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RESUMO

Objetivo. Estudar o efeito hemostatico do adesivo biolégico em ferimento esplénico
de suino heparinizado, aplicado por laparoscopia. Métodos. Foram utilizados 18
animais machos distribuidos em trés grupos de seis, | (adesivo bioldgico + heparina),
Il (heparina) e lll (controle). O Grupo | foi heparinizado e teve a aplicagdo de 0,5 mL
de adesivo no ferimento esplénico, por via laparoscoépica; o Grupo Il foi heparinizado
e nao teve o ferimento tratado com adesivo € o Grupo |ll ndo foi heparinizado nem
teve o ferimento tratado com adesivo. No Tempo 0, 10 e 20 minutos da lesao, foram
anotados dados clinicos e hemodinamicos e colhidas amostras sanguineas para
exames laboratoriais. Em seguida ao Tempo 20m os animais foram sacrificados e
laparotomizados. A perda sanguinea intra-abdominal foi mensurada, a lesdo do bago
foi analisada macroscopicamente e foram colhidas amostras para estudo
microscopico das lesdes tratadas com adesivo cirurgico. Na analise estatistica
aplicaram-se os testes de Kruskal-Wallis, de Mann-Whitney, de Friedman, de
Wilcoxon e de Fisher. Resultados. O adesivo biolégico aplicado por laparoscopia foi
efetivo e eficaz em coibir o sangramento da lesdo em todos os animais do Grupo |,
mostrando significancia estatistica em relagdo ao Grupo Il, no qual o sangramento
persistiu até a eutanasia. Conclusao. O adesivo biolégico aplicado por laparoscopia

¢é eficaz para a hemostasia de ferimento esplénico em suinos heparinizados.
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ABSTRACT

Objective: To study the hemostatic effects of biological adhesive in splenic injury of
heparinized pig, applied by laparoscopy. Methods: We have used 18 males
distributed in three groups of six, group | (biological adhesive + heparin), group Il
(heparin) and group Il (control). Group | was heparinized and received the
application of 0.5 mL of adhesive in splenic injury by laparoscopic; Group Il was
heparinized and the wound was not treated with adhesive; Group Il was not
heparinized and received no adhesive treatment at wound. At time 0, 10 and 20
minutes of the injury, hemodynamic and clinical data were recorded as also blood
samples for laboratory tests were collected. At 20 minutes animals were sacrificed
and laparotomized. The intra-abdominal blood loss was measured, the splenic lesion
was macroscopically examined and samples were collected for microscopic
examination of the lesions treated with surgical adhesive. Statistical analyses were
applied using Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, Friedman, Wilcoxon and Fisher tests.
Results: The biological adhesive applied by laparoscopy was effective and efficient
to curb bleeding of lesion in all animals in Group |, showing statistical significance in
relation to Group Il in which bleeding persisted until euthanasia. Conclusion: The
biological adhesive applied by laparoscopy is effective for hemostasis of splenic

injury in heparinized pigs.
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O bago é um o6rgado parenquimatoso comumente lesado no trauma
abdominal'. As técnicas de abordagem dos ferimentos desse 6rgdo mudaram no
decorrer do tempo, em consequéncia do que se conhecia em cada época a respeito

do seu papel no organismo humano.

Desde os tempos de Aristételes (384-322 AC) o conceito vigente era o de que
o baco n&o era essencial a vida®. Baseando-se nesse principio, Fioravante em 1541
e Zaccarelli em 1549 foram os primeiros a realizar a esplenectomia®. Conforme
citado por Sherman em 19813, Kocher (1911) reforcou esse principio ao defender a
excisdo do baco lesado como a unica forma aceitavel de tratamento, declarando que

tal procedimento nao causaria nenhum efeito deletério ao paciente.

O pensamento acerca da nao importancia do baco comegou a mudar quando
Morris e Bullock, em trabalho publicado em 1919, levantaram a suspeita de que a
retirada desse 6rgdo aumentaria a suscetibilidade as infecgdes®. Dez anos mais
tarde O’Donnel publicou o primeiro caso clinico de infeccdo pds-esplenectomia’.
King e Shumacker, em 1952 ° e Huntley, em 1958 ’ apresentaram estudos
comprovando o aumento da ocorréncia de infeccdo em pacientes
esplenectomizados. Ficou assim consolidado o conceito da importancia da
preservacao do baco lesado.

Dependendo da gravidade da lesdo esplénica, varios procedimentos foram

propostos. Dentre eles pode-se citar a esplenectomia parcial®®, a esplenorrafia’®

12-14

, a

ligadura da artéria esplénica , a aplicacdo de hemostaticos tdopicos como

t®15: 0 uso dos raios infravermelhos'®, do laser de

19,20

Gelfoam®, Surgicel® ou Collas

CO,"", a embolizacido da artéria esplénica® ou o tratamento n3o operatério

Nos primérdios da Era Cirurgica, durante as operagdes realizadas, utilizavam-
se para as ligaduras vasculares e suturas os fios naturais como o algodao, a seda, o
linho e a crina de animais. Posteriormente surgiram os fios sintéticos como o acido
poliglicdlico, a poliglactina, os derivados das poliamidas (nylon), dos poliésteres

(dacron) e dos polipropilenos (prolene)21. Porém, por serem corpos estranhos, esses

" Kocher ET. Textbook of operative surgery. 3rd english ed. Stiles HJ, Paul CB, translators. London: A
& C Black; 1911. p. 565-6 apud Sherman R. Rationale for and methods of splenic preservation
following trauma. Surg Clin North America. 1981;61(1):127-34.
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fios provocam reagao inflamatéria tecidual em maior ou menor grau, interferindo com

o processo de cicatrizagéo?®'.

Novas tecnologias tém sido utilizadas em medicina nas ultimas décadas,
principalmente na hemostasia®® e sintese?®. Com isso tem-se buscado cada vez
mais o tratamento das lesdes esplénicas que seja conservador e que nao necessite
da laparotomia convencional. Se possivel, que seja simples, rapido, e acessivel em
termos de execugdo e custo. Desejavel também que minimize os efeitos
inconvenientes produzidos pelos materiais tradicionais (fios de sutura). Infere-se,
portanto, que novos procedimentos e materiais se fazem necessarios para a

abordagem desses ferimentos.

Os adesivos biologicos tém sido utilizados cada vez mais em diversas areas
da cirurgia com resultados satisfatorios®*, por apresentarem eficiéncia em termos de
diminuicdo do tempo operatdrio e por facilitar o processo de cicatrizacdo®. Eles
apresentam propriedades importantes tais como estimular a proliferagdao de fibras

|26,27

colagenas do tipo | e |l , estimular a neoformacdo vascular®®, ser absorvido pelo

2927 noder ser aplicado na temperatura corporal®, n3o produzir reagao

organismo
exotérmica® e nao produzir granuloma tipo corpo estranho®. S&o indicados

especialmente em portadores de disturbios da coagulagao.

Dentre os avancgos tecnoldgicos mais recentes cita-se o surgimento de novos
instrumentais videoscopicos e o seu uso em cirurgia, com grandes vantagens para o
paciente, tais como menos dor e desconforto, menor tempo de internagdo, menor
indice de infeccdo, melhor resultado estético e uma diminuicdo dos custos

hospitalares™>.

As novas tecnologias possibilitaram a aplicagcdo do adesivo biolégico por
videolaparoscopia e seu emprego nas lesdes traumaticas do bago, visando coibir a
hemorragia®*. Assim evita-se a necessidade da laparotomia tradicional e do emprego
dos fios cirurgicos, com significantes beneficios para o paciente.

Ha relatos da aplicacdo de adesivos cirurgicos em viscera parenquimatosa,

|35

em particular o bago, por via convencional® ou laparoscépica®®, mostrando sua

adequacgao a essa situacdo. Contudo, ndo ha relatos de sua aplicacdo em lesao
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esplénica por via laparoscépica nos casos em que o paciente seja portador de

disturbio da coagulagao ou esteja sob efeito de drogas anticoagulantes.

Assim, dando continuidade as investigagdes dentro da linha de pesquisa em
adesivos cirurgicos do Programa de Pés-Graduagédo em Cirurgia e Experimentacéo,
pareceu pertinente estudar os efeitos hemostaticos da cola biolégica em lesdes
padronizadas em parénquima esplénico de suinos sob acdo de anticoagulantes,

aplicada por via laparoscopica.
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Objetivos

Geral:

Estudar o efeito do adesivo cirurgico na hemostasia de lesdo em 6rgao

parenquimatoso.

