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Resumo

GONZALEZ, H. H. Aplicacdo de diferentes pingcas hemostaticas em veias
de equinos: estudo morfolégico. Botucatu, 2016. 70 p. Dissertacédo
(Mestrado) — Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria, Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista — UNESP “Julio de Mesquita Filho”.

Foi realizada a avaliacdo morfologica e morfométrica da veia cefélica
submetida a pincamento de cinco equinos higidos. Foram testadas as pincas
hemostaticas: Diffenbach bulldog, De Bakey bulldog, Rochester reta e De
Bakey com cremalheira. Apds 15 minutos da aplicacdo das referidas pincas,
foi realizada a flebectomia parcial e coletadas as amostras referentes a cada
segmento do vaso pincado e do segmento controle sem pingamento. Das
pecas procedeu-se as preparacdes histoldgicas dos segmentos da veia nas
coloracbes de Hematoxilina-Eosina e Tricrbmio de Masson, 0s cortes
histol6gicos foram avaliados por microscopia Optica. Foi realizada analise
morfolégica das veias, de forma qualitativa, utilizando para isto uma escala de
avaliacdo de lesBes vasculares ap0s pincamento; a avaliacdo morfométrica,
quantificando em micrometros o achatamento produzido pelas pingcas nas
diferentes camadas vasculares. Em ambos os estudos, morfolégico e
morfométrico, as pincas com serrilhamento transversal e fechamento tipo
cremalheira causaram as maiores alteracbes, observou se marcada
vacuolizacdo das células musculares e desarranjo na tanica media com perda

marcada das células endoteliais da tinica intima do vaso estudado.

Palavras-chaves: Histometria, flebotomia, tromboflebite, hemostasia.



Abstract

GONZALEZ, H. H. Application of different hemostatic clamps in horse’s
veins: a morphological study. Botucatu, 2016. 70 p. Dissertacdo (Mestrado) —
Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista
— UNESP “Julio de Mesquita Filho”.

Morphometric and morphologic evaluation of the cephalic vein of five healthy
horses submitted to clamping was done. Hemostatic clamps tested were
Dieffenbach bulldog, De Bakey bulldog, Rochester straight and De Bakey with
ratchets. 15 minutes after mentioned clamps were applied partial phlebotomy
was performed and histologic sections of the veins were prepared and stained
with Hematoxylin-Eosin and Masson Trichrome, after the stained preparations
were evaluated by light microscopy. A qualitative morphological analysis of the
veins was performed using a rating scale of vascular lesions after clamping; the
morphometric evaluation consisted in quantifying in micrometers the flattening
produced by the hemostatic clamps in the different vascular beds. In both
studies, morphologic and morphometric, hemostats with transverse serration
and ratcheted mechanism caused major changes, pronounced vacuolization of
the muscle cells, derangement of the medium tunic and marked loss of

endothelial cells of the intima tunic was observed in the vessel studied.

Key words: Histometry, phlebotomy, thrombophlebitis, hemostasis.



1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Nos equinos, a veia cefalica esta localizada na face medial da regido
do radio (SCHALLER, 2007), paralela a diafise deste (BUDRAS et al., 2003).
Como noutras espécies, este vaso € uma alternativa para coleta de amostras
sanguineas, hidratacdo e administracdo de medicamentos, mas apresenta uma
taxa de até 85% de chance de desenvolvimento de tromboflebite (KLOHNEN,
2009). No equino, a veia cefalica tem sido utilizada mais comumente no
procedimento de perfuséo regional, para o tratamento de infec¢des regionais
(PALMER; HOGAN, 1999).

No aspecto estrutural, as veias tem forma tubular, com parede flexivel
composta por trés tanicas sendo a camada interna, denominada tunica intima,
seguida pela tinica média; e, finalmente, a mais externa, a adventicia (MAFFEI
et al., 2008).

A tdnica intima apresenta um revestimento celular endotelial seguido
da sua membrana basal e tecido conjuntivo. A camada média ou
musculoelastica se caracteriza pela presenca de células musculares lisas
(CML) e matriz extracelular. Por fim, a camada adventicia, mais externa, onde
se encontram os fibroblastos, pericitos, além de tecido adiposo, conjuntivo
frouxo e vasos linfaticos, nos vasos de maior calibre, vasos arteriais e venosos
chamados os Vasa Vasorum (PEARSON, 1999).

O endotélio como um todo, pode ser considerado um 6rgao endocrino
com capacidade de resposta a diferentes tipos de estimulos (humorais, neurais
e fisicos), desempenhando um papel fundamental na regulacdo da circulacdo
(VAN HINSBERGH, 2001). A principal funcdo do endotélio vascular é a
manutencdo de uma barreira eficaz para liquidos, proteinas e células,
enguanto, concomitantemente, permite a transferéncia eficiente de gases e o
transporte de solutos, bem como o transito de células inflamatérias (MEHTA et
al., 2014).

A tanica média apresenta células musculares lisas dispostas em espiral
por entre as fibras de coldgeno, estas células sédo responsaveis pela producdo
de elastina, substancia fundamental e colageno extracelular dos tipos | e lli

(ROSS; PAWLINA, 2012). Os colagenos e elastina séo as principais proteinas



constituintes dos vasos. As propriedades biomecéanicas dos vasos, em
particular das principais artérias (p. ex. aorta, mesentérica cranial e caudal) e
veias (p. ex. jugular, cava cranial e caudal), sdo em grande parte dependente
das quantidades absolutas e relativas destes dois constituintes (JACOB, 2003).
De maneira geral a tinica média é mais espessa nas artérias que nas veias e
ausente nos capilares e linfaticos, embora nos linfaticos maiores possam
apresentar-se como uma fina camada (MAFFEI et al., 2008).

A células musculares lisas sao fusiformes com o nucleo alongado,
dispostas em espiral. Nos cortes transversais dos vasos e artérias elas
aparecem em uma disposicdo circular (ROSS; PAWLINA, 2012), sdo o unico
tipo celular presente na tlinica média. Assim como toda fibra muscular, conta
com feixes de atina e miosina e, por tanto se contrai (MAFFEI et al., 2008). Em
animais adultos, torna se uma célula altamente especializada, cuja funcéo
principal € a regulagdo do tono, diametro, pressdo arterial e distribuicdo do
fluxo de sangue (OWENS et al., 2004).

A adventicia dos grandes vasos € constituida de matriz extracelular rica

em fibras de colageno e fibras elasticas que formam uma rede frouxa menos
organizada do que aquela encontrada na tunica média. As células do estroma
sdo fibroblastos e macrdéfagos. Na tunica adventicia localizam-se os vasa
vasorum e 0s nervi vascularis. Pericitos também conhecidos como células
murais vasculares na periferia das células endoteliais em micro-vasos,
incluindo arteriolas pré-capilares, capilares, e vénulas pos-capilares (ROSS;
PAWLINA, 2012; KABARA et al., 2014).
A cirurgia vascular teve um grande avanco apés a segunda Guerra Mundial,
semelhante ao ocorrido em outras especialidades clinicas. Apds esse periodo,
ocorreu grande desenvolvimento de técnicas como utilizacdo de
anticoagulantes, analises por imagens como ultrassonografias e angiografias e
o desenvolvimento de préteses (BRITO et al., 2008).

A semelhanca do que acontece na medicina humana, na medicina
veterinaria as doencas vasculares sao relevantes, destacando-se a trombose
da veia jugular ou tromboflebite, provavelmente a alteragcdo vascular mais
comum encontrada na pratica clinica em equinos (REED et al., 2009). Um a
cada trés equinos hospitalizados com cateter intravenoso para hidratagéo,

coleta de amostras ou administracdo de medicamentos por 24 horas ou mais,



apresentam alteragcbes compativeis com trombose ou tromboflebite (TRAUB-
DARGATZ; DAGARTZ, 1994; GERAGHTY et al.,, 2009). Sete de 38 animais
com cateter central desenvolveram tromboflebite apos anestesia em cirurgia de
colica (LANKVELD et al., 2001); 8 de 53 potros com alimentacédo parenteral
tiveram a complicacdo (MYERS et al., 2009). Em equinos com colica e
submetidos a laparotomia, a tromboflebite foi a quinta complicagdo mais
comum em curto prazo (MAIR; SMITH, 2005).

De acordo com os fatores descritos por Wirshow: as alteracdes na
parede vascular, alteragdes no fluxo sanguineo e alteracées nos componentes
sanguineos, originam tromboses nos vasos. Em equinos, a veia jugular é
comumente acometida por tromboflebite devido a facilidade de acesso a este
vaso nas medicacdes parenterais intensivas, sendo a primeira escolha para
puncdes e aplicacdes de medicamentos pela via intravenosa (BORGHESAN et
al., 2012), as veias cefalica e epigastrica cranial superficial podem ser
utilizadas, embora a taxa de ocorréncia da tromboflebite seja mais alta
(KLOHNEN, 2009).

A tromboflebite aguda apresenta aumento da sensibilidade a palpacéo
da regido, e temperatura local, além do desenvolvimento de edema local
(MYERS et al., 2009). Outros sinais clinicos como depressédo, anorexia,
hipertermia e endotoxemia podem estar associados a enfermidade primaria ou
ao efeito da comorbilidade patogénica (TRAUB-DARGATZ; DARGATZ, 1994;
MAIR; SMITH, 2005; GERAGHTY et al., 2009).

A confirmacdo da tromboflebite pode ser realizada por avaliacao
ultrassonografica, onde se observa presenca intraluminal do trombo, de
ecogenicidade homogénea ou heterogénea com espacos hipoecdicos e
irregulares intraluminal, além da resisténcia a compressdo sdo achados
comuns em vasos acometidos (GERAGHTY et al., 2009).

