantados no estudo utilizou-se a Analise de

Correlacao, através do coeficiente de correlacdo de “Pearson”, os testes parameétricos “t

de Student”

e os nao-paramétricos “Comparacgao entre duas proporgoes”, “Exato de

Fisher” e “Qui-Quadrado com corre¢ao de Yates”.

O nivel de significancia minimo adotado foi de 5%.



5 RESULTADOS

Nao houve 6bito durante o procedimento cirtrgico, tampouco no periodo

pos-operatério.

5.1 ANALISE MACROSCOPICA

Nao ocorreu deiscéncia da sutura, calcificagao ou infecgdo dos remendos.

Notou-se a presenca de discreta reacao fibrética na face externa dos
remendos, em contato com o pulmao, sem diferenca entre os grupos (Anexo 2,
quadros 5, 7 e 8).

Houve dois casos de aderéncias Grau | (leve) no grupo da SID (figura 9),
um em 7 e o outro em 30 dias, enquanto no grupo do PB nao se evidenciou nenhum

caso de aderéncia (p=0,2368).

FIGURA 9 - PRESENGA DE ADERENCIAS LEVES DA SUBMUCOSA
DO INTESTINO DELGADO COM EPICARDIO, 30 DIAS
APOS O IMPLANTE. CAON° 7

e A

Os vasos coronarianos sempre foram  bem identificados,
independentemente do tipo de material empregado (figura 10 e Anexo 2, quadros 5,
7e8).



FIGURA 10 - VASOS CORONARIANOS BEM IDENTIFICADOS NO
GRUPO PERICARDIO BOVINO, 30 DIAS APOS O
IMPLANTE. CAQ N° 11

\ - ™ %.‘ -

Nao se observou retracdo nos remendos de PB, que apresentaram medidas
de 3,0 por 2,5 cm (area de 7,5 cm?) tanto no pré como no pés-operatério de 7 e 30 dias.

Os remendos de SID implantados mediam 3,0 por 2,5 cm (area de 7.5
cm?). Apresentaram retragdo no periodo de sete dias ap6s implante, com area de
4 9+0,8 cm? O mesmo foi notado com 30 dias, apresentando area de 4,6+0,4 cm?.

Na comparacgao entre os grupos de estudo, em relagao aos achados pos-
implante, evidenciou-se uma retragdo maior no grupo da SID (p<0,0001) (figura 11,

grafico 1 e Anexo 2, quadros 6 e 10).



FIGURA 11 - AFERICAQO DA RETRACAO DA SUBMUCOSA DO
INTESTINO DELGADO SETE DIAS APOS O
IMPLANTE. O MOLDE APRESENTA DIMENSAO DE
3,0x25cm CAON®5

MOLDE
30 x25¢cm >

GRAFICO 1- DIMENSAO DE AREA DO SUBSTITUTO
PERICARDICO POS-IMPLANTE NOS
GRUPOS ESTUDADOS

mPeé DOPos

80
6,0

40

VALORES
(cm?)

2,0

0,0

SID PB

FONTE: Anexo 2, quadros 6 e 10

A inspecdo macroscopica, a SID (figura 12) apresentou aspecto de

incorporacao tissular (figura 13).



grupos.

FIGURA 12 — ASPECTO DA SUBMUCOSA DO INTESTINO DELGADO
COM 30 DIAS APOS O IMPLANTE. CAO N° 6

FIGURA 13 - ASPECTO DO PERICARDIO BOVINO COM 30 DIAS
APOS O IMPLANTE. CAO N° 11

Nao se observou infecgdo ou calcificagdo macroscopica em ambos os



5.2 ANALISE MICROSCOPICA

52.1 Analise das Células Mesoteliais

No grupo do PB, as celulas mesoteliais ja se encontravam presentes no
pré-implante e permaneceram nos periodos de 7 e 30 dias pés-implante (tabela 3 e

grafico 2).