Especifico:

Estudar os efeitos do adesivo biolégico de fibrina aplicado por via
laparoscopica na hemostasia de ferimento esplénico padronizado em suinos

heparinizados.



3. METODOS
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3.1 Amostra

Este estudo foi submetido & apreciacdo e aprovacéo pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Sdo Paulo, Universidade Federal de Sdo Paulo - Escola

Paulista de Medicina com a referéncia CEP n°. 1364/07.

A pesquisa foi realizada nos laboratérios da Disciplina de Técnica Operatoria
e Cirurgia Experimental da Universidade Federal de Sao Paulo - Escola Paulista de
Medicina (UNIFESP-EPM).

Foram utilizados 18 suinos fornecidos pela Granja RG localizada em Suzano,
SP. Os animais eram da raga Landrace, machos, pesando entre 14 e 19,5 kg, e

foram divididos aleatoriamente em trés grupos de 6 animais (Figura 1):
Grupo |, (n=6): heparina e adesivo;
Grupo Il, (n=6): heparina sem adesivo;

Grupo lll, (n=6): sem heparina e sem adesivo.

AMOSTRA
(N=18)
| l
GRUPO | GRUPOII GRUPO Il
(heparina com adesivo) (heparina sem adesivo) (sem heparina e sem adesivo)
(n = 6) (n = 6) (n = 6)

Figura 1. Esquema de distribuicido dos animais nos grupos de estudo.
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3.2 Procedimento Anestésico

Previamente a cirurgia os animais foram mantidos em jejum por 12 horas para
alimentos sélidos e 6 horas para alimentos liquidos. Antes de se iniciarem os
procedimentos os animais foram pesados. Como medicacdo pré-anestésica
administrou-se midazolam (Dormonid Injetavel, Roche) na dose de 0,75 mg/kg,
associado a acepromazina (Acepran Injetavel, Univet) na dose de 0,2 mg/kg por via
intramuscular. Apos isso eles foram posicionados em decubito dorsal sobre a mesa
operatéria, com os membros fixados a ela por amarras. Na sequéncia foi
administrado tiopental sédico por via endovenosa (Thiopentax, Cristalia) na dose de
10 mg/kg. Seguiu-se a entubacdo orotraqueal com sonda 7 (Rush), com
manutencio de respiragao controlada associada a vaporizagdo com halotano a 1%
(Halotano Hoechst, Hoechst Marion Roussel). Quando necessaria complementagao
anestésica, esta foi feita pela administracdo de tiopental sddico, um terco da dose
inicial. Durante o experimento os animais foram hidratados com solugcado de Ringer

com lactato por via endovenosa (500 mL por animal).

3.3 Monitorizacao

A artéria cardtida esquerda foi dissecada para a insercdo de um cateter de
polietileno numero 6 posicionado a 5 cm da arteriotomia. A pressao arterial média
(PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) assim colhidas foram medidas num monitor
Viridia 4C (Philips). Por meio da mesma incis&o dissecou-se a veia jugular interna,
pela qual se passou um cateter de Swan-Ganz (Edwards Lifesciences LLC — Irvine,
CA USA), que foi locado na artéria pulmonar guiado pelas curvas de pressao
aferidas no mesmo monitor. O objetivo foi o de medir a temperatura corporal (T) e a

pressao da artéria pulmonar (PAP) (Figura 2).
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3.4 Anticoagulagao

Em seguida aos procedimentos de cateterizagdo vascular, os animais dos
Grupos | e Il receberam heparina (Heparina Sddica, Cristalia) na dose de 200 Ul/kg
por via endovenosa, 10 minutos antes do procedimento operatério. Os animais do

Grupo lll ndo foram heparinizados.

Figura 2. Cateterizagdo da artéria carotida (seta branca) e da veia jugular esquerda (seta
laranja).

3.5 Procedimento Operatoério

O tempo para a realizagdo do experimento foi registrado a partir da introdugao

do primeiro trocarte, até o término do procedimento laparotémico.

A antissepsia da pele foi feita com solugéo de polivinilpirulidona-iodo (PVP-I),

sendo em seguida fixados campos operatorios.

Seguiu-se um mesmo padrdo operatério para todos os animais dos trés
grupos. Com um bisturi de Iamina 15 foi feita uma incisdo de 2 cm na regiao peri -

umbilical superior por onde se introduziu, na cavidade abdominal, uma agulha de
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Veress. A correta pungéao foi confirmada por meio do teste da gota d’agua. A seguir
a agulha foi conectada ao insuflador de CO, regulado para o fluxo de 1L/min até
atingir a pressao de 12 mm Hg, que foi mantida automaticamente. A agulha foi entéo
retirada, sendo inserido nesse mesmo local um trocarte de 10 mm através do qual

se introduziu uma o6tica de 30°.

A 6 cm da linha mediana e 3 cm abaixo do rebordo costal esquerdo foi feita
uma incisdo de cerca de 1 cm para a colocagdo do segundo trocarte (10mm).
Através deste foi passado um dispositivo especialmente projetado e fabricado para
este experimento, cuja finalidade foi a de executar uma leséo esplénica padronizada
em todos os grupos. (Figura 3). Trata-se de dispositivo cilindrico com 30 cm de
comprimento cuja extremidade anterior, de material plastico, mede 9 mm de
diametro e ajusta-se perfeitamente ao interior de um trocarte de 10 mm. Esse
dispositivo contém em seu interior uma langa pontiaguda de agco com 5 mm de
diametro. Para arma-lo traciona-se para tras a haste situada na parte posterior do
instrumento, até o seu travamento. No corpo do aparelho encontra-se o botao de
disparo, que destrava a langa ao ser pressionado. A profundidade do ferimento pode
ser regulada por meio da tampa rosqueada localizada na parte anterior do
dispositivo. Neste experimento a profundidade foi regulada para 1 cm. O ferimento
esplénico foi produzido colocando-se a extremidade anterior do dispositivo em
contato com a face superior do bago do animal no seu ponto médio e fazendo-se o

disparo da langa.
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Figura 3. Dispositivo para provocar a lesdo do baco. Extremidade pontiaguda (seta amarela).
Botao de disparo (seta vermelha). Haste para armar o dispositivo (seta azul).

Um terceiro trocarte (5 mm) foi introduzido num ponto 10 cm a esquerda da
linha mediana e 10 cm abaixo do rebordo costal esquerdo, através do qual se
introduziu uma pinga de apreensao (grasper). A finalidade dessa pinga era melhorar

a visibilizagcdo do bacgo a fim de se realizar a leséo.

Nos animais do Grupo I, a 3 cm da linha mediana e 5 cm abaixo do rebordo
costal esquerdo, introduziu-se o quarto trocarte (5 mm). Através deste foi passada
canula de duplo lume para a aplicagdo do adesivo biolégico (cola de fibrina). Essa
canula transfixou previamente duas luvas de borracha que foram anteriormente
fixadas com elasticos sobre a parte anterior do trocarte com o objetivo de vedacgéo,

evitando assim a saida do gas carbénico (Figura 4).
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Figura 4. Locagao dos trocartes e passagem da canula de duplo lume.

A = canula de duplo lume. B = dispositivo para execucdo da lesdao
esplénica. C = pinga de apreensao (grasper). D = 6tica.
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3.6 Adesivo Cirurgico

O adesivo biolégico (Beriplast® P - ZLB Behring, Germany) utilizado (Figura
5) foi composto de fibrinogénio (65-115mg/mL), fator Xlll (40-80 U/mL), aprotinina
(1.000 UIC/mL), trombina (400-600 Ul/mL) e cloreto de caélcio (5,88 mg/0,5 mL). Ele
foi preservado a temperatura de 4 graus centigrados, sendo levado a temperatura

ambiente por 30 minutos antes da sua aplicagao na lesao esplénica.

A cola de fibrina foi aplicada nos animais do Grupo | imediatamente apods a
execucao do ferimento esplénico. Utilizou-se a canula de duplo lume anteriormente
citada, na qual foram acopladas duas seringas (A e B) contendo separadamente os
componentes do adesivo (Figura 6). A seringa A continha 0,5 mL de uma mistura de
fibrinogénio, aprotinina e fator Xlll da coagulagdo, e a seringa B 0,5 mL de uma

mistura de trombina e cloreto de calcio.