O tratamento cirargico das vasculopatias oclusivas varia desde a
resseccdo até a trombectomia, incluindo-se ainda os enxertos e proteses de
diferentes origens como os bioldgicos e o Dacron® (CANNON et al.,, 1983;
RIJKENHUIZEN; SWIETEN, 1998; DORNBUSCH, 2002; REED et al., 2009;
RUSSELL et al., 2010).

Na aplicacdo das técnicas em cirurgia vascular, o uso de pingas de

diferentes formas e funcbes foram desenvolvidas e sdo aplicadas para a



realizacdo de hemostasia transitoria e tem por objetivo a eficiéncia nesta fase
da técnica cirurgica com foco na menor decorréncia lesiva ao vaso pingado.
(MARGOVSKY et al., 1999; DARCIN et al., 2004)

O instrumental cirargico utilizado nos procedimentos médicos em
humanos também é utilizado por médicos veterinarios. A limitagdo no uso
destes materiais € margeada por determinacbes de ordem econdmica,
experiéncia de uso, consideracdes intrinsecas as variaveis da espécie e de
preferéncia pessoal. Os custos envolvidos na compra de instrumentos sao
substanciais e exigem uma compreenséao clara dos procedimentos fabricacéo,
manutenc¢ao e aplicacdes potenciais durante a cirurgia (AUER; STICK, 2012).

A evolucdo das pincas hemostaticas aconteceu em trés etapas:
desenvolvimento de pincas para ligadura e hemostasia direta antes do século
XX, onde o proposito era controlar a hemorragia; no inicio do século XX, o
desenvolvimento das pincas atraumaticas e a oclusdo temporéaria do fluxo
sanguineo facilitaram a reconstrucdo vascular e anastomose; e, finalmente, a
construcdo de pincas tangenciais as quais permitem a continuidade do fluxo
sanguineo e faz possivel a reconstrucdo de vasos de grande porte (SACHS et
al., 1998).

O material e o formato das pincas sdo fatores importantes do
instrumental para a realizacdo da oclusdo temporaria de um vaso (ZHANG et
al., 2013). Parte do instrumental basico para cirurgia vascular inclui pingas com
extremidades em diferentes angulos e superficie, de pressao Unica como as
Bulldog (fechamento autoestatico) ou controlaveis com cremalheira, além de
tesouras e porta-agulhas (MAFFEI et al., 2008).

Dentre as pincas vasculares, as mais usadas sdo as de modelo
Rochester, Gregor, De Bakey e Diffenbach, sendo as duas dultimas em
cremalheira e Bulldog. O desenho das pincas com serrilhado em linha
alternado permite a oclusdo do vaso e impede seu deslizamento, reduzindo ao
mesmo tempo o0s danos as estruturas que compdem a parede vascular
(MAFFEI et al., 2008).

A aplicagcdo das pingcas hemostaticas varia conforme o calibre dos
vasos sendo indicado para os de médio e grande calibre o modelo De Bakey
com cremalheira, cujos ramos podem ter angulagdes diferentes (30, 45 e 90

graus). As pingas “Bulldog”, De Bakey, Gregor e Diffenbach s&o utilizadas para



realizacdo da hemostasia em 0S vasos que apresentam o diametro menor
(BRITO et al., 2008).

Uma cirurgia vascular precisa da aplicacdo de pincas hemostaticas o
que invariavelmente resulta em trauma vascular (AUKLAND; HURLOW,1981;
JACKIEWICZ et al., 1996), um campo cirargico sem sangue, manuseio suave e
cuidadoso sdo quesitos necessario para realizacdo de uma reparacdo vascular
(MANSHIP et al., 1985), além de prevenir a formacdo da trombose, evitando
assim trauma nas estruturas dos vasos sanguineos. (DUJOVNY et al., 1979;
GERSAK et al., 1996). Quanto menor o tempo de aplicagdo das pingas para
fazer a oclusdo dos vasos, menor € o trauma produzido ao endotélio (KUO et
al., 1993).

A oclusdo do fluxo numa anastomose arterial é feita num periodo
médio de 15 minutos (MINDERJAHN; DAHM, 1979), mas quando é feita uma
cirurgia cardiaca, dificilmente a oclusdo da aorta ascendente é menor de 30
minutos (BABIN-EBELL et al., 2010).

A forca necessaria para conseguir a oclusdo segura e eficiente dos
vasos € chamada minima forca de oclusdo vascular, as varidveis que
determinam esta forca sdo: didmetro do vaso, pressdo sanguinea, area de
contato e elasticidade do vaso (DUJOVNY et al., 1979). A forca de aplicacéo
das pincas tem correlacédo positiva com a extensao da lesdo da parede arterial
(MARGOVSKY et al., 1999).

Em pequenas artérias, jA foi descrito que o pincamento resulta em
desnudacdo celular do endotélio e dano as células musculares lisas
subjacentes da tunica média (MOORE et al., 1985). O dano causado as células
endoteliais pode predispor a ocorréncia de aterosclerose e hiperplasia da
intima, levando secundariamente a rotura ou oclusdo do limen vascular em
longo prazo (JACKIEWICZ et al., 1996).

Em coelhos, na artéria auricular e aorta abdominal pincadas por uma
hora e avaliadas por microscopia eletrbnica, onde foi demonstrado o dano
gerado na intima de todos os segmentos submetidos aos pincamentos
(SLAYBACK et al.,, 1976), Lee et al. (2008) realizaram testes com pinc¢as
laparoscopicas, tipo Bulldog e pingas com fechamento de cremalheira e,

concluiram que todas as pingas geram trauma vascular independente do tipo



de fechamento, formato dos ramos, serrilhamento, tempo de uso e incluso da
regido dos ramos onde foi realizado o pingamento (proximal, médio ou distal).

O pincamento temporario leva a lesdo da parede vascular e a
potenciais complicacbes no periodo transoperatorio (ZHANG et al., 2013), a
microscopia eletrénica de carotidas comuns de ratos submetidos a anastomose
revelou maiores danos vasculares nos locais da aplicacdo das pingas
temporaria do que na linha de sutura (MINDERJAHN; DAHM, 1979).

Em artéria femoral e carétida de caes sadios, mesmo que as alteracdes
morfolégicas apos pingamento ainda persistiam seis meses depois, ndo houve
alteracdes de tipo funcional (DORIN et al., 1992), porém, quando sdo pacientes
acometidos com aterosclerose, 0s vasos estudados apO0s o0 pingcamento
apresentaram alteracdes morfoldgicas e funcionais (MANSHIP et al., 1985).

Do trauma vascular, a proliferacdo do endotélio pode acontecer de 7 a
14 dias, dois dias apds o trauma € possivel observar migracdo de células
endoteliais orientadas na direcdo do fluxo e a reparacdo completa foi
observada aos 21 dias (JACKIEWICZ et al., 1996). A exposicdo dos tecidos
subendoteliais e consequente agregacdo plaquetaria retarda o processo de
reparacao (MINDERJAHN; DAHM, 1979). A agregacao plaquetéria no local da
aplicacao das pincas ndo é diferente da agregacao na superficie ndo pincada
quando a lesdo é leve, porém este fenbmeno torna evidente quando o trauma
ao vaso é moderado ou grave (MARGOVSKY et al., 1997).

A microscopia 6tica é uma ferramenta pratica que permite avaliar os
diferentes graus de lesGes que acontecem na parede vascular apés
pincamentos. Margovsky et al. (1997) apresentaram escalas de 0 a 3, sendo 0
sem lesdo e 3 lesdo grave (OZALP et al., 2009). Na microscopia eletrénica
escalas de 0 a 4 podem ser empregadas para fazer a descricdo das alteracbes
do endotélio quando feita a oclusdo temporéria do fluxo sanguineo (MOORE et
al., 1988).

O endotélio vascular é metabolicamente ativo e capaz de responder as
mudancas no ambiente, incluindo a hipdxia, a tensdo de corte, pH e trauma
(AUER; STICK, 2012). E claro que o cirurgido tem que conhecer o impacto dos
instrumentos na manipulagcéo dos vasos e ao mesmo tempo a multiplicidade de

funcdes que derivam dos componentes da parede vascular.



Artérias carétida e femoral de ovelhas (MARGOVSKY et al.,, 1997;
MARGOVSKY et al., 1999), artéria subclavia e carétida de porcos (BABIN-
EDELL et al., 2010; ZHANG., 2013), artéria cardtida e aorta de ratos
(MINDERJAHN; DAHM, 1979; GERSAK et al.,, 1996; JACKIEWICZ et al.,
1996), artérias femoral, carétida e aorto-iliaca de cdes (MANSHIP et al., 1985;
MOORE et al., 1985; PABST et al., 1989; DOBRIN et al., 1992; DARCIN et al.,
2004), artéria aorta abdominal e auricular de coelhos (SLAYBACK et al., 1976;
OZALP et al.,, 2009), tem sido testadas com diferentes pincas, porém nao
existem trabalhos avaliando as alteragbes produzidas pelos pingamentos em

veias de equinos.



2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

O objetivo deste trabalho foi estudar as alteracdes morfologicas e
morfometricas produzidas por diferentes pingas hemostaticas quando aplicadas
na veia cefélica de equinos, com analise de cada tunica venosa, com relacdo
ao tipo de pinca e suas caracteristicas.