TABELA 3 — CELULAS MESOTELIAIS NO PERICARDIO BOVINO

PRE 7 DIAS 30 DIAS
MESOTELIO
N° % N° % N° %
Ausente - - - - - -
Presente 10 100,0 05 100,0 05 100,0
e Multifocal - - 01 20,0 04 80,0
e Total 10 - 04 80,0 01 20,0
TOTAL 10 100,0 05 100,0 05 100.0

GRAFICO 2 - CELULAS MESOTELIAIS NO PERICARDIO BOVINO

@ Ausente [JPresente
100,0 100,0 100,0
100,0
80,0
60,0
%

40,0

20.0 0.0 00 00
00

Fré Fos_7d Pés_30d

FONTE: Tabela 3

Na SID pré-implante, as células mesoteliais eram inexistentes (figura 14),
ocorrendo mesotelizacdo multifocal ou total em todos os enxertos tanto no periodo

de 7 quanto no de 30 dias pos-implante (figura 15, tabela 4 e grafico 3).



FIGURA 14 -FOTOMICROGRAFIA DA SUBMUCOSA DO INTESTINO
DELGADO PRE-IMPLANTE. (H&E 100x)

\ " . b \ {1' 1’ ; f 7\‘

ARSI R0

Y T e *.. A RN |
FIGURA 15 - FOTOMICROGRAFIA MOSTRANDO MESOTELIO TOTAL

NA SUBMUCOSA DO INTESTINO DELGADO, 30 DIAS
APOS O IMPLANTE (H&E 400x). CAO N° 7

TABELA 4 — CELULAS MESOTELIAIS NA SUBMUCOSA DO INTESTINO DELGADO

PRE 7 DIAS 30 DIAS
MESOTELIO
N° % N | % N %
Ausente 10 1000 - - - -
Presente - - 05 100,0 05 100,0
+« Multifocal - - 01 20,0 04 80,0
s Total - - 04 80,0 01 20,0
TOTAL 10 100,0 05 1000 05 100.0
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GRAFICO 3 - CELULAS MESOTELIAIS NA SUBMUCOSA DO
INTESTINO DELGADO

@ Ausente O Presente

Pré Pos_7d P6s_30d

FONTE: Tabela 4

5.2.2 Analise das Fibras Elasticas

Nos locais de sutura (jungdo com o pericardio canino), ocorreu diminuigao
do numero de fibras elasticas em ambos os grupos. Nas demais areas, tanto na SID

quanto no PB, mantiveram-se presentes (figura 16 e Anexo 2, quadros 5, 7 e 8).

FIGURA 16 - FOTOMICROGRAFIA MOSTRANDO FIBRAS
ELASTICAS NA SUBMUCOSA DO INTESTINO
DELGADO COM SETE DIAS APOS O IMPLANTE
(WEIGERT 40X). CAO N° 4

5.2.3 Analise da Densitometria do Colageno

A SID (figura 17) demonstrou uma correlacao regular entre o 7.° e 30.° dia

(r=0,5730) e uma probabilidade limitrofe (p=0,0834) para o colageno | e para o
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colageno lll; apresentou também uma correlagao regular negativa entre oprée o 7.°
dia (r=-0,6806) (p=0,0303) (quadros 1 e 2).

FIGURA 17 - FOTOMICROGRAFIA SOB LUZ POLARIZADA
MOSTRANDO A PRESENGA PREDOMINANTE DE
COLAGENO TIPO | (VERMELHO) NA
SUBMUCOSA DO INTESTINO DELGADO PRE-
IMPLANTE. (PICROSIRIUS 400X)

QUADRO 1 - ANALISE DESCRITIVA DA DENSITOMETRIA DO COLAGENO NA
SUBMUCOSA DO INTESTINO DELGADO - AVALIAGAO PRE E POS-

IMPLANTE
DENSITOMETRIA Ne MEDIA F?:S:}g% MINIMO [ MAXIMO
AVALIAGAO PRE
« Colageno | 10 33,6 4.0 28,6 42 1
« Colageno IlI 10 18,6 43 13,8 296
AVALIAGAO POS
= Colageno |
« SID7 10 435 2.3 40,8 476
« SID30 10 31,5 28 253 349
« Colageno Ill
« SID7 10 55 0,7 45 63
» SID30 10 12,3 1,1 11,0 13,9
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QUADRO 2 - ANALISE DE CORRELAGAO DE PEARSON APLICADO NA
DENSITOMETRIA DO COLAGENO NA SUBMUCOSA DO
INTESTINO DELGADO