Essas seringas foram montadas lado a lado num dispositivo especial de
plastico que possibilitou a sua compressdo simultdnea. As seringas foram entao
pressionadas impulsionando os componentes separadamente através da canula. Na
extremidade desta os dois conteudos se misturaram formando a cola, que foi

aplicada no ferimento.
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Frasco B

Beriplast® P Combi-Set 0.5 ml

= Pour la reconstitution: garder I'emballage
puyer vers le bas. Stocker
ne température comprise

ballage pour des :

: es! Thrombin

S ung Para la reconstitution: Mantener el empa-

geschlossen que estéril cerrado. Oprimir hacia abajo.

halten. Almacenar en posicion vertical entre

Nach unten +15y +25°C  For reconstitution:
ricken [Ver bolelin informativa para instrucciones g Do nol open the

Stehend lagern N detalladas! -4 sterile packaging.

bei +15 3 Para a reconstituicio; manter a embala- Press down.

bis +25 °C L3 gem estéril fechada, Pressionar para baixo. Store upright at

Siehe Packungs- o Mantenha em pasicao vertical e a +1510 +25°C

beilage far temperatura entre +15 °C e +25 °C. See package insert

genaue Para instrucdes mais detalhadas, consulte for detailed

Anleitungen! instructions!

a bula do produto.

Figura 5. Fotografia do adesivo biolégico em sua apresentagao comercial.
(Beriplast® P - ZLB Behring, Germany)

Figura 6. As duas seringas montadas no dispositivo de compressao simultanea. Canula de
duplo lume para a aplicagao do adesivo.
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3.7 Parametros Avaliados

Foram estudados os seguintes parametros clinicos, hemodinamicos e

laboratoriais:

e Temperatura corporal do animal (T),
e Presséao arterial média (PAM),

e Frequéncia cardiaca (FC),

e Presséao de artéria pulmonar (PAP),

e Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA).

Em todos os animais esses dados foram coletados em tempo zero (T0), que
correspondeu ao momento imediatamente anterior a execug¢ao da lesao esplénica, e

nos tempos dez (T10) e vinte (T20) minutos apds a execugao da lesao.

Também foram anotados em protocolo o peso do animal, o tempo operatério,
0 aspecto macroscépico da lesdo esplénica, a quantidade de sangue esplénico
perdida durante o experimento, o local da aplicagdo do adesivo e o tempo de

formacgao do coagulo de fibrina.

3.8 Procedimento Laparotomico

Apos T20 foi realizada laparotomia mediana xifopubica nos animais de todos
os grupos. O sangue coletado na cavidade abdominal foi absorvido com compressas
previamente pesadas, mensurando-se assim a quantidade perdida durante o
procedimento pela diferenga entre o peso seco e o peso Umido das compressas.
Considerou-se arbitrariamente que cada 1,0 grama correspondeu a 1,0 mL de
sangue. Apds a laparotomia o bago dos animais foi analisado, anotando-se as
caracteristicas macroscopicas do ferimento encontrado. Verificou-se também se o

coagulo de fibrina estava ou nao aderido ao ferimento esplénico.

Em seguida os animais foram sacrificados com a administragdo de 10 mL de

cloreto de potassio por via endovenosa.
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3.9 Estudo Histolégico

ApOs a eutanasia coletaram-se fragmentos dos bacos, no local da lesédo e nas
proximidades dela, que foram isolados e fixados em formol a 10%, tampao fosfato,
durante 24 horas, e processados segundo técnica rotineira de inclusdo em parafina.
Os blocos foram cortados em micrétomo do tipo Minot, ajustado para 3 um. Alguns
dos cortes obtidos foram entdo submetidos ao método de coloracdo pela

hematoxilina e eosina (HE).

As avaliagdes histolégicas foram realizadas com microscopio de luz (Axiolab
Standard 2.0, Carl Zeiss) em aumentos de 10X, 100X, e 200X.

3.10 Estudo Estatistico

A analise descritiva das variaveis continuas foi feita por meio das medidas-
resumo média e desvio-padrao. Os valores médios foram descritos graficamente por
meio de graficos de barras, que representam a média em cada grupo (Adesivo +
Heparina, Heparina e Controle) e em cada momento (TO, T10 e T20). As variaveis
categodricas foram descritas em tabela de contingéncia, com a frequéncia e a

porcentagem de ocorréncias, em cada grupo e momento.

Para a analise inferencial foram aplicados os seguintes testes estatisticos nao

parametricos:

o teste de Kruskal-Wallis, para verificar a hipétese de igualdade entre os trés

grupos;

e teste de Mann-Whitney, para verificar a igualdade de grupos 2 a 2,
aplicado quando, pelo teste de Kruskal-Wallis, se concluiu que os 3 grupos

nao eram iguais;

e teste de Friedman, quando se quis verificar a hipétese de que os
resultados de cada animal ndo mudaram em cada momento (3 ou mais

medidas repetidas);
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o teste de Wilcoxon, para verificar a igualdade de momentos 2 a 2, aplicado
quando, por meio do teste de Friedman, se concluiu que os 3 momentos

nao eram todos iguais;

o teste de Fisher generalizado: apropriado para tabelas de frequéncias, com
0 qual se testou a hipotese de que as frequéncias observadas nas

categorias se distribuiam homogeneamente entre os grupos.

O nivel de significancia adotado foi de 5%, ou seja, niveis descritivos (p)

inferiores a 5% foram considerados resultados significantes.

Para a analise dos dados, foi utilizado o software estatistico SPSS versao 15

for Windows.



4. RESULTADOS
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Tabela 1. Distribuicdo dos valores da média e desvio-padrao do peso corporal dos
animais, em kg, nos Grupos |, Il e lll

Peso dos animais (kg)

Média DP n

Grupo | 15,4 (0,9 6

Grupo 16,9 (x2,4) 6

Grupo llI 16,7 (x1,1) 6
Gl = Gll = GllI (p = 0,332)

p: Teste de Kruskal-Wallis para comparagao entre grupos

20,0 -
19,0 -
18,0 -
17,0 -
16,0 -
15,0 -
14,0 -
13,0

EMédia e
Desvio-
padrao

Peso médio (kg)

Grupo | Grupol li Grupo lll

Grafico 1. Média e desvio-padrao do peso corporal dos animais, nos Grupos |, Il e Il
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Tabela 2. Distribuicdo dos valores da média e desvio-padrao dos tempos operatorios,
em minutos, nos Grupos |, Il e lll

Tempo operatério (min)

Média DP n

Grupo | 46,8 (= 8,0) 6

Grupol Il 39,5 (£6,1) 6

Grupo lll 42,8 (x7,2) 6
Gl=Gll =Gl (p=0,294)

p: Teste de Kruskal-Wallis para comparagao entre grupos

55,0 -
€ |
£ 50,0
o)
:'g 45,0 -
) EMédia e
Q. .
© 40,0 - Desvio-
S padrio
g 35,0 -
=

30,0

Grupo | Grupol ll Grupo lll

Grafico 2. Média e desvio-padrao dos tempos operatérios nos Grupos I, Il e lll
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Tabela 3. Distribuicao dos valores da média e desvio-padrao da PAM ao longo de T0, T10
e T20, para os animais dos Grupos |, Il e lll

PAM (mmHg) T0 T10 T20 Valor p
Grupo | Média 95,8 94 94,7 TO=T10=T20
D.P. +17,7 +17,1 +17,6 (p2 =0,910)
n 6 6 6
Grupo Il Média 89 90,8 87,3 TO=T10=T20
D.P. +10,7 +18,3 +20 (p2 = 1,000)
n 6 6 6
Grupo llI Média 104 101,2 113,3 TO=T10=T20
D.P. +21,6 + 20,1 +28,4 (p2=0,513)
n 6 6 6
GI=GlI=Glll Gl=GlI=GlII GI=GlI=GllII
(p1=0,283) (p1=0,238) (p1=0,128)

p1: Teste de Kruskal-Wallis para comparagéo entre grupos
p2: Teste de Friedman para comparagéo entre os tempos

125 -
120 -
115
110 -
105
100 -
95 -
90 -
85
80 -
75
70 -

BGrupo |
EGrupo I
OGrupo lll

PAM (mm/Hg)

0 10 20

Tempo (min)

Grafico 3. Média e desvio-padrao da PAM ao longo do T0, T10 e T20, para os animais dos
Grupos |, ll e lll
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Tabela 4. Distribuigdo dos valores da média e desvio-padrido da FC ao longo de T0, T10 e
T20, para os animais dos Grupos I, Il el

FC TO T10 T20 Valor p
Grupo | Média 109** 115,3 118,5 TO = T10 = T20
D.P. £18,5 +34,1 +38,2 (p3 = 0,846)
n 6 6 6
Grupoll  Média 148** 147,7 152,7 T0O=T10=T20
D.P. +40,4 +46,8 +51,7 (p3 = 0,513)
n 6 6 6
Grupo Il Média 100%/** 111,8* 111,3 TO < 10 (p4=0,027)
D.P. +16 +17,5 +22 ¥(1)0=='I:FZZOO((p;4==O1, ,107020))
. 6 5 5 (p3 = 0,042)
(p1=0,039)