Justifica-se pelo uso de pingcas hemostaticas em cirurgia vascular como
necesséario e parte das fases fundamentais das cirurgias vasculares, pincas
estas por vezes consideradas ndo lesivas aos vasos, embora 0 uso destes
instrumentos poderem causar lesdes vasculares de intensidade variavel e
predispor aquele vaso pincado a alteracfes decorrentes. A possibilidade de
identificar alteracdes morfolégicas na veia cefélica de equinos apés aplicacdo
de pincas hemostaticas permite avaliar a aplicabilidade clinica cirdrgica das
pincas em procedimentos vasculares, com estimativa das possiveis lesfes

decorrentes desta pratica.



3. MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos desse projeto foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista — UNESP- Botucatu/SP, Protocolo N° 17/2014-
CEUA. Foram utilizados 5 equinos higidos, fémeas, com idade média de sete
anos, com 350 Kg de massa corporal média.

Os animais foram mantidos em bahias e alimentados com feno e agua
a vontade no periodo experimental e liberados em piquetes apos finalizagdo do

experimento, onde foram observados até seis meses depois.

3.1 Pingas aplicadas no estudo.

Foram utilizadas quatro tipos de pincas hemostaticas que apresentam
variacfes no tipo de fechamento e/ou no serrilhamento dos seus ramos como
observado na Figura 1, sendo trés de uso em cirurgia vascular e uma de uso
em cirurgia geral: Diffenbach Bulldog (pinca autoestatica e serrilhamento
transversal), De Bakey bulldog (pinca autoestética e serrilhamento longitudinal),
e De Bakey com cremalheira (pinca de fechamento com cremalheira e
serrilhamento longitudinal) Rochester reta (pinca de fechamento com

cremalheira e serrilhamento transversal empregada em cirurgia geral) .
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FIGURA 1. Pingas empregadas no estudo. P1- Diffenbach Bulldog; P2- De Bakey bulldog; P3-
Rochester reta; P4- De Bakey com cremalheira. Adaptado de http://www.surgical-
instruments.info/en/index.html

3.2 Procedimentos pré-cirargicos

Os animais foram examinados 24 horas antes do procedimento
cirargico, por exames clinicos gerais de cada animal onde foram considerados
os parametros fisicos basicos, estes a frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria, temperatura corporal, coloracdo das mucosas, tempo de
preenchimento capilar, auscultacdo toracica e abdominal e aspectos da
locomogédo (FEITOSA, 2014; ROSS; DYSON, 2003), exames estes
confirmativos da higidez dos animais.

Cada equino, contido em tronco foi submetido a tricotomia e
antissepsia com alcool iodado 5% da face medial da regido radial direito e
observada a perviedade da vasculatura venosa daquela regido por
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garroteamentos proximal, ingurgitamento dos vasos e diferenciacdo destes.
Seguiu-se o exame ultrassonograficol em modo B feitas seguindo tanto o plano
longitudinal como transversal do membro, empregado equipamento de
ultrassom com transdutor linear e frequéncia entre 14 e 16 MHz e ganho acima
de 60%. Observou-se a perviedade do vaso com presenca de fluxo,
ingurgitamento por pressdo digital proximal ao retorno sanguineo, reducao da
distensdo do vaso a pressdao com o transdutor em cortes longitudinais e
transversais. Este foi considerado o primeiro momento, prévio a intervencéo

com pingamento do vaso.

3.3 Procedimentos cirurgicos e das avaliacdes

Os procedimentos seguiram 0Ss momentos prévio ao procedimento
cirirgico — MP, momento da realizacdo da cirurgia com 0s pingcamentos da veia
cefélica — MO, periodo de observacéo e exames do dia primeiro apos a cirurgia
que compreendeu 24 horas apoés a cirurgia M1 até o M12 que se referiu ao 12°
dia apos a cirurgia (M1 a M12) e neste ultimo momento M12 a remogdo dos
pontos de pele.

MP MO M1-M12
Avaliac&o pre-cirdrgica, I Procedimento cirdrgico I Avaliagdo pos-cirtrgica geral e
Tricotomia e Ultrassom local, exame de claudicagao

24 horas antes do 24 horas ap0s o experimento e Dia 12 retirada de
experimento diariamente até o dia 12 pontos de pele

FIGURA 2. Sequéncia de eventos do protocolo experimental. (MP) Momento pre-cirdrgico; (MO0)
Momento 0; (M1-M12) Momentos do dia 1 até 12.

O procedimento cirdrgico com a colocacdo das pingas hemostaticas na
veia cefalica de cada animal se deu apds jejum de 12 horas, com 0s animais

mantidos em tronco e tranquilizados com 1 mg/kg de xilazina 10%?2, por via

1 Ultrassom MyLab 70Vet XV- ESAOTE ® EsaoteS.p.A. InternationalActivities, Italy.
2 Sedomin 10% cloridrato de xilazina. Fco x 20 ml Kénig



14

intravenosa. Em seguida, realizou-se o blogueio anestésico regional 5 ml de
cloridrato de lidocaina 2% sem vasoconstritor®. Apés antissepsia foi feito o
acesso cirargico a veia cefalica foi realizado por incisdo da pele com bisturi
sobre a veia em questdo, posicionado em sentido axial ao radio, com
comprimento aproximado de dez centimetros. Em seguida foi realizada a
divulsdo dos tecidos adjacentes com tesoura Mayo romba, fazendo a
exposicdo de segmento venoso de aproximadamente seis centimetros. A
sequéncia de aplicacdo das pincas de proximal para distal foi feita mediante
alternancia em substituicdo onde P1 (Diffenbach bulldog), P2 (De Bakey
bulldog), P3 (Rochester reta) ao P4 (De Bakey com cremalheira) representam
as pincas e o Segmento Sem Pincamento (SSP) foi controle comparativo com
0os demais segmentos pin¢ados, as pincas com cremalheira (Rochester e De
Bakey) foram aplicadas empregando o maximo ponto de fechamento. O
segmento SSP foi sempre localizado um centimetro mais proximal que a
primeira pinca e a distancia entre as pincas foi de cinco milimetros. A
distribuicdo variada da aplicacdo das pinc¢as teve por intencédo a nao ocorréncia
de interferéncias entre elas na repeticdo do posicionamento destas no vaso.

O posicionamento na sequéncia das pincas aplicadas na veia cefélica,
para cada animal seguiu:

Numero do animal — sequéncia de pincas aplicadas

Animal 1 (A1) - SSP, P1, P2, P3 e P4.

Animal 2 (A2) - SSP, P2, P3, P4 e P1.

Animal 3 (A3) - SSP, P3, P4, P1 e P2.

Animal 4 (A4) - SSP, P4, P1, P2 e P3.

Animal 5 (A5) - SSP, P1, P2, P3 e P4.

Apés 15 minutos da aplicacdo das pincas foi feita a resseccao do
segmento de veia cefélica e imediatamente coletados os fragmentos para
exames histopatologicos.

Os cotos proximal e distal da veia cefalica foram submetidos a ligadura
com fio Vicryl® (Poliglactina n® 2-0). Seguiu sutura de pele com nailon 2-0 em
padrao simples continuo. Apés curativo local com clorexidina 4% foi aplicado

penso protetor sobre a ferida cirdrgica.

3 Xylestesin 2 % sem vasoconstritor — Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos
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Os segmentos vasculares retirados no ato cirargico foram coletados e
cada fragmento de vaso pincado e o segmento sem pingamento (SSP),
liberado da pinca e colocado em solucédo fixadora ALFAC (alcool, formol e
acido acético). Apos a fixacdo dos segmentos foram processados para inclusédo
em paraplast, esse procedimento foi realizado no Laboratorio de Histologia da
Unidade de Pesquisa Experimental — UNIPEX. As amostras foram processadas
e preparadas as laminas para microscopia optica, coradas com Hematoxilina-
Eosina (HE) e Tricrébmio de Masson (TM).

No pés-operatorio, do M1 ao M12 procedeu-se exame diario dos
animais, realizando-se o exame fisico geral, local e avaliacdo de claudicagédo
tanto no passo como no trote. A regido operada foi avaliada diariamente a partir
do Momento 3 (M3) considerados aumento de volume local, dor e elevacdo de
temperatura local ao toque, ocorréncia de secrecdes, integridade da sutura e
aspectos outros indicativos de disturbios da cicatrizacao.

Animais que apresentaram sinais de dor ou inflamacdo da ferida
cirtrgica foram tratados como resgate pés-operatério com flunixin meglumine*
(1,1 mg/kg IV) e penicilina benzatina® (20.000 Ul/Kg IM). Depois da ultima
avaliagdo clinica os pontos da pele foram retirados e feito curativo local
(Momento 12).

3.4 Avaliagc6es morfologicas e morfométricas das amostras

As laminas processadas das amostras dos cinco animais para cada
segmento referente as pincas e segmento controle, sem pincamento, foram
descritas quanto a integridades estrutural e aos desarranjos ou alteracdes
especificas para cada tunica vascular.

A morfometria dos exames histologicos dos segmentos pincados e sem
pincamento foram realizadas a partir de fotomicrografias das laminas® coradas
com Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricbmio de Masson (TM) Para as

mensuracdes das tlnicas, foi utilizando um programa’ especifico e os

4 Chemitec Agro-Veterinaria LTDA.

5 Pentabiotico® Fort Dodge Salde Animal LTDA.

6 14 Olimpus BX53 CellSens Standard 1.12 — OlimpusCorporations, Tékio, Japao.
7 ImageJ — Image Processing and Analysis in Java - RSB



16

resultados expressados em micrometros (um), sendo feitas cinco mensuragcdes
de cada tunica (tunicas intima, média, adventicia) e a espessura total da
parede e calculada a media.