T — RESULTADO DO VALOR SIGNIFI-
TESTE TABELADO | CANCIA

COLAGENO |

e Préx7°Dia r = - 0,6806 p = 0,0303 s

s Pré x30° Dia r=0,3016 p = 0,3971 NS

e 7°Dia x 30° Dia r=-0,1765 p = 0,6257 NS
COLAGENO 1|

» Préx7¢Dia r=0,3562 p=0,3123 NS

e Pré x 30° Dia r=0,1769 p = 0,6248 NS

» 79 Dia x 30° Dia r=0,5730 p = 0,0834 NS

O PB nao apresentou diferenca significativa no coldgeno | e no colageno
I

|. Apenas foi encontrada baixa correlacéo entre os dados (quadros 3 e 4).

QUADRO 3 - ANALISE DESCRITIVA DA DENSITOMETRIA DO COLAGENO NO
PERICARDIO BOVINO - AVALIAGAO PRE E POS-IMPLANTE

. . DESVIO .
DENSITOMETRIA N MEDIA | o\ DRAo | MINIMO MAXIMO
AVALIACAO PRE
« Colagenol 10 46,5 4.8 38,2 526
« Colageno Il 10 57 0,6 50 6,3
AVALIACAO POS
« PB7 10 32,3 2.6 28,9 35,8
« PB30 10 37,1 4,5 30,6 43,8
 Colageno lll
e« PB7 10 11,7 2,0 9.4 14,5
= PB30 10 12,9 1,5 10,3 14,5

QUADRO 4 - ANALISE DE CORRELACAQ DE PEARSON APLICADA NA
DENSITOMETRIA DO COLAGENO NO PERICARDIO BOVINO

DENSITOMETRIA RESULTADO VALOR SIGNIFI-
DO TESTE TABELADO CANCIA

COLAGENO |

« Préx7°Dia r=-0,2972 p =0,4044 NS

e Pré x30°Dia r=0,1744 p = 0,6298 NS

« 7°Dia x 30° Dia r=0,1285 p=0,7234 NS
COLAGENO Il

« Préy72Dia r=02232 p = 0.5354 NS

e Pré x 302 Dia r=0,3566 p=0,3119 NS

e 72 Dia x 30?2 Dia r=-0,0729 p=0,8414 NS
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5.2.4 Analise do Infiltrado Inflamatério

A reacao inflamatoéria aguda esteve presente em ambos os grupos (Anexo
2, quadros 7, 8 e 10). Concomitantemente, evidenciou-se a presen¢a de reacao
inflamatéria crénica inespecifica e granulomatosa (figura 18), sendo que nao houve

diferenca significativa entre estas (p=0,7090).

FIGURA 18 — FOTOMICROGRAFIA MOSTRANDO REACAO INFLAMATORIA
CRONICA GRANULOMATOSA COM PRESENCA DE
MACROFAGOS  GIGANTES  MULTINUCLEADOS  NA
SUBMUCOSA DO INTESTINO DELGADO COM 30 DIAS
APOS O IMPLANTE (H&E 400X). CAO N° 8

'i' - 1 A

"
| - ” - conve N
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No grupo do PB, a reagdo inflamatéria dos tipos discreta e moderada
esteve presente em 75% dos casos. A reacao inflamatéria do tipo acentuada foi mais
frequente no grupo da SID (p=0,004)(figura 19).

No cao numero oito (SID com sete dias de implante), observou-se a presenca
de microabcesso.

No grupo da SID7, todos os remendos apresentaram depésito de fibrina

sobre a camada mesotelial.
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FIGURA 19 — FOTOMICROGRAFIA MOSTRANDO PRESENGA DE
REACAO INFLAMATORIA ACENTUADA, AGUDA E
CRONICA DA SUBMUCOSA DO INTESTINO
DELGADO COM 7 DIAS APOS O IMPLANTE
(H&E 40X). CAO N° 2

5.2.5 Analise da Fibrose

A fibrose estava presente, em todos os grupos, nos locais de sutura

(juncado com o pericardio normal) e na face do remendos em contato com o pulmao,
onde houve a formagéo de aderéncias.