Gl <Gll (p2 =0,041) GI=GlI=Glll Gl = GlI=Glll
Gl = GllIl (p2 =0,485) (p1=0,346) (p1=0,235)
Glll < Gl (p2=0,026)

p1: Teste de Kruskal-Wallis para comparagé&o entre grupos

p2: Teste de Mann-Whitney para comparagao entre os grupos 2 a 2

p3: Teste de Friedman para comparagao entre os tempos

p4: Teste de Wilcoxon para comparacao entre tempos 2 a 2

* Houve diferenca estatisticamente significante no Grupo Il

** Houve diferenga estatisticamente significante entre os Grupos |, Il e lll em TO

180 -+
170 A
160 -
150 A

140 ~
BGrupoll

130 ~

F C (bpm)

BGrupo ll

120 OGrupo lll

110 A
100 -

0 10 20

Tempo (min)

Gréafico 4. Média e desvio-padrao da FC ao longo de TO, T10 e T20, para os
animais dos Grupos I, Il e lll
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Tabela 5. Distribuigdao dos valores da média e desvio-padrao do DC (L/min) ao longo de TO,
T10 e T20, para os animais dos Grupos |, Il e Il

DC (L/min) T0 T10 T20 Valor p
Grupo | Média 3,3 3,4 3.3
D.P. +0.38 +0,23 + 0,41 TO=T10=T20
n 6 6 6 (p2 =0,52)
Grupo I Média 3,4 3.1 2,8
D.P. + 1,00 + 0,63 + 0,56 TO=T10=T20
n 6 6 6 (p2 =0,115)
Grupo Il Média 3,5 3,6 3,4
D.P. +1,24 +0,82 + 1,11 TO=T10=T20
n 6 6 6 (P2 =0,62)

GI=GlI=GIll  GI=GlI=GIll  GI=GlI=GlI|
(p1=0,810) (p1=0,280) (p1=0,911)

p1: Teste de Kruskal-Wallis para comparagao entre grupos
p2: Teste de Friedman para comparagao entre os tempos

4,5 -
4,0 -
£
£
g 3,5
§ BGrupo |
5 3,0 1
& B Grupo Il
o
§ 25 - OGrupo Il
o
)
o
2,0
1,5 - A

0 10 20
Tempo (min)

Grafico 5. Média e desvio-padrdo do DC ao longo de TO, T10 e T20, para os animais
dos Grupos |, Il e lll
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Tabela 6. Distribuicdo dos valores da média e desvio-padrao da PAP ao longo de T0, T10 e
T20, para os animais dos Grupos I, Il e lll

PAP(mmHg) TO T10 T20 Valor p

Grupo | Média 19,8 17,2 18,7 TO=T10=T20
D.P. +34 +4.2 +3,1 (p2 =0,142)
n 6 6 6

Grupo Il Média 22,7 22,5 20,3 TO=T10=T20
D.P. +5,6 +3,8 +59 (p2 = 0,580)
n 6 6 6

Grupo llI Média 22,2 22,8 24,2 TO=T10=T20
D.P. 7.1 +6,1 +7,7 (p2 = 0,280)
n 6 6 6

GI=GlI=GlII GI=GlI=GlII GI=GlI=GlII

(p1=0,611) (p1 = 0,089) (p1=0,134)

p1: Teste de Kruskal-Wallis para comparacgao entre grupos
p2: Teste de Friedman para comparagao entre os tempos

28 -
26 -
24 -
22 -
20 -
18
16
14

B Grupo |

PAP{mmHg)

B Grupo Il
OGrupo Il

0] 10 20

Tempo{min)

Grafico 6. Média e desvio-padrao da PAP ao longo de T0, T10 e T20, para os animais dos
Grupos |, ll e lll



Resultados |26

Tabela 7. Distribuicdo dos valores da média e desvio-padrdao do TTPA ao longo de T0, T10
e T20, para os animais dos Grupos |, Il e lll

TTPA (segundos) TO T10 T20 Valor p

Grupo | Média 42,3 31,5 27,2 TO=T10=T20
DP + 20,7 +7,2 6 (p2 = 0,065)
n 6 6 6

Grupo Il Média 49 36 48 TO=T10=T20
DP +37,8 +18 +24,2 (p2 = 0,438)
n 6 6 6

Grupo lll Média 255 23,2 24 TO=T10=T20
DP +3,7 +4,8 +6,1 (p2 = 0,094)
n 6 6 6

Gl=G2=G3 GI=G2=G3 GI=G2=G3
(p1=0,190) (p1=0,051) (p1=0,079)

p1: Teste de Kruskal-Wallis para comparagao entre grupos
p2: Teste de Friedman para comparagao entre os tempos

70,0 -
65,0 -
60,0 -
55,0 -
50,0 -
45,0 -
40,0 -
35,0
30,0 -
25,0 -
20,0 -
15,0 -

B Grupol

TTPA (seg)

EGrupoll
O Grupo lll

0 10 20

Tempo (min)

Grafico 7. Média e desvio-padrao do TTPA ao longo de T0, T10 e T20, para os
animais dos Grupos I, Il e lll



Resultados |27

Tabela 8. Distribuicdo da média e desvio-padrdo do volume estimado (mL) de sangue
coletado na cavidade abdominal dos animais nos Grupos |, Il e Il

Volume estimado de sangue coletado (mL)

Média DP n
Grupo | 1,8* (£ 0,8) 6
Grupo I 6,8 * (£ 4,5) 6
Grupo I 3 *1,1) 6

Gl < Gl (p2 = 0,004)

* Houve diferencga estatisticamente significante

~8.0 -
£7.0 -
?

£60 7
3 5.0 -
5

S 4.0
g 3.0
a 2,0 -
1,0 A

EMeédiae
Desvio-
padrao

Grupol Grupoll Grupolll

Grafico 8. Média e desvio-padrao do volume estimado de sangue coletado nos animais dos
Grupos |, ll e lll.
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Tabela 9. Numero e porcentagem de animais com presenga de sangramento persistente ou
coagulo (sanguineo ou de fibrina) nos Grupos |, Il e lll.

Grupos
Les&o esplénica Grupo | Grupo Il Grupo Il
Sangr. persistente 0 0,0% 6 (100,0%)* 0 0,0%
Coégulo sanguineo 0 0,0% 0 0,0% 6 (100,0%)*
Coagulo de fibrina 6 (100,0%)* 0 0,0% 0 0,0%
n 6 6 6
p < 0,001
p: Teste de Fisher generalizado
* Houve diferenga estatisticamente significante
100% -
90% -
? 80% 7
S 70% -
-g 60% -
‘g 50% - @ Grupo |
= 40% -
E Grupo Il
S 30% - P
O  20% OGrupo I
10% -
0% - ‘
Sangramento Codgulo de Coagulo
persistente fibrina sanguineo

Grafico 9. Porcentagem de sangramento persistente e de coagulo de fibrina e
sanguineo, nos animais dos Grupos |, Il e lll.
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Tabela 10. Distribuicdo dos valores da média e desvio-padrao da T (°C) ao longo de TO, T10
e T20, para os animais dos Grupos |, Il e lll.

T (°C) TO T10 T20 Valor p
Grupo | Média 355* 353* 351* (p2 = 0,009)
DP 1,11 +1,1 +1,23 T10<TO (p3 =0,042)
n 6 6 6 T20<TO (p3 =0,027)

T20 = T10 (p3 = 0,102)

Grupoll  Média 35,9 35,7 35,7 T0 =T10 = T20
DP £0,79 +0,94 +0,94 (b2 =0.172)
n 6 6 6

Grupolll  Média. 35,7 35,6 35,5 T0 = T10 = T20
DP £0,98 +1,06 £1,2 (b2 = 0,119)
n 6 6 6

Gl=aGll=Glll GlI=Gll=Glll GI=Gll=aGlll

- (p1 =0,823) (p1 =0,734) (p1 = 0,659)
p1: Teste de Kruskal-Wallis para comparacao entre grupos
p2: Teste de Friedman para comparagao entre os tempos
p3: Teste de Wilcoxon para comparagao entre tempos 2 a 2
* Houve diferenga estatisticamente significante no Grupo |. T10<TO0; T20<TO.