O grau de lesdo da parede foi qualificado a partir de uma escala
adaptada de 0 a 3, descrita por Margovsky et al. (1997 e 1999), onde “0”
corresponde a auséncia de lesao e “3” a lesdo grave, para fazer a adaptagao
da escala foram retiradas as observagdes da lamina elastica dada a auséncia
de esta estrutura nas veias.

Graus de lesdo vascular observados nas preparacdes histoldgicas para
microscopia de luz ap6s aplicacao de pingcas hemostéticas:

e Grau 0 (sem lesdo) - Nao sdo observados danos nas tunicas
intima, média ou adventicia.

e Grau 1 (lesdo discreta) - Dano discreto no endotélio, leve
vacuolizagdo e desarranjo das células musculares na tunica
média.

e Grau 2 (lesdo moderada) - Vacuolizacdo das células musculares
na média, ruptura parcial e perda significativa de células
endoteliais.

e Grau 3 (lesdo intensa) - Maior perda de células endoteliais,
significativa vacuolizacdo nas células musculares na média e
desarranjo marcado da misma.

A coloracdo com Tricromio de Masson (TM) permitiu a diferenciacao do
colageno e tecido conjuntivo propriamente dito das fibras musculares. A partir
disso, foi calculada a propor¢cédo (relativa e absoluta) de colageno e tecido
conjuntivo na camada média da veia cefalica utilizando um programa de
computador especifico para as medidas®.

Os resultados foram apresentados de modo descritivo, fazendo o comparativo
dos segmentos sem pingcamento com os diferentes segmentos submetidos aos
pingamentos com respectivos instrumentais. As comparagbes foram feitas
somente com relacdo as caracteristicas morfolégicas e morfométricas de cada

segmento estudado.

8 AV soft Bio View 4.0 Software for Windows



4. RESULTADOS

4.1 Exame fisico pré-operatorio e avaliagdo ultrassonografica

Os exames clinicos confirmaram a higidez dos animais antes dos
procedimentos cirargicos, com ingurgitamento e perviedade vasculares normais
em todos os animais. A avaliacdo ultrassonografica de todos os animais
confirmou a integridade dos vasos da regido radial direita — face medial, com
normalidade e perviedade da veia cefalica no segmento de estudo. Atraves do
exame foi possivel visibilizar a parede do vaso ecogénica e fina com o seu
conteudo anecdico, permitiu o reconhecimento dos limites: cranial, de
ecogenicidade maior e de superficie regular compativel com o radio; e, caudal,
o musculo flexor carpo-radial de aparéncia isoeclica na sua superficie
delimitando o seu conteddo irregular que apresentou ecogenicidade

heterogénea (Figura 3).
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FIGURA 3. Exame ultrassonografico obtido em modo B da regido media do radio do animal A4.
Momento pré-cirargico (MP) do lado direito da imagem corresponde a caudal e do lado
esquerdo cranial. Observa-se a veia cefalica (V), o musculo flexor carpo radial (M) e o radio

(R).



18

4.2. Avaliacéo clinica dos animais do experimento

Os animais ndo apresentaram alteracbes nos parametros do exame
clinico geral realizado a partir do momento da cirurgia e até a retirada dos
pontos (Anexo 1).

O exame regional realizado ao terceiro dia (M3) revelou aumento
moderado da sensibilidade local no antebraco nos animais Al e A4 do
experimento, e leve sensibilidade nos outros trés, reduzindo progressivamente
até M6 para os animais Al, A4 e A5 e M5 para os animais A2 e A3,
respectivamente (Tabela 1), nos animais Al e A4 houve resgate pos-

operatorio.

TABELA 1. Avaliacdo local da sensibilidade dos animais depois de retirada a bandagem.
Animais representados pelas letras e nimeros Al, A2, A3, A4 e A5 e os graus da sensibilidade
considerados foram: (-) ndo apresentou sensibilidade; (+) sensibilidade leve; (++) sensibilidade
moderada e (+++) sensibilidade grave.

Animais MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7-M12
Al - ++ ++ + + + - -
A2 - + + + + - - -
A3 - + + + + - - -
A4 - ++ ++ ++ + + - -
A5 - + + + + + - -

O edema foi presente acima da bandagem no animal Al a partir do M1
e na regido cirargica a partir de M3 quando foi retirado a bandagem. Neste
animal, o edema persistiu até o M5. Contudo, nos outros animais o edema nao

foi evidente até retirar a bandagem, permanecendo assim até o M5 (Tabela 2).

TABELA 2. Avaliacdo do edema dos animais. Animais representados pelas letras e nimeros
Al, A2, A3, A4 e A5 e os graus de edema considerados foram de 1 até 5 sendo 5 o maior grau;
NA Os animais ainda tinham a bandagem.

Animais MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7-M12
Al NA 2/5 2/5 2/5 1/5 0/5 0/5 0/5
A2 NA NA NA 2/5 1/5 0/5 0/5 0/5
A3 NA NA NA 1/5 1/5 0/5 0/5 0/5
A4 NA NA NA 2/5 1/5 0/5 0/5 0/5

A5 NA NA NA 1/5 1/5 0/5 0/5 0/5
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Somente um dos animais (A1) apresentou claudicacdo na avaliacdo ao
passo e no trote. Ao M1, este animal apresentou claudicagéo graul/5 (ROSS;
DYSON, 2003), sem, contudo apresentar sinas de contaminacdo no local do
procedimento cirdrgico ou deiscéncia da sutura, sendo novamente realizada a
bandagem local. Nos momentos seguintes a claudicacdo observada reduziu
gradativamente até ndo ser mais observada. No M12 foram retirados os pontos
de pele e a resolucao favoravel da ferida foi um achado comum em todos os

animais.

4.3. Avaliacdo morfométrica das laminas

Segmentos sem pincamento (SSP)

Os exames histologicos dos segmentos sem pincamento dos cinco
animais foram avaliados e realizada a sua morfometria (Tabela 3 e Figura 4)
apresentam diferencas morfométricas nas tunicas média e adventicia, tanto
nas propor¢gdes como nas medidas absolutas (Anexo 2). Observamos que o
animal Al apresentou parede com espessura maior (717,16 pum), mas também
a proporcdo menor na tunica adventicia (30,32%). O animal A2 apresentou a
menor espessura de parede vascular (349,59 um) e proporcdes iguais das
tunicas média e adventicia (48,1% e 48,9%, respectivamente). No animal A3, a
espessura da parede foi de 473,56 um e proporcdes similares ao do animal
controle e A2. O animal A4 apresentou maior propor¢ao da tunica adventicia
(56,49%), diferente do animal A5 que apresentou a maior representatividade na
tunica média (62,98 %). O animal A3 o apresentou maior espessura da intima
(12,50 pm) comparado com a tdnica intima dos segmentos sem pingamento
(SSP) dos animais Al, A2, Ad e A5.
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TABELA 3. Espesura das tunicas da veia cefalaica dos segmentos sem pincamento dos
animais experimentais (A1, A2, A3, A4 e A5) expressados em micrometros (um) e em

percentagem (%); (X) média dos animais experimentais; () Desvio Padrao.

Animal T. Adv. T. Média T. intima T. Adv. T. Média T. intima
(um) (um) (um) (%) (%) (%)
Al 217,41 489,02 10,73 30,32 68,19 1,50
A2 171,14 168,24 10,21 48,95 48,12 2,92
A3 219,38 241,68 12,50 46,33 51,03 2,64
A4 301,78 222,24 10,17 56,49 41,60 1,90
A5 185,43 332,77 10,21 35,09 62,98 1,93
i 219,03 290,79 10,76 43,44 54,39 2,18
+ 50,68 125,68 1,00 10,62 10,93 0,58
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FIGURA 4. Espesura das tinicas da veia cefélica dos segmentos sem pingamento dos animais
experimentais (Al, A2, A3, A4 e A5) expressados en (um) micrometros.

O porcentagem de colageno do segmento da veia cefalica sem

pincamento dos animais experimentais foi: 48,29% para o animal Al, 45,78%
no animal A2, 46,45% no animal A3, 54,65% no animal A4 e 54,33% no animal

A5. A média do percentagem de colageno e tecido conjuntivo propriamente dito

da tanica media no segmento sem pincamento dos cinco animais foi 49,9%

(Anexo 2).
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Pincamentos

No animal Al, a maior diminuicdo na espessura total da parede e da
tunica média aconteceu nos segmentos ocluidos pelas pincas P3 (Rochester
reta) e P1 (Diffenbach bulldog), nesta ordem, que correspondem as pingas com
serrilhamento transversal; a maior diminuicdo da tunica adventicia e da tanica
intima aconteceu nos segmentos onde houve aplicacdo das pincas P3
(Rocester reta) e P4 (De Bakey com cremalheira), nesta ordem, estas duas
pincas possuem o mesmo tipo de fechamento (cremalheira) (Anexo 3).

No animal A2, foram as pingas P1 (Diffenbach bulldog) e P3 (Rochester
reta) que fizeram maior compressao da parede na espessura total, destacando
a realizada pela pinca de fechamento autoestatico; as pingcas que geraram
maior compressao na tunica meédia foram P3 (Rochester reta) e P2 (De Bakey
bulldog) e na tunica adventicia P1 (Diffenbach bulldog) e P4 (De Bakey com
cremalheira), sendo que nestes casos, as duas pincas diferem tanto no
serrilhamento como no tipo de fechamento. As pincas P3 (Rocester reta) e P4
(De Bakey com cremalheira) foram as que causaram maior compressao na
tinica intima, sendo nesta ordem, também achados nos animais A3, A4 e Ab.
O colageno presentou a maior diminuicdo quando a oclusdo foi feita pelas
pincas P2 (De Bakey bulldog) e P1 (Diffenbach bulldog), nesta ordem, as duas
de fechamento autoestético.