5.2.6 Analise da Neovascularizacao

No grupo do PB, ndo se evidenciou presenga de vascularizagdo no pre-
implante. Nos achados poés-implante, evidenciou-se a presen¢a de neovascularizagao

tipo externa, ao redor do remendo, em todos os casos (figura 20, tabela 5 e grafico 4).
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FIGURA 20 — FOTOMICROGRAFIA MOSTRANDO PROCESSO DE
NEOVASCULARIZAGAO DO TIPO EXTERNA DO
PERICARDIO BOVINO COM 30 DIAS APOS O
IMPLANTE (H&E 40X). CAO N° 12

TABELA 5 — NEOVASCULARIZAGAQ NO PERICARDIO BOVINO

NEOVASCULARIZACAQ PRE 7 DIAS 30 DIAS

N[ % [N % [ N ] %

Ausente 10 1000 - - - -
Presente - - 05 1000 05 1000
e Externa - - 05 1000 05 1000
TOTAL 10 1000 05 100.0 05 1000

GRAFICO 4 - NEOVASCULARIZAGAO EXTERNA NO PERICARDIO BOVINO

100,0 100,0

1000
80,0
60,0

%
40,0

200

0.0

Pré Pos_7d Pos_30d

FONTE: Tabela 5

No grupo da SID, evidenciou-se a presencga de raros capilares dentro do
tecido submucoso no pré-implante. Nos achados pés implante, evidenciou-se
importante neovascularizacdo do tipo interna, invadindo a camada submucosa

(figura 21, tabela 6 e grafico 5).



FIGURA 21 - FOTOMICROGRAFIA MOSTRANDO PROCESSO DE
NEOVASCULARIZAGAO DO TIPO INTERNA DA
SUBMUCOSA DO INTESTINO DELGADO COM SETE
DIAS APOS O IMPLANTE (H&E 40X). CAO N° 2

TABELA 6 - NEOVASCULARIZACAO NA SUBMUCOSA DO
INTESTINO DELGADO

PRE 7 DIAS 30 DIAS

NEOVASCULARIZACAO Nl % (N % N | %

Ausente 10 100,0 - - - -
Presente - - 05 1000 05 100,0
e Interna - - 05 1000 05 1000
TOTAL 10 1000 05 1000 05 1000

GRAFICO 5 - NEOVASCULARIZAGAQ INTERNA NA SUBMUCOSA DO
INTESTINO DELGADO

100,0 100.0

100,0
80,0
60,0

%
400

200

00

Pré Pos_7d Pos_30d

FONTE: Tabela 6

Comparando os grupos PB versus SID, evidenciou-se nitida diferenca

quadro 10).
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6 DISCUSSAO

A possibilidade de laceracao do ventriculo direito durante a reesternotomia
e a dificuldade de identificacao correta das estruturas cardiacas, com perigo de
lesoes acidentais, sao algumas das razoes do aumento do risco das reoperagoes.

Reoperacbes em cirurgia cardiaca ocorrem em numero significativo na
casuistica cirurgica em muitos servicos (GABBAY, 1990). Preocupacao quanto a
seguranca e risco desses procedimentos tem sido freqUentemente manifestada
(ENGLISH & MILSTEIN, 1978).

O mecanismo de formacéao de aderéncias tem sido atribuido a presenca de
sangue e a lesdo do mesotélio, a qual levaria a diminuicao do poder fibrinolitico do
pericardio (CLIFF, GROBETY e RYAN, 1973; ROBINSON et al., 1984).

O uso de substancias como o dextran ou a metilprednisolona em altas
doses, em estudos experimentais, parece diminuir as aderéncias, fato ainda nao
comprovado na pratica clinica (VANDER SALM et al., 1986).

O fechamento do pericardio € recomendavel, mas nem sempre possivel
(CUNNINGHAM et al.,, 1975; NKERE et al., 1994). Conforme descrito na revisao de
literatura, varios materiais foram testados para substituir o pericardio. O bom
comportamento experimental desses materiais nem sempre foi reproduzido
clinicamente (HEYDORN, FERRARIS E BERRY, 1988).