36,3 -
36,1 -
35,9 -
35,7 -
35,5 -
35,3 -
35,1 -
34,9 -
34,7 -
34,5 -

BGrupo |

B Grupo ll
OGrupo lll

Temperatura (C)

0 10 20

Tempo (min)

Grafico 10. Média e desvio-padrdao da T (°C) ao longo de TO0, T10 e T20, para os
animais dos Grupos |, Il e lll.
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Tabela 11. Tempo de formagdo do coagulo de fibrina (segundos) para os animais do Grupo
I. Nimero e porcentagem de animais com aplicagdo do adesivo no interior ou na superficie
da lesdo, no Grupo l.

Grupo |

Tempo de formagao do coagulo de fibrina (segundos)

Média 3,5
DP +0,8
n 6

Local de aplicagao do adesivo - n (%)

Dentro da lesao 4 66,70%
Na superficie da lesao 2 33,30%
n 6 100%

»

6y}

N

N
|

Tempo de formagéao do coagulo (s)
- w

o
|

Interior da les&o - 4 animais Superficie da leséo - 2 animais

Local de aplicagao do adesivo

Grafico 11. Tempo de formagao do coagulo de fibrina, em segundos, associado com o local de
aplicagdo do adesivo em cada animal do Grupo I.
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Tabela 12. Distribuicdo dos valores da média e desvio-padrdo do tempo de formagao do
coagulo de fibrina, em segundos, e do volume estimado de sangue coletado, em mL,
associados com o local de aplicagdo do adesivo, para os animais do Grupo I.

Aplicagao do adesivo

Superficie da

Grupo | Interior da lesao
lesao
Tempo de formagéao do coagulo (segundos)
Média 3,3 4,0
DP 0,5 +1,4
n 4 2
Volume estimado de sangue coletado (mL)
Média 1,5 2,5
DP +0,6 +0,7
n 4 2
3.5
- |
E 3
S 257
\E
> 2-
c
@
© 15 B
°
&  1-
0.5
0 1
Interior da lesdo - 4 animais Superficie da lesao - 2 animais
Local de aplicagao do adesivo

Grafico 12. Volume estimado de sangue coletado em mL, associado com o local de aplicagao
do adesivo, em cada animal do Grupo I.
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4.1 Analise Macroscopica

No Grupo | observou-se em cada animal a presenca de tampao de adesivo
ocluindo o ferimento esplénico, que ndo apresentava sangramento (Figuras 7 e 8).
No Grupo Il verificou-se auséncia de coagulo na lesdo esplénica, que apresentava
sangramento persistente, além de colegdo hemorragica coletada em goteira
parietocdlica direita (Figura 9). No Grupo Ill constatou-se a presenga de coagulo

sanguineo no ferimento esplénico, que nao apresentava sangramento (Figura 10).

Figura 7. Fotografia do adesivo biolégico tamponando a lesdo do bago (Grupo ).
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Figura 8. Fotografia do ferimento do bago ocluido pelo adesivo biolégico aplicado no seu
interior (Grupo ).

Figura 9. Fotografia do sangue coletado (setas amarelas e linhas pontilhadas) e do
sangramento persistente no ferimento do bago do animal heparinizado (seta branca). Visao
no tempo T20, apds laparotomia (Grupo II).
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Figura 10. Fotografia do coagulo sanguineo no ferimento de bago do Grupo lIl.

4.2 Analise Histolégica

No local do bago onde foi realizado ferimento puntiforme e colocado adesivo
bioldégico, observou-se o preenchimento do espaco por material eosindéfilo e
homogéneo correspondente ao coagulo de fibrina (Figura 11). Na porgédo em contato
com o parénquima esplénico, verificou-se a formacao de rede de fibrina bem tipica
fazendo a aderéncia do coagulo ao ferimento (Figura 12). Em alguns locais da
periferia visibilizou-se a presenca de infiltracdo leucocitaria e macréfagos com
hemossiderina em seu interior, indicando o inicio da reparagao tecidual (Figura 13).
Pelo fato de as imagens fotomicrograficas serem digitalizadas, para se determinar o

seu aumento estampou-se uma barra no canto inferior direito das fotos.
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Figura 11. Fotomicrografia do local do ferimento no bago de suino preenchido pelo
coagulo de fibrina. HE

Figura 12. Fotomicrografia da porcao periférica do coagulo de fibrina em bago de
suino, onde se notam inumeras células e parte da rede de fibrina (seta). HE.
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Figura 13. Fotomicrografia da porgao periférica do coagulo de fibrina em bag¢o de suino,
onde se notam macrofagos com pigmentos de hemossiderina em seu interior (seta). HE.



5. DISCUSSAO
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A aplicagdo de substancias sintéticas ou bioldgicas sobre tecidos e érgéos de
seres vivos visando a restabelecer a continuidade e a integridade anatébmica é um
tema que sempre preocupou os cirurgides®®. O avanco da tecnologia em areas da
quimica e da fisica possibiltou o aparecimento de novos produtos com
caracteristicas de adesividade para aplicagdo em tecidos biolégicos, que foram
denominados adesivos cirurgicos. O estudo desses produtos e a investigacéo de

novos compostos € um campo relevante da pesquisa em técnica operatoria.

Os adesivos cirurgicos (biolégicos ou sintéticos) tém sido considerados
proximos do ideal desejado por apresentarem eficacia na contengdo da hemorragia
e na sintese dos tecidos e por apresentarem pouca interferéncia no processo de

cicatrizacdo?.

Os principios bioquimicos do adesivo biolégico foram descritos por Morawitz
em 1905, conforme citado por Guerra e Rosenfeld®®. Em 1940 Young e Medawar®’
publicaram estudos experimentais nos quais utilizaram fibrina para executar a

sintese de nervos periféricos em coelhos. Em 1944 Cronkite et al.*®

publicaram
estudo sobre o uso da trombina e do fibrinogénio juntos como agente adesivo em
enxertos de pele, de forma semelhante a utilizada nos dias de hoje. Na atualidade

esse adesivo tem sido utilizado nas mais diversas areas da cirurgia®“°.

A cola de fibrina é obtida pela agdo da trombina sobre o fibrinogénio, numa
repeticdo do ultimo estagio da coagulagdo sanguinea. A reagao é mediada pelo
calcio e forma inicialmente um monémero de fibrina instavel e soluvel. Com a adigao
do Fator Xlll da coagulagdo e da aprotinina, o monémero torna-se um polimero

1*!. O coagulo forma-se rapidamente, de 1 a 4 segundos*?, adere

estavel e insoluve
firmemente no local do ferimento por meio de ligagdes cruzadas da fibrina com o
colageno e glicoproteinas celulares e plasmaticas*' e apds 10 minutos ja adquire
70% da sua forca ténsil*>. O fibrinogénio e o Fator XlIl liofilizados s&o
disponibilizados para o uso em conjunto com uma solugéo de aprotinina, um inibidor
da protease de origem bovina que propicia aumento da resisténcia do coagulo a
fibrindlise*.

Algumas horas apds a aplicagado do adesivo pode-se observar a proliferagéo

de fibroblastos no ferimento, ocorrendo 24 horas depois a migragao de granuldcitos
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e macrofagos. Apds trés dias da aplicagdo observa-se a formagédo de tecido de
granulacdo e, depois de quatro a sete dias, verifica-se a proliferagdo de fibras
colagenas, ocorrendo reabsor¢do do coagulo no periodo entre quatorze e trinta
dias®®. As vantagens das propriedades deste adesivo possibilitaram seu uso com

éxito no tratamento de ferimentos de 6rgaos parenquimatosos como o fl'gad027.

A partir dos trabalhos de King e Shumacker®, secundados pelos estudos de
Huntley’ em meados do século XX, ficou comprovada a importancia do bago no
sistema imunologico. Ele participa em aspectos celulares da produgao de anticorpos
ao estimular a produgéo de IgM contra antigenos bacterianos, encapsulados ou n&o
encapsulados**. Também produz opsoninas tais como a tuftisina, uma fragdo da
gamaglobulina essencial para a atividade fagocitaria dos neutréfilos, e tem papel

importante na regulagdo dos linfécitos T e B*.

O baco é um 6rgédo parenquimatoso frequentemente lesado no trauma
abdominal fechado', ou durante as cirurgias eletivas, convencionais®® ou
laparoscopicas®. Em decorréncia disso, diversas técnicas conservadoras foram

818 Uma delas é o

propostas para o tratamento dos ferimentos desse 6rgao
tratamento expectante. Os critérios para a escolha dessa forma de tratamento séo a
presenca de estabilidade hemodindmica, lesdo esplénica Grau Illl ou menor e

auséncia de lesdo concomitante de outros 6rgdos abdominais'®?°.