No Animal A3, as pingas que causaram maior compressao na
espessura total da parede, espessura da tunica média, espessura da intima
foram as pincas P3 (Rochester reta) e P4 (De Bakey com cremalheira) (as
duas com fechamento tipo cremalheira), nessa ordem, a maior compressao
gerada na tunica adventicia foi alcancada com as pincas P4 (De Bakey com
cremalheira) e P1 (Diffenbach bulldog).

O animal A4 presentou a maior reducdo da espessura em todas as
tunicas e da espessura total, quando foram feitos pingamentos com as ping¢as
P3 (Rochester reta) e P4 (De Bakey com cremalheira), sendo sempre maior no
segmento P3 (Rochester reta).

O animal A5 presentou a maior reducdo na espessura total e da
espessura da tunica adventicia quando aplicadas as pincas P3 (Rochester reta)

e P2 (De Bakey bulldog), nessa ordem; a espessura da tanica média teve a
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maior diminuicdo com as mesmas duas pingas, mas, alternando a ordem; na
tunica intima, assim como nos outros animas, apresentou a maior reducdo de
espessura no segmento onde foi aplicada a pinca P3 (Rochester reta) seguido
do segmento com a pin¢a P4 (De Bakey com cremalheira).

Todas as pincas causaram reducdo das medidas das trés tunicas,
sendo, a pinga P2 (De Bakey bulldog), a que fez menor diminuicéo; e, a pinga
P3 (Rochester reta), a maior nas trés tunicas. Os tipos de serrilhamento
também tiveram influéncia na compressado das tunicas, sendo maior para 0s
segmentos onde foram aplicadas as pingas com o serrilhamento transversal
(pincas Diffenbach bulldog-P1 e Rochester reta-P3).

O colageno da tunica média apresentou reducdo em todos o0s
segmentos; mas, diferente do que aconteceu nas tunicas, a pin¢ca que causou
maior reducdo porcentual do colageno foi a pinca P1 (Diffenbach bulldog) e a
gue causou menor reducéo foi a pinga P3 (Rochester reta). Quando calculados
os valores absolutos, a pinca P3 (Rochester reta) causou maior compressao no
colageno seguida pelas pincas P2 (De Bakey bulldog), P4 (De Bakey com
cremalheira) e P1 (Diffenbach bulldog), sendo os resultados absolutos
expressos na Tabela 4 e ilustrados na Figura 5.

TABELA 4. Média da espesura de cada uma das tanicas em (um) e do coldgeno da tinica
média calculado baseado na porcentagem, no Segmento Sem Pincamento (SSP), Pinca
Diffenbach (P1), Pinca De Bakey bulldog (P2), Pinca Rochester (P3), Pinca De Bakey
Cremalheira (P4), a Média (X) e o Desvio Padréo ().

T. Intima T. Média Colageno T. Adventicia
(pm) (pm) (m)
SSP 10,76 290,79 145,10 219,03
P1 6,19 232,37 93,49 182,05
P2 6,39 247,34 82,60 207,66
P3 1,34 187,44 65,23 138,30

P4 2,19 242,98 89,13 164,83
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FIGURA 5. Média da espesura de cada uma das tdnicas em micrdmetros (um) e do colageno
da tlnica média calculado em base a seu porcentagem no Segmento Sem Pingcamento (SSP),

Pinca Diffenbach (P1), Pinca De Bakey bulldog (P2), Pinca Rochester (P3), Pinca De Bakey
Cremalheira (P4).

Na média, a tanica que apresentou a maior diminuicdo foi a tunica
intima (62,57% + 24,52 um), seguido do colageno (27,30% * 5,93). As tunicas
adventicia e média foram as que tiveram menor compressao (21,75 + 9,44 e

20,92 +13,32), sendo os valores apresentados na Tabela 5.

TABELA 5. Porcentagem de diminuicdo das tunicas e do colageno produzido por cada uma
das pingas: Pinca Diffenbach (P1), Pinca De Bakey bulldog (P2), Pinga Rochester (P3), Pinca
De Bakey Cremalheira (P4), Média (X) e o Desvio Padréo (+).

PL (%) P2 (%) P3 (%) P4 (%) X n
T. intima 42,66 40,60 87,59 79,62 62,62 24,52
T. Média 20,09 14,94 35,54 16,44 21,75 9,44

T. Adventicia 16,88 5,19 36,86 24,75 20,92 13,32

Colageno 19,37 33,08 30,26 26,49 27,30 5,93
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4.4 Avaliacdo morfolégica das laminas

Segmentos sem pingamento

Na avaliacdo histopatologica feita pela coloracdo de HE e TM do
segmento sem pingamento dos animais do experimento pode se observar a
preservacao da arquitetura normal do vaso sendo facilmente identificaveis nos
aumentos de 2X e 10X a luz do vaso, a tunica média, a tanica adventicia e
tecido perivascular. A tanica intima néo € discernivel nestes aumentos.

A tunica média e adventicia apresentam propor¢cdes similares na

observacao qualitativa (Figura 6 e 7).

TA

FIGURA.6. Fotomicrografia do segmento sem pingamento da veia cefalica do Animal A5 no
aumento de 2X e na tingdo de TM, (L) Luz do vaso, (TM) Tanica média, (TA) Tunica adventicia
e (TPv) Tecido Perivascular.
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FIGURA.7. Fotomicrografia do segmento sem pingcamento da veia cefélica do Animal A4, no
aumento de 10X e na tingdo de HE, (L) Luz do vaso, (TM) Tunica média, (TA) Tunica
adventicia.

Utilizando o aumento de 20X na regido da tunica média estdo
presentes as CML e fibras de colageno dispostas em arranjo circular e
observadas na coloracdo de HE com tonalidades variadas acidofilicas. Na
adventicia é visibilizado também fibras de colageno e elasticas com CML
dispostas transversalmente. O colageno e tecido conjuntivo propriamente dito é
marcado com a coloracdo azul e as fibras musculares vermelhas na coloracdo
TM. Pode-se observar também na tunica adventicia, pequenos vasos de
paredes muito finas e contendo no seu interior células vermelhas, sendo estes

os Vasa Vasorum (Figura 8 e 9).
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FIGURA 8. Fotomicrografia do segmento sem pingcamento da veia cefélica do Animal Al no
aumento de 20X e na tin¢do de HE, (L) Luz do vaso; (TM) Tunica média; (VV) Vasa Vasorum e
(CML’s) Células Musculares Lisas

FIGURA 9. Fotomicrografia do segmento sem pingcamento da veia cefalica do Animal A5 no
aumento de 20X e na tingdo de TM: (L) Luz do vaso; (TM) Tdnica média e (CML’s) Células
Musculares Lisas.
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Nas laminas avaliadas com aumento de 40X (Figura 10 e 11), do lado
da luz do vaso é possivel identificar o endotélio. Nele ressaltam os nucleos das
células endoteliais dispostas em uma Unica camada celular plana e
ininterrompida. A tdnica média apresenta as fibras musculares lisas com os
seus nucleos alongados e fusiformes e alguns com aparéncia de saca-rolhas
guando contraidos.
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FIGURA 10. Fomicrografia do segmento sem pincamento da veia cefalica do Animal A4 no
aumento de 40X e na coloracdo de HE, (L) Luz do vaso; (TM) Tdnica média; (E) células
endotéliales; (CML’s) Células Musculares Lisas e (Nr) nucleos relaxados.
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FIGURA 11. Fotomicrografia do segmento sem pincamento da veia cefalica do Animal A1 no
aumento de 40X e na coloragdo de TM: (L) Luz do vaso; (TM) Tanica média; (E) Endotélio e
(Nc) nucleos contraidos.

Pincamentos

As laminas dos segmentos de veia cefalica foram avaliadas na
microscopia Optica e cada uma classificada segundo o escore adaptado para
veias desenvolvido pelo Margovsky et al. (1999) de grau 0 a grau 3 como
descritos nas figuras 12, 13, 14, 15 sendo os resultados apresentados na
Tabela 6.
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FIGURA 12. Fotomicrografia do segmento sem pingamento da veia cefalica do Animal A5 no
aumento de 10X e na coloracdo HE. Grau 0 (Sem lesédo), Nao séo observados danos nas
tnicas intima (TI), média (TM) ou adventicia (TA). Os Vasa Vasorum (VV) Indicados pelas

setas e a Luz do vaso (L).

FIGURA 13. Fotomicrografia de veia cefélica do animal A3 pingado com a pinga P2 no
aumento de 20X e na coloracdo HE. Grau 1 (Les&o leve), Dano leve no endotélio (DE), leve
vacuolizacao (Vac), desarranjo das células musculares na tlnica média (Des) e a Luz do vaso

).
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FIGURA 14. Fotomicrografia de veia cefalica do animal Al pingado com a pinga P4 no
aumento de 40X e na coloracdo HE. Grau 2 (Lesdo moderada), Vacuolizagao (Vac) das células
musculares na média,(Des) desarranjo da tanica media, ruptura parcial e perda significativa de

células endoteliais e a Luz do vaso (L).

FIGURA 15. Fotomicrografia de veia cefalica do animal A2 pingado com a pinga P4 no
aumento de 20X e na coloragdo HE Grau 3 (Lesdo grave), Vacuolizacdo das células
musculares na média, ruptura parcial e (Des) desarranjo marcado da tlnica media, perda

significativa de células endoteliais e a Luz do vaso (L).
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TABELA 6. Resultados da avaliagdo morfologica das laminas pela escala de Margovsky et al.
(1997), escores alcancados pelas pincas: (P1) Pinca Diffenbach; (P2) Pinca De Bakey bulldog;
(P3) Pinga Rochester; (P4) Pinca De Bakey Cremalheira em cada veia cefélica dos animais
experimentais (Al, A2, A3, A4 E A5); (X) a média.