Em cirurgia cardiaca, a manipulagao durante o procedimento operatorio e o
uso da circulacdo extracorporea afetam a atividade do ativador do plasminogénio,
alterando a capacidade fibrinolitica do pericardio. (PORTER, BALL e SILVER, 1971;
GERVIN et al.,, 1975; NKERE et al., 1994). Possivelmente, as séries experimentais
apresentaram resultados tao divergentes das observagoes clinicas, por ndao terem
usado a circulacao extracorporea e nem incluido manipulagéo importante do coracgao.

Por nao existir um substituto pericardico ideal, que apresente todas as
caracteristicas definidas por GABBAY (1990), julgou-se que seria util o estudo da
SID com essa finalidade.

A SID possui uma serie de aspectos que favorecem a remodelacgao, isto €, a
migracao e o crescimento celular. Esse processo, atualmente, é apenas parcialmente
entendido. Acredita-se que a fibronectina promova a remodelagao, atraindo e retendc

a
as ceélulas do hospedeiro, e também modulando a atividade do fator de crescimento.
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Substancias encontradas na SID sédo as glicosaminoglicanas (heparina) e fatores de
crescimento angiogénicos (METZGER et al., 1996, BADYLAK, 1996, HODDE et al.,
1996; SUTHERLAND et al., 1996; VOYTIK-HARBIN et al., 1997; HODDE, BADYLAK e
SHELBOURNE, 1997; MCPHERSON & BADYLAK, 1998).

Para uma boa funcao do pericardio, € necessario que as celulas mesoteliais
estejam presentes e funcionantes. O ideal seria que o tecido implantado se regenerasse
e apresentasse propriedades funcionais semelhantes as do pericardio nativo.

Houve formacao de uma camada mesotelial em todos os implantes de SID.
Acredita-se que houve migracao celular do pericardio adjacente, visto que a SID é
desprovida de células mesoteliais.

Quanto ao PB, as células mesoteliais estavam presentes no pré-implante e
se mantiveram. E valido notar que essas células sdo mortas, ndao possuem funcéo,
pois foram fixadas quando do seu preparo.

No presente estudo, ndo se notou diferenga significativa entre os dois
grupos quanto a formacao de aderéncias. Em dois casos do grupo da SID, houve
formacao de aderéncias leves, facilmente rompidas com leve tragcao do pericardio.
No grupo do PB, ndo houve formacado de aderéncias, fato ja comprovado na
literatura nacional por PIRES et al. (1997). Os resultados deste estudo estao de
acordo com os encontrados na literatura. Possivelmente isto se deva a nao
manipulacao direta do coracao ou a pequena quantidade de sangue que entrou em
contato com o saco pericardico (GALLO et al., 1978; MEUS et al., 1983).

O substituto pericardico ideal nao deve retrair, pois, assim ocorrendo, comprime
o coragao ou estruturas extracardiacas, podendo levar a graves consequéncias.
Demonstrou-se ter havido retragcdo significativa da SID. Possivelmente este processo
tenha ocorrido por ser a SID extremamente elastica e, sendo implantada num defeito
pericardico, nao experimentou nenhuma resisténcia a sua retragao. O aspecto visual do
remendo da SID parece indicar que houve invasao do tecido pericardico sobre o remendo
(figura 13). Especulou-se que o processo de retracao faca parte da remodelacao tissular.

Foi percebido importante processo inflamatdrio, agudo e crénico, nos
implantes da SID, de grau acentuado, com presenca de poli e monomorfonucleares
em 7 e 30 dias pés-implante, o que condiz com os achados de BADYLAK et al.
1895). Alguns autores acreditam que esse tipo de reagao

celular representa um processo de cicatrizacao fibrovascular, o qual levaria entao a
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remodelacéo tissular (ADZICK et al., 1985). Esses estudos demonstraram que, apos
dois a trés meses, o processo vai diminuindo e comeca a haver deposicao de
fibroblastos e conseqgliente formacgao de colageno.

Badylak et al. (1995) demonstraram que a deposicao de colageno imaturo
(Tipo lIl), na SID implantada como substituto do tend&ao de Aquiles, comeca a ocorrer
a partir de quatro semanas e, na SID utilizada para reparo de parede abdominal,
inicia-se a partir de oito semanas (PREVEL et al., 1995).

Considerando-se esses achados, e o fato de que este estudo nao
identificou producao de colageno imaturo, acredita-se que isto se deve ao fato de
que o periodo de observacao foi relativamente curto.