Essa opcao
terapéutica, porém, apresenta fatores desfavoraveis relacionados com possiveis e
rapidas mudancas do quadro clinico. Os pacientes necessitam de avaliagdes
clinicas e hemodinamicas rigorosas repetidas a curtos intervalos, subsidiadas por

exames laboratoriais e de imagem seriados. Além disso, a ruptura em dois tempos
47,19

pode ocorrer, o que leva a incidéncia de falha que pode chegar a 33% e
relaciona-se a indice de mortalidade semelhante ao da ruptura primaria®’.
Dentre as opgdes cirdrgicas encontra-se a sutura esplénica’®'™. A

friabilidade do parénquima esplénico*®, porém, dificulta o tratamento das lesdes
desse o6rgao por meio dessa técnica. Além disso, os fios de sutura sdo corpos
estranhos que podem provocar reagao inflamatéria local, interferindo no processo de
cicatrizacdo?'. A cola de fibrina apresenta-se como alternativa nesses casos, por
proporcionar hemostasia rapida e segura®**%3° dispensando a necessidade do uso

de fios de sutura. Como vantagem adicional, ela pode ser utilizada em pacientes
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portadores de coagulopatias ou sob efeito de drogas anticoagulantes, por ser efetiva
de forma independente da integridade da cascata da coagulagdo ou do numero de

plaquetas*®*?,

O avango tecnologico propiciou também o surgimento da videolaparoscopia,
que constitui uma opgdo que tem sido utilizada no tratamento dessas lesdes®°".
Essa via de acesso operatério apresenta como vantagens a diminui¢do do trauma e
do efeito imunossupressor da operacao, além da redugdo da resposta inflamatéria
aguda pés—cirurgica33. Por ser menos invasiva, ela diminui a dor pés-operatéria, leva
a recuperacgao mais rapida da funcao intestinal que resulta em efeito nutricional mais
favoravel, reduz o tempo de permanéncia hospitalar, diminui a morbidade, diminui os
custos e possibilita o retorno mais precoce do paciente as atividades normais. A
videolaparoscopia pode ser utilizada com eficacia como via de aplicagdo do adesivo
bioldgico®?>34,

55,56

k54, em conceito coincidente com o de outros autores ,

Blankenship e Indec
afirmaram que o tratamento de escolha para os casos de ruptura esplénica,
espontanea ou poés trauma, ocorridos durante terapia anticoagulante ou trombolitica

€ a reversao da anticoagulagdo seguida da esplenectomia de urgéncia.

Nesses casos, ou quando ocorrer lesdo esplénica consequente a trauma em
pacientes portadores de coagulopatias, o uso do adesivo bioldégico aplicado por
laparoscopia poderia ser favoravel por associar as vantagens de ambos os

procedimentos.

Para se testar a hipotese, utilizou-se nesta pesquisa o porco como modelo
experimental, por tratar-se de animal de porte médio e com configuragdo anatémica
proxima da humana. Foram selecionados animais machos de uma unica

procedéncia com pesos medios equivalentes (Tabela 1, Grafico 1).

Utilizou-se o protocolo anestésico que é adotado como padrao para suinos na
Disciplina de Técnica Operatdria e Cirurgia Experimental. Esse protocolo mostrou-se

eficaz, ndo ocorrendo 6bito de animais como complicagao dele decorrente.

Em relacdo ao tempo operatorio, os procedimentos no presente estudo
tiveram variagdo média pequena entre os grupos. O tempo operatério do Grupo | foi

maior que os tempos dos Grupos Il e Ill, sem apresentar significancia estatistica
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(p=0,294). Isso ocorreu pela necessidade da introdu¢do de novo trocarte através do
qual se aplicou o adesivo cirurgico. Os tempos operatérios dos Grupos Il e Ill foram
semelhantes (Tabela 2, Grafico 2). A auséncia de significancia estatistica
encontrada (p=0,294) certamente foi decorrente da simplicidade dos procedimentos
adicionais realizados neste grupo e, por conseguinte, da rapidez com que foram
executados. Os trabalhos da literatura semelhantes ao trabalho ora apresentado nao

fazem referéncia a este parametro®>°.

No presente estudo a lesdo esplénica foi de Grau Il °” (0,5 x 1,0 cm), que
produziu sangramento maximo de 14,0 mL no Grupo Il e minimo de 1,0 mL no
Grupo I. O sangramento observado foi pequeno em termos de volume, como
resultado de a lesao ter sido pequena e o tempo do sangramento ter sido curto (20
minutos do momento da lesdao até a eutanasia do animal). Visto que o objetivo do
estudo foi o de verificar a eficacia do adesivo bioloégico como agente hemostatico em
lesdo de érgéo parenquimatoso, ndo pareceu necessaria a observagcdo do animal
por longo periodo no pés-operatério. Assim, optou-se por um procedimento de curta
duragdo com eutanasia dos animais apds T20, em seguida a constatacdo da

efetividade ou ndo do adesivo como hemostatico.

Em relacio a PAM, os Grupos | e Il apresentaram comportamento
semelhante no decorrer do tempo, com os valores diminuindo de TO até T20.
Observou-se que no Grupo Il a diminuigao foi mais acentuada (de 89 mmHg em TO,
a 87,3 em T20), consequente a maior perda sanguinea nesse grupo, sem apresentar
significancia estatistica (p2=1,000) (Tabela 3, Grafico 3). No Grupo |, a aplicagao do
adesivo cirurgico levou a perda sanguinea pequena, com pouca repercussao nesse
parametro hemodinamico. A PAM nos animais ndo variou quando da comparagao
dos grupos. Entretanto, nos diferentes momentos de tempo os animais do Grupo |l
apresentaram pequena diminuicdo desse parametro, 0 que ndo ocorreu nos animais
dos Grupos | e lll. Esse resultado certamente decorreu do fato de esses grupos
terem formado coagulo e reflete a efetividade do adesivo biolégico em coibir o

sangramento, mesmo em animais sob efeito da heparina.

A queda da pressao arterial verificada apds a ocorréncia de hemorragia é
detectada por barorreceptores do seio carotideo. Esta informacao é retransmitida ao

bulbo cerebral por meio do nervo do seio carotideo originando diversas respostas,
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entre elas o aumento compensatério da frequéncia cardiaca®. Assim, esse

parametro hemodinamico constitui indicador fidedigno da perda sanguinea.

Neste estudo observou-se que no Grupo Il a FC média foi mais elevada que
nos demais grupos, principalmente no inicio dos procedimentos (T0). Isso ocorreu
como consequéncia de um dos animais ter chegado a mesa operatoria estressado,
apresentando FC elevada. No geral constatou-se o aumento das frequéncias
observadas no decorrer do tempo, sendo mais acentuado no Grupo Ill, com
diferenca estatisticamente significante de TO para T10 (p4 = 0,027). Esse resultado
foi consequéncia de superficializacdo anestésica ocorrida com dois animais desse
grupo (animais 2 e 4), que necessitaram de reforco anestésico em T10 (tiopental
sédico, 1/3 da dose inicial). A ndo ocorréncia de maior diminuigdo desse parametro
no Grupo IlI, que apresentou maior perda sanguinea, deve-se provavelmente ao
curto periodo de tempo estudado. (Tabela 4, Gréafico 4). Cohn et al.>®, em estudo
experimental com lesdo hepatica Grau Ill no qual os animais foram observados por
120 minutos apos se executar a lesao, verificaram aumento e posterior diminuigao
desse parametro no decorrer do tempo. Isso ocorreu certamente como resultado da
diminuicdo da producado de catecolaminas, vasopressina, angiotensina e aldosterona
por conta da perda do poder de resposta dos reguladores nervosos e

barorreceptores, que se verifica longo tempo apés o trauma °%°".

No tocante ao DC, ele é definido como o volume de sangue ejetado pelo
ventriculo esquerdo por unidade de tempo (minuto) e reflete as alteragbes de volume
do retorno venoso®®. Neste experimento verificou-se que os DC em TO foram
préximos, nos trés grupos, o que era esperado pela semelhanga das condigdes
clinicas dos animais nesse instante de tempo. No Grupo Il, no qual a lesao esplénica
nao tratada sangrou continuamente por conta do efeito da heparina, verificou-se a
diminuicdo desse parametro, de 3,4 L/min em TO para 2,8 L/min em T20. Essa
diminuicao ocorreu como consequéncia da perda sanguinea, que resultou na queda
do retorno venoso. A diferenca, porém, nao teve significancia estatistica, certamente
por conta do sangramento ocorrido, pequeno em termos de volume. Nos Grupos | e
lll as diferencas desse paradmetro foram pequenas entre os instantes de tempo,
como consequéncia do pequeno volume do sangramento esplénico. Esses dados

evidenciaram que no Grupo Il a perda volémica foi suficiente para alterar esse
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parametro hemodindmico, inversamente ao que ocorreu nos demais grupos (Tabela

5, Grafico 5), porém insuficiente para a diferenca apresentar significancia estatistica.