Pinca Al A2 A3 A4 A5
P1 1 2 1 2 2
P2 1 2 1 1 1
P3 3 3 3 3 3
P4 2 3 3 3 3

As pingas que tiveram 0S escores mais altos foram a pingas com
fechamento de tipo cremalheira (Rochester reta-P3 e De Bakey com
cremalheira-P4). Quando comparados os tipos de serrilhamento, foram as de
serrilhamento transversal (Diffenbach bulldog-P2 e Rochester reta-P3) as que
tiveram 0s maiores escores como ilustradas nas figuras 16, 17, 18 e 19.



FIGURA 16: Segmento da veia cefalica quando aplicada a pinca Diffenbach (P1)
apresentando lesdo leve: (A) aumento de 2X na coloracdo de HE do animal A4; (B)
aumento de 20X na coloragdo de HE do animal A4; (C) aumento de 20X na colora¢do de HE
do animal Al; (D) aumento de 2X na coloracdo de TM do animal A4; (E) aumento de 20X na
coloracé@o de HE do animal A2; (F) aumento de 20X na coloragdo de TM do animal A2.
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FIGURA 17: Segmento da veia cefélica quando aplicada a pinca De Bakey Bulldeog (P2)
apresentando lesdo leve: (A) aumento de 2X na coloragdo de HE do animal A4; (B)
aumento de 40X na coloragdo de HE do animal A3; (C) aumento de 20X na coloracéo de
HE do animal A3; (D) aumento de 40X na coloracdo de TM do animal A4; (E) aumento de
40X na coloragdo de HE do animal A5; (F) aumento de 20X na coloracéo de TM do animal

A3.
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FIGURA 18: Segmento da veia cefdlica quando aplicada a pinga Rochester (P3)
apresentando lesdo grave: (A) aumento de 2X na coloracdo de HE do animal A3; (B)
aumento de 40X na colora¢cdo de HE do animal A4; (C) aumento de 20X na coloragéo de
HE do animal Al; (D) aumento de 40X na coloracdo de TM do animal Al; (E) aumento de
40X na coloracéo de HE do animal A3; (F) aumento de 40X na coloracéo de TM do animal
A2.



FIGURA 19: Segmento da veia cefalica quando aplicada a pin¢ca De Bakey cremalheira (P4)
apresentando lesé@o leve: (A) aumento de 2X na coloragdo de HE do animal A5; (B)
aumento de 40X na colora¢cdo de HE do animal Al; (C) aumento de 20X na coloragéo de
HE do animal Al; (D) aumento de 40X na coloracdo de TM do animal Al; (E) aumento de
40X na coloracéo de HE do animal A5; (F) aumento de 20X na coloracéo de TM do animal

A2.



5. DISCUSSAO

Os exames fisicos e ultrassonograficos foram eficientes em confirmar a
higidez e perviedade dos vasos, sendo procedimentos de rotina e basicos para
a selecédo de animais em experimentos controlados.

Os parametros fisicos gerais avaliados nos animais operados
mantiveram-se normais durante todo o experimento. A resseccdo parcial da
veia cefalica ndo causou edema distal a cirurgia no membro operado em
nenhum dos animais, 0 que podereia ocorrer caso houvesse reducdo do
retorno venoso, considerando-se que as demais veias da regiao possibilitaram
a drenagem da regido de modo compensatoério, diferente do descrito na
tromboflebite jugular a presenca de congestao venosa cervical e cefélica, além
do ingurgitamento de regibes da face (parotidea, submandibular, frontal e
nasal), que podem inclusive comprometer a vida do animal (HUSSNI et al.,
2009; BORGHESAN et al., 2012).

A cirurgia realizada para a resseccdo parcial da veia cefalica nédo
causou alteracfes locais de relevancia clinica. O aumento da sensibilidade
local e o discreto edema foram provavelmente o resultado da resposta
inflamatoria local produzida pelo procedimento cirdrgico, com disseccdo
segmentar na regido, sem que a ligadura dos cotos venosos remanescentes
causasse edema da regido distal do membro operado, o que poderia ter
ocorrido devido a interrupcdo do retorno venoso da veia cefélica. Veias outras
da regido devem ter possibilitado tal demanda de retorno venoso (AUER &
STICK, 2012; BUDRAS; ROCK, 1994).

A drenagem da regido distal do membro € feita pelas veias: cefélica,
cefélica acessoria, cubital e mediana (BUDRAS et al., 2003), este fato poderia
ser a razao pela qual ndo houve o grau de desenvolvimento de edema neste
estudo, diferente do que acontece quando h& tromboflebite na veia jugular
compromete a drenagem (KLOHNEN, 2009; RUSSELL et al., 2010).

Os animais ndo apresentam alteracfes no exame clinico geral apoés
ressec¢do do segmento da veia cefalica, sendo apenas observadas alteracdes
locais. Em contrapartida observamos em animais com tromboflebite jugular a

presenca de congestao venosa cervical e cefalica, além do ingurgitamento de
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regides da face (parotidea, submandibular, frontal e nasal), que podem
inclusive comprometer a vida do animal (HUSSNI et al., 2009; BORGHESAN et
al., 2012).

A claudicacdo e o edema apresentados no animal Al, ndo foram
significativos ao ponto de ndo ser preciso 0 resgate. Os sinais clinicos
provavelmente seriam associados ao excesso de forga no momento da
aplicacdo da bandagem. Ndo houve mais anormalidades no exame fisico e
apos retirada dos pontos os animais foram liberados em piquetes, mantendo a
normalidade mesmo apdés 6 meses depois do procedimento cirdrgico. Neste
contexto, a evolucdo favoravel dos animais apos ressec¢ao da veia sugere que
a veia cefalica seja um o6timo modelo experimental no estudo da cirurgia
vascular no equino.

Na avaliagdo histopatoldgica a tunica média, a tunica adventicia e o
tecido perivascular do segmento sem pincamento sao facilmente identificaveis
nos aumentos 2X e 10X podendo-se observar a preservacdo da arquitetura
normal do vaso (ROSS; PAWLINA, 2012), em 20X na regido da tunica média
estdo presentes as CML e fibras de coldgeno dispostas em arranjo circular, 0s
nucleos alongados e fusiformes das fibras musculares lisas e alguns com
aparéncia de saca-rolhas quando contraidos foram observados nosso trabalho
como foi descrito por Ross e Pawlina (2012). Na tunica adventicia é visibilizado
também fibras de colageno e elasticas com CML dispostas transversalmente,
além de pequenos vasos de paredes muito finas e contendo no seu interior
células vermelhas, sendo estes os Vasa Vasorum, o que corresponde ao
padrdao normal das veias (BACHA; BACHA, 2012). O colageno e tecido
conjuntivo propriamente dito é marcado com a coloracdo azul e as fibras
musculares vermelhas na coloragcdo TM, similar ao observado por Aughey e
Frye, (2001). No aumento de 40X, foi possivel identificar o endotélio nele
ressaltam os nucleos das células endoteliais dispostas em uma Unica camada
celular plana, continua e ininterrupta, o que concorda com o observado em
outras veias de cavalos (AUGHEY; FRYE, 2001).

Como observado nas laminas 0s segmentos sem pingcamento dos
animais do experimento apresentaram carateristicas de normalidade
comparaveis com as laminas de veias descritas na literatura, tornando-se este

segmento no padrdo comparativo para cada segmento pincado.
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A avaliagdo morfometrica nos segmentos sem pingamento das tlnicas
média e adventicia foi diferente em todos os individuos, mas a espessura da
sua intima e o porcentagem de colageno foram iguais. Quando avaliados os
segmentos pincados, foi observado que as pincas que causaram maior lesdo
foram as com fechamento tipo cremalheira (a Rochester reta e Debakey com
cremalheira), similar ao apresentado no trabalho de Lee et al. (2008), onde a
maior forca foi gerada pelas pincas laparoscépicas com este tipo de
fechamento.

A pingca Rochester foi a que apresentou maior lesdo, seguida pela
pinca De Bakey com cremalheira, sendo esta Ultima pinca um excelente ponto
de comparacdo dados os resultados apresentados por outros pesquisadores
gue tem testado sua forca e as alteragBes produzidas quando utilizadas na
oclusao temporéaria (MANSHIP et al., 1985; MOORE et al., 1985; DOBRIN et
al., 1992; MARGOVSKY et al., 1997; MARGOVSKY et al., 1999; DARCIN et al.,
2004; OZALP et al., 2009).

Pincas com fechamento autoestatico ou tipo Bulldog causaram menor
lesdo, pois a forca de fechamento é menor que a que aplicada no primeiro
ponto de fechamento de pingas tipo cremalheira, como observado por Kuo et
al. (1993) e Lee et al. (2008).

A tdnica vascular que apresentou maior grau de compressao foi a
tinica intima. As lesbes geradas nesta tunica podem resultar em complicaces
catastroficas na cirurgia vascular (SLAYBACK et al.,, 1976; GERSAK et al.,
1996; BABIN-EBELL et al., 2010).

As alteracBes morfologicas geradas pelos pincamentos nas veias
cefélicas de equinos com a pinca De Bakey cremalheira foram similares as
reportadas em artérias de ovelhas, quando foram pincadas pelo mesmo
periodo de 15 minutos (MARGOVSKY et al., 1999).