Este estudo trata de uma aplicacdo inédita da SID, pois ndao foram
encontrados relatos na literatura mundial aos quais fosse possivel comparar os
dados encontrados.

No grupo da SID com sete dias apds o implante, notou-se aumento do
colageno maduro (Tipo |). Nao foi possivel correlacionar esse aumento com os
dados histologicos, visto nao ter sido evidenciada a presenca de novos fibroblastos.
Cogita-se que alguma interferéncia externa ou artefato falseou os resultados.

Para que haja remodelagao tissular, € necessaria a nutricdo das células
que povoarao a matriz extracelular, a eliminacdo dos produtos gerados por essas
células, a defesa contra agentes infecciosos e uma forma de remover os produtos da
degradacao desse material (BADYLAK et al., 1999). Todo esse processo, por sua
vez, depende da ocorréncia de neovascularizagao.

Percebeu-se intenso processo de neovascularizagdao da SID, o qual foi de
carater penetrante na submucosa, inteiramente diverso do observado no PB.

Esse tipo de neovascularizacao foi semelhante ao relatado por BADYLAK et
al. (1995), que o descreveu no interior e ao redor da SID implantada como substituto de
tenddao de Aquiles. Observacoes similares foram reportadas na SID utilizada como
substituto vascular (BADYLAK et al., 1989; LANTZ et al., 1990; SANDUSKI et al., 1992)
e substituto de menisco (STONE et al., 1992).

Com base na presenca de infiltrado inflamatorio e no tipo de
neovascularizacao presentes aos 30 dias, supde-se que o processo de remodelagao

[

venha a se comp ao mais prolongada permitiria

esclarecer em definitivo.



7 CONCLUSOES

Da analise macroscopica dos remendos de SID implantados como substituto
pericardico em caes, aos 7 e 30 dias, concluiu-se que:

As aderéncias formadas nao interferem na visibilizacdo dos vasos
coronarianos. Ha retracao dos remendos em todos os casos e incorporacao tissular,
dando a SID aspecto semelhante ao do pericardio canino.

Da analise microscoépica da SID nos mesmos periodos, concluiu-se que:

Ha mesotelizacdo dos remendos. As fibras colagenas continuam
presentes. Os remendos apresentam acentuada reacao inflamatdoria e intenso

processo de neovascularizagao.
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¢ ANEXO 1
DADOS GERAIS OBSERVADOS NOS GRUPOS EM ESTUDO



DENSITOMETRIA DO COLAGENO — ANTES DO IMPLANTE

SID PB PC

CAMPO Colageno Colageno Colageno

Lo | I | il
1 312 171 472 61 238 250
2 308 138 496 56 247 221
3 352 170 526 63 270 17
4 363 176 482 63 228 82
5 315 166 502 62 353 221
3 299 161 382 58 318 166
7 421 191 443 52 304 12,1
8 365 209 464 51 261 136
9 286 181 498 50 336 149
10 341 296 389 50 298 75
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ANEXO 2
RESULTADOS ESTATISTICOS
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QUADRO 5 - CARACTERISTICAS GERAIS DOS DADOS EM ESTUDO

GRUPO SID GRUPO PB TOTAL
DADOS (n =10) (n=10) (n = 20)
N | T N | e
SEXO
+ Macho 09 90,0 09 90,0 18 90,0
« Fémea 01 10,0 01 10,0 02 10,0
ADERENCIA SP - Coragéo
+ Presente 02 20,0 - - 02 10,0
* Ausente 08 80,0 10 100,0 18 90,0
ANATOMIA CORONARIANA
+ Visivel 10 100,0 10 100,0 20 100,0
REACAO INFLAMATORIA
« Aguda (Presente) 10 100,0 10 100,0 20 100,0
« Cronica
+ Inespecifica 02 20,0 02 20,0 04 20,0
+ Granulomatosa 08 80,0 08 80,0 16 80.0
« Tipo
+ Discreta 02 20,0 02 20,0 04 20,0
» Moderada 04 40,0 07 70,0 11 55,0
s Acentuada 04 40,0 01 10,0 05 25.0
MESOTELIO
e Tipo
« Multifocal 05 50,0 05 50,0 10 50,0
« Total 05 50,0 05 50,0 10 50,0
NEOVASCULARIZACAO
* Interna 10 100,0 - - 10 50,0
« Externa - 10 100.0 10 50,0
INFECGAO DO SP
* Ausente 10 100,0 10 100,0 20 100,0
FIBROSE
= Ausente 10 100,0 10 100,0 20 100,0
FIBRAS ELATICAS
s Presente 10 100,0 10 100,0 20 100,0