Quanto a PAP, durante a sistole ela é igual a pressao do ventriculo direito.
Em condicbes de hemorragia ela cai proporcionalmente a diminui¢do do retorno
venoso®2. Por conseguinte, a PAP também constitui importante parédmetro

hemodindmico para avaliagao da volemia.

No experimento verificou-se que o Grupo Il apresentou maior diminuicao da
PAP nos instantes de tempo, de TO a T20. Esse resultado é consequente a maior
perda sanguinea neste grupo, porém a diferenca ndo apresentou significancia
estatistica (Tabela 6, Grafico 6). Por tratar-se de experimento de curta duragéo, néo
houve tempo para que a perda sanguinea nesse grupo se tornasse suficiente para

apresentar diferenga estatisticamente significante em relacdo aos demais grupos.

Os dados hemodinamicos (PAM, FC, DC, e PAP) refletiram a importancia do
adesivo na diminuicdo da perda sanguinea no grupo heparinizado e tratado com
adesivo de fibrina (Grupo ), quando comparado com os animais heparinizados e
nao tratados com o adesivo (Grupo Il). A eficacia do método utilizado foi também
observada na comparacao dos animais do Gupo Ill com os animais heparinizados e

nao tratados (Grupo Il).

Com referéncia a heparina, de acordo com os trabalhos pesquisados na
literatura, a dose de 200 U/kg EV é suficiente e efetiva em experimentos com
animais de médio porte (suinos) nos quais seja necessario procedimento de
anticoagulagdo. Chan et al.®®, em estudo com suinos nos quais se realizou lesdo
esplénica padronizada tratada com adesivo cirurgico aplicado por laparotomia,
utilizaram heparina na dose de 200 U/kg. Feinstein et al.**, em pesquisa também
realizada com porcos nos quais se realizou lesdo hepatica posteriormente tratada
com adesivo cirurgico por laparotomia, utilizaram heparina na mesma dose. No
estudo ora apresentado optou-se por submeter os animais dos Grupos | e Il ao
procedimento de anticoagulagdo empregando a heparina em dose idéntica, isto €,
200 U/kg.

A heparina € uma glicosamina composta de quantidades iguais de acido D-

glicurénico e D-glicosamino sulfatado interligados por pontes sulfaminicas que é
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ativa apenas quando administrada por via parenteral. Ela é degradada pela
heparinase, uma enzima hepatica, sendo removida da circulagcdo pelas células
endoteliais e reticuloendoteliais. Sua acdo anticoagulante é resultado da sua
capacidade de ativar a antitrombina Ill, que por sua vez inibe as varias serinas-

proteases envolvidas na coagulagdo sanguinea®.

O controle laboratorial da heparinizacao foi feito pela medida do TTPA®, teste
que tem sido comumente utilizado devido a sua sensibilidade e precisdo. Paulson
et al.” publicaram estudo no qual empregaram esse teste para o controle da
heparinizagdo dos suinos utilizados. Considerando-se os resultados do presente
estudo em relagdo a esse parametro e observando-se os valores do TTPA dos trés
grupos, verificou-se no grupo lll o valor normal desse parametro para suino (23,2
segundos), de acordo com a literatura pesquisada. ®® Nos Grupos | e Il os valores
estdo aumentados, o que confirma que a dose utilizada foi suficiente para produzir
efeito anticoagulante (Tabela 7, Grafico 7). Pode-se concluir que esse efeito foi
adequado para a comprovagao da eficacia do adesivo aplicado por laparoscopia em
coibir o sangramento em todos os animais tratados, uma vez que os animais
heparinizados e ndo tratados apresentaram sangramento continuo até o final do

estudo.

A primeira referéncia encontrada em estudo experimental com hemostasia de
ferimento esplénico utilizando a cola de fibrina foi publicado por DeRisi et al.?® em
1982. O estudo foi realizado em caes nao heparinizados, empregando a laparotomia
como via de acesso. A hemostasia foi obtida em todos os casos no tempo minimo

de 10 segundos e maximo de 10 minutos.

Em estudo clinico, a primeira referéncia ao uso de adesivo bioldégico em
ferimento esplénico foi feita por Scheele et al.** na década de 1980, por laparotomia.
A hemostasia foi obtida em 94% dos casos incidentais e 87% dos acidentais,
incluindo trés pacientes que apresentavam grave coagulopatia decorrente de

politransfusdes. Nao foi mencionada a quantidade de adesivo utilizada.

Também na década de 1980 Ishitani et al.”, utilizando a cola de fibrina (10
mL) pela primeira vez por laparoscopia, conseguiram coibir a hemorragia de

ferimento hepatico ndo padronizado em porcos heparinizados (10.000 U/kg). O
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coagulo formou-se dentro de 10 segundos, obtendo-se a hemostasia em todos os

Casos.

Salvino et al.”" em estudo experimental, provocaram les&o de 4 x 4 x 4 cm no
figado e baco de caes ndo heparinizados. O ferimento foi tratado por laparoscopia,
com a aplicagédo de 40 mL, em média, de adesivo bioldgico para obter a hemostasia,
tendo o coagulo se formado entre 5 e 15 segundos. Por sua vez Feinstein et al.®
utilizaram entre 3 e 9 mL desse adesivo via laparotomia, em ferimento hepatico
produzido por trauma fechado em suino heparinizado, conseguindo coibir o

sangramento.

Nesta pesquisa a perda sanguinea maior ou menor evidenciou, de um lado, o
efeito anticoagulante da heparina e, do outro, a eficacia do adesivo biolégico como
hemostatico. O Grupo Il foi o que apresentou a maior perda sanguinea com média
de 6,8mL, ja que a lesédo esplénica, executada 10 minutos apds a heparinizagéo,
nao foi tratada. Por outro lado, o Grupo | foi o que apresentou 0 menor sangramento
com média de 1,8 mL, certamente como resultado da aplicagdo do adesivo biolégico
no ferimento esplénico (Tabela 8, Grafico 8). Verificou-se que, apesar da
heparinizagdo prévia, formou-se coagulo do adesivo em todos os animais desse
grupo (Tabela 9, Grafico 9) com subsequente parada do sangramento em todos
eles, verificada apos laparotomia. O oposto ocorreu com os animais do Grupo Il, nos
quais o coagulo nao se formou (Figura 7), e o sangramento persistiu continuamente
até o momento da eutanasia. Certamente a capacidade da cola de fibrina de formar
coagulo com eficiéncia hemostatica mesmo em animal heparinizado foi
preponderante para a menor perda sanguinea verificada nos animais do Grupo |, o

que foi estatisticamente significante (p= 0,004).

Em relagdo a formagdo do coagulo sanguineo nos animais do Grupo lll,
observou-se que esta ocorreu no ferimento esplénico dos 6 animais (Tabela 9,
Grafico 9). Provavelmente esse coagulo demorou mais para se formar que o coagulo
de fibrina no Grupo |, possibilitando maior sangramento. Isso ficou demonstrado a
laparotomia pela maior quantidade de sangue coletado na cavidade abdominal dos

animais desse grupo, na comparagao com o Grupo | (Tabela 8, Grafico 8).
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A coagulabilidade sanguinea é alterada quando a temperatura corporea esta
abaixo de 37° C *™, resultado da inibicdo das reacdes enzimaticas da cascata da
coagulacdo induzida pela hipotermia. A fim de evitar esse problema, Kheirabadi et
al.”, em trabalho realizado com suinos nos quais se produziu e tratou lesdo adrtica
padronizada, mantiveram a temperatura dos animais entre 37 e 39° C utilizando

manta de agua aquecida. Acheson et al.®®

, utilizando suinos nos quais se provocou
e tratou lesdo padronizada de artéria femoral, também mantiveram a temperatura

deles em aproximadamente 38° C durante o experimento.