Os escores mais altos na escala de Margovsky et al. (1997) foram
obtidos pelas pingas tipo cremalheira e no comparativo do serrilhamento foi o
transversal que causou mais alteracdes na parede da veia cefélica. E
importante destacar que a pinca Rochester apresentou, além, fragmentacéo
das tanicas média e adventicia em alguns individuos, mesmo que obteve o
maior grau na escala de Margovsky et al. (1997) foram observados danos

adicionais, pode se afirmar que sua aplicacdo na oclusdo temporaria esta
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contraindicada, como no caso do trabalho de Lee et al. (2008), a for¢ca gerada
pelas pincas com fechamento tipo cremalheira foi suprafisiologica.

O grau de lesdo ocasionado pelas pincas com o fechamento
autoestatico foi menor, suas alteragcbes foram classificadas de leves a
moderadas, este grau de alteragbes poderiam nédo resultar em complicagbes
significativas. Quando as alteracbes foram severas, como aconteceu com as
pincas tipo cremalheira, meses depois sdo encontradas as alteracdes
morfolégicas nos vasos pincados por este instrumental (JACKIEWICZ et al.,
1996).

Pela avaliagdo morfométrica nos segmentos pincados permitiu
estabelecer uma ordem de diferentes graus de compressdo das pincas
aplicadas no estudo, do mesmo modo que foi feito na avaliacdo morfoldgica, a
pinca que causou maior compressdo também gerou as maiores alteracdes
morfolégicas. Nos dos tipos de avaliacdo a pinca Rochester reta obteve o
maiores escores, seguida pela De Bakey com cremalheira, despois Diffenbach
Bulldog e finalmente a De Bakey Bulldog que foi a que causou menores
alteracdes nos vasos.

O aprimoramento das técnicas cirurgicas precisa da experimentacdo na
procura do aperfeicoamento, diferentes técnicas inovadoras para o controle da
pressdo das pincas (DARCIN et al., 2004; ZHANG et al.,, 2013) poderiam
oferecer alternativas para diminuir o impacto das oclusdes temporéarias. A
ocluséo feita empregando o baldo intraluminal no trabalho de Ozalp et al. 2009,
guando comparado com a pin¢ca De Bakey, foi a técnica de oclusdo com menor
dano na parede vascular, isto pode ser determinante ainda mais quando as
intervencdes cirdrgicas sao feitas em vasos acometidos por vasculopatias. No
estudo de Moore et al. (1988), as lacadas elasticas foram ainda menos
traumaticas que a oclusdo feita com o baldo intraluminal. Dobrin (1992)
reportou melhores resultados quando comparada com a pinca De Bakey.

Segundo Dujovny et al. 1979, a forgca necessaria para conseguir a
ocluséo temporaria efetiva e segura de um vaso poderia resultar de um calculo
matematico onde participam a pressao sanguinea, o diametro do vaso, a
elasticidade da parede e a superficie de contato da pinga com o vaso. No caso
das veias a minima for¢a de ocluséo vascular serd menor quando comparadas

com artérias de calibre similar s6 pelo fato de que a presséo sanguinea venosa
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e menor do que é a arterial, porém, as alteracdes produzidas pela pinca De
Bakey com cremalheira nas veias cefalicas dos equinos neste trabalho foram
as mesmas que descritas por Margovsky et al. 1999, em arterias carotida e
femoral de ovelhas.

O tempo de pincamento do vaso de 15 minutos utilizado neste estudo
sdo suficientes para pequenas intervencgdes cirargicas pelo que outros autores
testaram as pincas nesta medida de tempo (DARCY et al., 2004
MARGOVSKY et al., 1999; KUO et al., 1993; MORE et al., 1985; MANSHIP et
al., 1985), outros estudos com maior tempo (OZALP et al., 2009; DOBRIN et
al., 1992; BABIN et al.,, 2010) 30 minutos e (SLAYBACK et al., 1976) 60
minutos resultaram em achados similares nas les6es produzidas pelas pincas
nos vasos o que demostrou que a lesdo e mais dependente da forca de
aplicacao das pingas que do tempo da sua permanéncia.

Neste estudo a aplicagcdo das pincas foi feita em equinos sadios pelo
gue os resultados poderiam ser diferentes quando os vasos a intervier estejam
sob a influéncia de algum tipo de alteracdo, no trabalho de Slayback et al.,
1976, o pingamento de artérias de coelhos resultou em maiores leses em
coelhos alimentados com dietas aterogénicas.



6. CONCLUSOES

Todas as pingcas geram alteracdes morfoldégicas e morfométricas nos
segmentos submetidos a pingamento.

As maiores lesdes foram causadas pelas pincas Rochester reta e De
Bakey cremalheira que apresentam fechamento de tipo cremalheira, as lesdes
observadas nas laminas correspondem a alteracdes morfolégicas que podem
levar a complica¢des pos-cirurgicas. As pincas Diffenbach bulldog e De Bakey
bulldog causaram lesbes leves e as alteracbes morfoldégicas ndo sugerem
complicacOes derivadas da sua aplicacao.

O tipo de serriihamento também influiu nas lesdes observadas, o
serrilhamento longitudinal das pingcas De Bakey bulldog e De Bakey
cremalheira gerou lesdes menores comparadas com as pingas Diffenbach
bulldog e Rochester reta respectivamente.

Tanto a avaliacdo morfolégica como morfométrica foram Uteis para identificar
0 maior ou menor grau de alteracdes produzidas pelas pingas nas diferentes

tlnicas.
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APLICACAO DE DIFERENTES PINCAS HEMOSTATICAS EM VEIAS DE
EQUINOS: ESTUDO MORFOLOGICO.

Foi realizada a avaliacdo morfoldgica da veia cefalica submetida a pincamento de cinco
equinos higidos. Foram testadas as pin¢as hemostaticas: Diffenbach bulldog, De Bakey
bulldog, Rochester reta e De Bakey com cremalheira. Apo6s 15 minutos da aplicacdo
das referidas pincas, foi realizada a flebectomia parcial e coletadas as amostras
referentes a cada segmento do vaso pingado e do segmento controle sem pingamento.
Das pecas procedeu-se as preparacdes histologicas dos segmentos da veia nas
coloragbes de Hematoxilina-Eosina e Tricromio de Masson, os cortes histologicos
foram avaliados por microscopia Optica. Foi realizada analise morfologica das veias,
utilizando para isto uma escala de avaliacdo de lesdes vasculares apds pincamento; As
pincas com serrilhamento transversal e fechamento tipo cremalheira causaram as
maiores alteracGes, observou se marcada vacuolizagdo das células musculares e
desarranjo na tunica media com perda marcada das células endoteliais da tdnica intima
do vaso estudado.

Palavras-chaves: Histometria, flebectomia, tromboflebite, hemostasia.

APPLICATION OF DIFFERENT HEMOSTATIC CLAMPS IN HORSE’S
VEINS: A MORPHOLOGICAL STUDY

Morphologic evaluation of the cephalic vein of five healthy horses submitted to
clamping was done. Hemostatic clamps tested were Dieffenbach bulldog, De Bakey
bulldog, Rochester straight and De Bakey with ratchets. 15 minutes after mentioned
clamps were applied partial phlebotomy was performed and histologic sections of the
veins were prepared and stained with Hematoxylin-Eosin and Masson Trichrome, after
the stained preparations were evaluated by light microscopy. The morphological
analysis of the veins was performed using a rating scale of vascular lesions after
clamping. The hemostats with transverse serration and ratcheted mechanism caused
major changes, pronounced vacuolization of the muscle cells, derangement of the
medium tunic and marked loss of endothelial cells of the intima tunic was observed in
the vessel studied.

Key words: Histometry, phlebectomy, thrombophlebitis, hemostasis.
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APLICACION DE DIFERENTES PINZAS HEMOSTATICAS EN VENAS
DE EQUINOS: ESTUDIO MORFOLOGICO.

Evaluacion morfologica de la vena cefalica de cinco equinos saludables sometida a
pinzamiento fue realizada. Las pinzas hemostaticas evaluadas fueron Diffenbach
bulldog, De Bakey Bulldog, Rochester recta y De Bakey cremallera. Despues de 15
minutos de aplicadas las pinzas mencionadas fue realizada la flebectomia y los
diferentes cortes histologicos de las venas fueron preparados y coloraciones de
Hematoxilina-Eosina y Tricrimico de Mansson fueron evaluadas por microscopia de
luz. El andlisis morfologico de la vena fue realizado usando una escala de lesiones
vasculares post pinzamiento. Las pinzas hemostaticas con serrillamiento transversal y
cierre de tipo cremallera fueron las que generaron mas cambios, marcada vacuolizacion
de las células musculares en la tinica media y perdida evidente del numero de células
endoteliales en la tanica intima de la vena estudiada.

Palabras clave: Histometria, flebectomia, tromboflebitis, hemostasia.
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INTRODUCAO

Uma cirurgia vascular precisa da aplicacdo de pingas hemostéticas o que
invariavelmente resulta em trauma vascular (1, 2), um campo cirirgico sem sangue,
manuseio suave e cuidadoso sdo quesitos necessario para realizacdo de uma reparacao
vascular (3), além de prevenir a formacdo da trombose, evitando assim trauma nas
estruturas dos vasos sanguineos. (4, 5). Quanto menor o tempo de aplica¢do das pingas
para fazer a oclusdo dos vasos, menor € o trauma produzido ao endotélio (6).

A forga necesséria para conseguir a oclusdo segura e eficiente dos vasos é
chamada minima forca de oclusdo vascular, as variaveis que determinam esta forca séo:
didmetro do vaso, pressao sanguinea, area de contato e elasticidade do vaso (4). A forca
de aplicacdo das pingas tem correlacdo positiva com a extensdo da lesdo da parede
arterial (7).