QUADRO 6 - ESTATISTICA DESCRITIVA DAS CARACTERISTICAS GERAIS DOS

DADOS EM ESTUDO

DADOS Ne MEpia | DESVIO | winimo | MAxiMO
PADRAO
PESO (kg) 20 15,8 38 95 21,0
e Grupo SID 10 16,6 4,0 11,0 21,0
« Grupo PB 10 15,0 35 95 20,0
DIMENSAO DO SP POS
+ Longitudinal (cm) 20 2,8 02 23 3,0
« Grupo SID 10 2.6 0,1 23 2.8
« Grupo PB 10 3.0 0.0 3.0 3.0
« Transversal (cm) 20 22 04 1,6 25
« Grupo SID 10 1,9 0,2 1,6 22
« Grupo PB 10 2,5 0,0 2,5 25
« Areacm’) 20 6,1 1.5 3.9 7.5
« Grupo SID 10 48 06 3,9 5.9
e Grupo PD 10 7.5 0,0 7.5 75
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QUADRO 7 - DADOS GERAIS DOS ACHADOS POS-IMPLANTE DO GRUPO DA SUBMU-
COSA INTESTINAL

GRUPO SID7 GRUPO SID30 TOTAL

DADOS (n =05) (n = 05) (n=10)
N | % N | % N [ %

SEXO
Macho 05 100,0 04 80,0 09 90,0
Fémea - - o1 20,0 01 10,0
ADERENCIA SP - Coragao
Presente 01 20,0 01 20,0 02 20,0
Ausente 04 80,0 04 80,0 08 80,0
ANATOMIA CORONARIANA
Visivel 05 100,0 05 100,0 10 100,0
REACAOQ INFLAMATORIA
Aguda (Presente) 05 100,0 05 100,0 10 100,0
Crénica
Inespecifica - # 02 40,0 02 20,0
Granulomatosa 05 100,0 03 60,0 08 80,0
Tipo
Discreta - - 02 40,0 02 20,0
Moderada 02 40,0 02 40.0 04 40,0
Acentuada 03 60,0 01 20,0 04 40,0
MESOTELIO
Tipo
Muitifocal 01 20,0 04 80,0 05 50,0
Total 04 80,0 01 20,0 05 50,0
NEOVASCULAFNZAQAO
Interna 05 100,0 05 100,0 10 100,0
INFECGAO DO SP
Ausente 05 100,0 05 100,0 10 100,0
FIBROSE
Ausente 05 100,0 05 100,0 10 100,0
FIBRAS ELASTICAS
Presente 05 100,0 05 100,0 10 100,0

e 4




QUADRO 8 - DADOS GERAIS DOS ACHADOS POS-IMPLANTE DO GRUPQ DO
PERICARDIO BOVINO

GRUPO PB30 GRUPO PB7 TOTAL
DADOS (n = 05) (n = 05) (n=10)
Ne % N | % N® %
SEXO
¢ Macho 04 80,0 05 100,0 09 90,0
+ Fémea 01 20,0 - 01 10,0
ADERENCIA SP - Coragéao
« Ausente 05 100,0 05 100,0 10 100,0
ANATOMIA CORONARIANA
e Visivel 05 100,0 05 100,0 10 100,0
REACAQO INFLAMATORIA
« Aguda (Presente) 05 100,0 05 100,0 10 100,0
¢ Cronica
+ Inespecifica - - 02 40,0 02 20,0
* Granulomatosa 05 100,0 03 60,0 08 80,0
« Tipo
+ Discreta 02 40,0 - 02 20,0
* Moderada 02 40,0 05 100,0 07 70,0
« Acentuada 01 20,0 01 10,0
MESOTELIO
+ Tipo
« Multifocal 01 20,0 04 80,0 05 50,0
« Total 04 80,0 01 20,0 05 50,0
NEOVASCULARIZAGCAO
*« Externa 05 100,0 05 100,0 10 100,0
INFECGCAO DO SP
« Ausente 05 100,0 05 100,0 10 100,0
FIBROSE
« Ausente 05 100,0 05 100,0 10 100,0
FIBRAS ELASTICAS
+ Presente 05 100,0 05 100,0 10 100,0
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QUADRO 9 - ESTATISTICA DESCRITIVA DOS ACHADOS POS-IMPLANTE DOS
GRUPOS EM ESTUDO