O presente estudo teve o intuito de tratar lesdo esplénica em condi¢des de
coagulabilidade sanguinea alterada. Assim, verificou-se que em TO as temperaturas
médias dos trés grupos eram inferiores a 37°C (Tabela 10, Grafico 10). Durante os
procedimentos as temperaturas médias dos animais diminuiram no decorrer do
tempo nos trés grupos, com variacdo entre 36,8 e 33° C. Isso ocorreu como
resultado da perda de calor para o meio ambiente, bem como pela inalagédo de gas
anestésico a baixa temperatura durante os procedimentos operatérios. Nao se
tentou manter a temperatura dos animais em 37° C. No Grupo | foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes (p=0,009) nesse parametro entre os
instantes de tempo, verificando-se que as temperaturas em TO foram
significativamente maiores do que em T10 e em T20. A diferengca nesses casos foi
de aproximadamente 0,4° C. Entre os grupos e em cada instante de tempo néao
foram encontradas diferengcas significantes. O Grupo Il apresentou a maior

temperatura média no inicio dos procedimentos, € o Grupo |, a menor.

A diminuicdo observada das temperaturas corporeas dos animais foi
considerada vantajosa para esta pesquisa. Felfernig et al.”®, em estudo realizado in
vitro, observaram que a hipotermia prolonga o TTPA de plasma heparinizado. Assim,
o estado de hipotermia no qual os animais estavam durante o experimento
provavelmente tenha somado a alteragao da coagulabilidade sanguinea provocada
pela hipotermia ao efeito anticoagulante da heparina. Com isto foi possivel testar o
poder hemostatico do adesivo cirurgico em condicdo de coagulagdo duplamente

alterada.

No adesivo bioldgico, a rapidez com que o coagulo se forma é proporcional a

concentracdo de trombina®*. Ha relato®' demonstrando que, com a concentracéo de
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300 a 600 Ul/mL, o coagulo formou-se entre 4 e 3 segundos. O levantamento de

outros trabalhos experimentais’®®’

mostrou a concentracdo desse componente
variando de 250 a 1.000 Ul/mL. No presente estudo o adesivo biolégico utilizado
conteve trombina numa concentragdo meédia de 500 Ul/mL, que levou o coagulo a se
formar entre 3 e 5 segundos (Tabela 11 e Grafico 11), o que esta de acordo com a
literatura pesquisada®®. Ha vantagens na formacao rapida do coagulo de fibrina, tais
como menor perda sanguinea (que foi de 1,8 mL em média no Grupo |, Tabela 8) e
diminuicdo da incidéncia de embolia*® (que ndo ocorreu em nenhum dos animais
deste estudo). Assim, pode-se concluir que a concentragdo de trombina utilizada foi

adequada.

A adesao do adesivo biolégico ao tecido lesado é resultado das ligagcdes
cruzadas da fibrina e as glicoproteinas adesivas (fibronectina, tromboespondina, e
fator de von Willebrand)’” do lado do adesivo, com o colageno e as glicoproteinas

841 Ronneberger e Hein” publicaram

adesivas teciduais, do lado da leséo
pesquisa realizada em ratos na qual verificaram que o adesivo biolégico com
fibrinogénio em concentragdo abaixo de 40 mg/mL relaciona-se com a adeséao

49,59

inadequada do adesivo ao ferimento. A revisao da literatura mostra relatos com a

concentrac&o variando de 35 a 110 mg/mL.

No presente estudo a concentragdo média de fibrinogénio foi de 90 mg/mL,
que propiciou boa adesdo do coagulo ao ferimento esplénico. Isso pdde ser
comprovado as laparotomias apos T20 (Tabela 9, Grafico 9), quando se verificou a
presenca de tampéao de adesivo firmemente aderido a lesdo esplénica em todos os
animais do Grupo I. A firme adesdo do adesivo ao local do ferimento é desejavel,

objetivando garantir a hemostasia.

Embora a intencdo tenha sido a de aplicar o adesivo sempre no interior da
lesdo esplénica, isso foi conseguido em apenas quatro dos seis animais do Grupo I.
Foram observadas diferengas no tempo de formagdo do coagulo, de acordo com o
local da aplicagao do adesivo (Tabela 12, Grafico 12). Quando ele foi aplicado no
interior da lesdo o coagulo formou-se em 3,3 segundos, em média. Quando aplicado
na superficie da lesdo, o coagulo formou-se em 4 segundos, em média. Levando-se

em conta que o tempo maior despendido na formagdo do coagulo propicia maior
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perda sanguinea, pode-se concluir que a aplicagdo do adesivo no interior do

ferimento é desejavel por possibilitar a formag¢ao do coagulo em menor tempo.

A analise histolégica mostrou o preenchimento da lesdo pelo coagulo de
fibrina (Figura 11), que resultou no efeito hemostatico demonstrado pelos
parametros avaliados de perda sanguinea. Na superficie do coagulo em contato com
o tecido esplénico observou-se a formacdo de rede de fibrina, responsavel pelo
ancoramento do coagulo ao ferimento (Figura 12). O efeito da aderéncia ficou
evidenciado pela constatagcdo de que nenhum dos coagulos se soltou durante o
experimento. O fato de se tratar de um experimento agudo ficou caracterizado pelo
encontro de infiltragdo leucocitaria e de macrofagos com hemossiderina, o que

indica o inicio da reparacgao tecidual (Figura 13).

Deste modo a pesquisa pdde comprovar que o adesivo bioldgico € eficaz para
a hemostasia de lesdo esplénica, a aplicagdo de adesivo biolégico por via
laparoscopica é factivel, a hemorragia de lesdo esplénica pode ser tratada de forma
eficaz por este método e que a anticoagulagdo nao interfere com a eficacia desse

modelo de tratamento.

No estudo ora apresentado, o novo em relagdo ao que existe na literatura € o
fato de se ter utilizado um adesivo cirurgico (adesivo biolégico) por via laparoscépica
em lesdo padronizada de o6rgao parenquimatoso, em animal heparinizado.
Demonstrou-se que o adesivo biolégico empregado por este meio de aplicagao é
eficaz e eficiente em coibir o sangramento nesse tipo de lesdo, e consequentemente
evitar o procedimento de laparotomia com todas as suas consequéncias

desfavoraveis para organismo.

Novas pesquisas com outras espécies de animais e outros 0rgaos
parenquimatosos serao de fundamental importancia para se poder extrapolar este
tipo de procedimento, levando-o a ser utilizado em humanos. Além disso, outras
pesquisas deverao ser realizadas, variando o tamanho da lesdao em animais
heparinizados, para que se possa estabelecer qual € o limite da utilizagcdo deste

método.



Discussao |49

Nao se observou nenhuma limitagdo na execucido deste modelo em relacéo
ao animal, a videolaparoscopia, nem a utilizacdo do adesivo por esta via. Deve-se

mencionar ainda que este procedimento € de execucgao rapida e eficiente.

As perspectivas futuras sdo promissoras, e espera-se que 0s custos do
adesivo e do equipamento de videolaparoscopia sejam reduzidos, tornando-os mais
acessiveis e possibilitando sua utilizagdo em pacientes de todas as condicbes

socioecondmicas.



6. CONCLUSAO
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O adesivo biolégico de fibrina aplicado por laparoscopia é eficaz para a

hemostasia de ferimento esplénico em suino sob efeito de droga anticoagulante.
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APENDICE

(A) PROTOCOLO DE ANESTESIA

IDENTIFICAGAO: ANIMAL N°: GRUPO:
DATA: / / PESO:

ANESTESICO:

DOSE: VIA: HORA:

PLANO ANESTESICO: HORA

DURAGAO DA ANESTESIA:

REFORCO:

INTERCORRENCIAS:




(B) Protocolo dos Parametros Clinicos, Hemodinamicos e Laboratoriais

Data

Grupo

Animal n°

TO

T10 T20

DC

PAM

FC

PAP

TTPA




(C) PROTOCOLO DA APLICAGAO DO ADESIVO NO GRUPO |

ANIMAL N°

SUPERFICIE DA LESAO

INTERIOR DA LESAO




(D) PROTOCOLO DO TEMPO DE FORMAGAO DO COAGULO DE FIBRINA
NO GRUPO |

ANIMAL N°

SUPERFICIE DA LESAO (seg.)

INTERIOR DA LESAO (seg.)




(E) PROTOCOLO DA ANALISE MACROSCOPICA

GRUPO

ANIMAL N°

SANGRAMENTO PERSISTENTE: SIM NAO
PRESENCA DE COAGULO: SIM NAO
COAGULO ADERIDO A LESAO ESPLENICA: SIM NAO

VOLUME ESTIMADO DA PERDA SANGUINEA: mL




(F) PROTOCOLO DA EUTANASIA

DATA: / /

IDENTIFICACAO: ANIMAL N°

GRUPO:
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