DENSITOMETRIA Ne MEpia | PESVIO | miniMo | MAXIMO
PADRAO
SUBMUCOSA INTESTINAL
+ Peso (kg) 10 16,6 4.0 11,0 21,0
¢ Grupo SID7 05 19,9 1.0 18,5 21,0
« Grupo SID30 05 13,2 2,8 11,0 18,0
+« Dimensao do SP Pés
+ Longitudinal (cm) 10 2,6 0,1 2.3 2.8
+ Grupo SID7 05 2,5 0,2 2,3 27
« Grupo SID30 05 2,6 0,1 2.5 2.8
+ Transversal {cm) 10 1,9 0.2 16 2,2
+ Grupo SID7 05 1,9 0,2 1.7 2.2
« Grupo SID30 05 1,8 0.2 1,6 2,0
e Area(cm?) 10 48 0.6 3.9 59
¢ Grupo SID7 05 49 0.8 3,9 59
« Grupo SID30 05 4.6 0,4 43 5.0
PERICARDIO BOVINO
« Peso (kg) 10 15,0 35 9,5 20,0
+ Grupo PB30 05 16,1 3.5 11,0 20,0
« Grupo PB7 05 14,0 3,5 9,5 18,0
+ Dimensao do SP Pos
« Longitudinal {cm) 10 3,0 0,0 30 3,0
+ Grupo PB30 05 3,0 0,0 3,0 3,0
+ Grupo PB7 05 3,0 0.0 3,0 30
e Transversal (cm) 10 25 0,0 25 2.5
« Grupo PB30 05 2,5 0,0 2,5 2,5
« Grupo PB7 05 25 0,0 2.5 25
e Area(cm?) 10 7.5 0,0 7.5 7.5
« Grupo PB30 05 0,0 7.5 7.5
« Grupo PB7 05 0,0 75 7.5

QUADRO 10 - RESULTADO DOS TESTES APLICADOS NA COMPARACAQ DOS GRUPOS
EM RELAGAO AOS ACHADOS POS-IMPLANTE

DADOS RESULTADO TESTE VALOR SIGNIFI-
DO TESTE APLICADO TABELADO | CANCIA

Sexo - Fisher p =0,7632 NS
Peso (kg) 0,952 t de Student p = 0,354 NS
Aderéncia SP - Coragao = Fisher p = 0,2368 NS
Dimensao do SP Pés - Area -14,075 t de Student p < 0,0001 s
Reacao Inflamatdria

e Crbnica - Fisher p = 0,7090 NS

* |ntensidade (Total) 2,846 Proporcao p = 0,004 S
Mesotélio - Tipo 0,20 Qui-Quadrado  p = 0,6547 NS
Neovascularizagéo 16,20 Qui-Quadrado  p = 0,00006 S
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ANEXO 3
PROTOCOLOS



PROTOCOLO DOS ACHADOS HISTOPATOLOGICOS

1 - Mesotélio
( ) Presente ( ) Focal

( ) Ausente

2 - Reacao Inflamatoria

( ) Ausente

( ) Presente ( ) Discreta
( ) Aguda

() Crénica

3 - Proliferagao Vascular

( ) Ausente

( ) Presente Localizacao:

4 - Fibras Elasticas

( ) Ausente

( ) Presente ( ) Total

5 - Fibrose

( ) Presente Localizacgao:
( ) Ausente

6 - Outros Achados

( ) Multifocal ( ) Total

( ) Moderada ( ) Acentuada

( ) Inespecifica ( ) Granulomatosa

( ) Perda Parcial
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PROTOCOLO PARA DENSITOMETRIA DO COLAGENO

Amostra:

TIPOI % TIPO Il %

10