Artérias carétida e femoral de ovelhas (8, 7), artéria subclavia e carétida de
porcos (9, 10), artéria carétida e aorta de ratos (11, 5, 2), artérias femoral, carétida e
aorto-iliaca de cdes (3, 12, 13,14, 15), artéria aorta abdominal e auricular de coelhos
(16, 17), tem sido testadas com diferentes pincas, porém ndo existem trabalhos
avaliando as alteraces produzidas pelos pincamentos em veias de equinos.

MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos desse projeto foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista — UNESP- Botucatu/SP, Protocolo N° 17/2014-CEUA.Foram
utilizados equinos higidos, com idade média de sete anos, fémeas, com 350 Kg de
massa corporal média. Os animais foram mantidos em bahias e alimentados com feno e
agua a vontade no periodo experimental
O procedimento cirargico com a colocacdo das pingas hemostaticas na veia
cefélica de cada animal se deu apds jejum de 12 horas, com 0s animais mantidos em
tronco e tranquilizados com 1 mg/kg de xilazina 10%?°, por via intravenosa. Em seguida,
realizou-se o bloqueio anestésico regional 5 ml de cloridrato de lidocaina 2% sem
vasoconstritor’®, Apds antissepsia foi feito o acesso cirlirgico a veia cefalica foi
realizado por incisdo da pele com bisturi sobre a veia em questdo, posicionado em
sentido axial ao radio, com comprimento aproximado de dez centimetros. Em seguida
foi realizada a divulsdo dos tecidos adjacentes com tesoura Mayo romba, fazendo a
exposicdo de segmento venoso de aproximadamente seis centimetros. A sequéncia de
aplicacdo das pincas de proximal para distal foi feita mediante alternancia em
substituicdo onde P1 (Diffenbach bulldog), P2 (De Bakey bulldog), P3 (Rochester reta)
ao P4 (De Bakey com cremalheira) representam as pingas € o Segmento Sem
Pincamento (SSP) foi controle comparativo com os demais segmentos pingados, as
pincas com cremalheira (Rochester e De Bakey) foram aplicadas empregando o maximo
ponto de fechamento. O segmento SSP foi sempre localizado um centimetro mais
proximal que a primeira pinca e a distancia entre as ping¢as foi de cinco milimetros. A
distribuicdo variada da aplicacdo das pingas teve por intencdo a ndo ocorréncia de
interferéncias entre elas na repeticdo do posicionamento destas no vaso.

9 Sedomin 10% cloridrato de xilazina. Fco x 20 ml Kénig
10 Xylestesin 2 % sem vasoconstritor — Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos
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Apos 15 minutos da aplicacdo das pingas foi feita a ressec¢do do segmento de
veia cefélica e imediatamente coletados os fragmentos para exames histopatoldgicos.

Os cotos proximal e distal da veia cefélica foram submetidos a ligadura com
fio Vicryl® (Poliglactina n® 2-0). Seguiu sutura de pele com néilon 2-0 em padrdo
simples continuo. Apo6s curativo local com clorexidina 4% foi aplicado penso protetor
sobre a ferida cirdrgica.

Os segmentos vasculares retirados no ato cirurgico foram coletados e cada
fragmento de vaso pingado e o segmento sem pingamento (SSP), liberado da pinca e
colocado em solucéo fixadora ALFAC (alcool, formol e &cido acético). Apos a fixacdo
dos segmentos foram processados para inclusdo em paraplast, esse procedimento foi
realizado no Laboratorio de Histologia da Unidade de Pesquisa Experimental —
UNIPEX. As amostras foram processadas e preparadas as laminas para microscopia
Optica, coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricromio de Masson (TM).

O grau de lesdo da parede foi qualificado a partir de uma escala adaptada de 0 a
3, descrita por Margovsky et al. (1997 e 1999), onde “0” corresponde a auséncia de
lesdo e “3” a lesdo grave, para fazer a adaptagdo da escala foram retiradas as
observac@es da lamina eléstica dada a auséncia de esta estrutura nas veias.

Graus de lesdo vascular observados nas preparacfes histolégicas para
microscopia de luz ap6s aplicacdo de pingas hemostaticas nas veia cefalica de equinos:

e Grau 0 (sem lesdo) - Ndo sdo observados danos nas tdnicas intima,
média ou adventicia.

e Grau 1 (lesdo discreta) - Dano discreto no endotélio, leve vacuolizacao
e desarranjo das células musculares na tanica média.

e Grau 2 (lesdo moderada) - Vacuolizacdo das células musculares na
média, ruptura parcial e perda significativa de células endoteliais.

e Grau 3 (lesdo intensa) - Maior perda de células endoteliais, significativa
vacuolizacdo nas células musculares na média e desarranjo marcado da
misma.

Os resultados foram apresentados de modo descritivo, fazendo o comparativo
dos segmentos sem pincamento com os diferentes segmentos submetidos aos
pingcamentos com respectivos instrumentais.

RESULTADOS

Na avaliacdo histopatoldgica feita pela coloracdo de HE e TM do segmento sem
pincamento dos animais do experimento pode se observar a preservacdo da arquitetura
normal do vaso sendo facilmente identificAveis nos aumentos de 2X e 10X a luz do
vaso, a tunica média, a tinica adventicia e tecido perivascular.

Utilizando o aumento de 20X na regido da tlnica média estdo presentes as
CML e fibras de colageno dispostas em arranjo circular e observadas na coloracdo de
HE com tonalidades variadas acidofilicas. Na adventicia é visibilizado também fibras de
colageno e elasticas com CML dispostas transversalmente. O colageno e tecido
conjuntivo propriamente dito é marcado com a coloragdo azul e as fibras musculares
vermelhas na coloragdo TM. Pode-se observar também na tunica adventicia, pequenos
vasos de paredes muito finas e contendo no seu interior células vermelhas, sendo estes
os Vasa Vasorum (Figura 1 e 2).
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FIGURA 1. Fotomicrografia do segmento sem pincamento da veia cefalica do Animal Al no aumento de
20X e na tingdo de HE, (L) Luz do vaso; (TM) Tlnica média; (VV) Vasa Vasorum e (CML’s) Células
Musculares Lisas
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FIGURA 2. Fotomicrografia do segmento sem pingamento da veia cefalica do Animal A5 no aumento de
20X e na tingdo de TM: (L) Luz do vaso; (TM) Tunica média e (CML’s) Células Musculares Lisas.

Do lado da luz do vaso € possivel identificar o endotélio. Nele ressaltam os
nacleos das células endoteliais dispostas em uma U(nica camada celular plana e
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ininterrompida. A tunica média apresenta as fibras musculares lisas com os seus nucleos
alongados e fusiformes e alguns com aparéncia de saca-rolhas quando contraidos.

As laminas dos segmentos de veia cefalica foram avaliadas na microscopia
Optica e cada uma classificada segundo o escore adaptado para veias desenvolvido pelo
Margovsky et al. (1999) de grau 0 a grau 3 como descritos nas figuras 3, 4, 5, 6 sendo
0s resultados apresentados na Tabela 1.

# Y L

FIGURA 3. Fotomicrografia do segmento sem pingamento da veia cefalica do Animal A5 no aumento de
10X e na coloragdo HE. Grau 0 (Sem lesdo), N&o sdo observados danos nas tunicas intima (T1), média
(TM) ou adventicia (TA). Os Vasa Vasorum (VV) Indicados pelas setas e a Luz do vaso (L).
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FIGURA 4. Fotomicrografia de veia cefalica do animal A3 pingcado com a pinga P2 no aumento de 20X e
na coloracdo HE. Grau 1 (Lesdo leve), Dano leve no endotélio (DE), leve vacuolizagdo (Vac), desarranjo

FIGURA 5. Fotomicrografia de veia cefalica do animal Al pingcado com a pinga P4 no aumento de 40X e
na coloracdo HE. Grau 2 (Lesdo moderada), Vacuolizagdo (Vac) das células musculares na média,(Des)
desarranjo da tunica media, ruptura parcial e perda significativa de células endoteliais e a Luz do vaso

().
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FIGURA 6. Fotomicrografia de veia cefalica do animal A2 pingado com a pinga P4 no aumento de 20X e
na coloragdo HE Grau 3 (Lesé&o grave), Vacuolizagdo das células musculares na média, ruptura parcial e
(Des) desarranjo marcado da tanica media, perda significativa de células endoteliais e a Luz do vaso (L).
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TABELA 1. Resultados da avaliagdo morfoldgica das laminas pela escala de Margovsky et al. (1997),
escores alcancados pelas pincas: (P1) Pinca Diffenbach; (P2) Pinga De Bakey bulldog; (P3) Pinca
Rochester; (P4) Pingca De Bakey Cremalheira em cada veia cefélica dos animais experimentais (Al, A2,
A3, A4 E A5); (X) a média.

Pinca Al A2 A3 A4 A5
P1 1 2 1 2 2
P2 1 2 1 1 1
P3 3 3 3 3 3
P4 2 3 3 3 3

As pingas que tiveram os escores mais altos foram a pingas com fechamento de
tipo cremalheira (Rochester reta-P3 e De Bakey com cremalheira-P4). Quando
comparados 0s tipos de serrilhamento, foram as de serrilhamento transversal
(Diffenbach bulldog-P2 e Rochester reta-P3) as que tiveram 0s maiores escores.
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DISCUSSAO

Como observado nas laminas 0s segmentos sem pingcamento dos animais do
experimento apresentaram carateristicas de normalidade comparaveis com as laminas de
veias descritas na literatura, tornando-se este segmento no padrdo comparativo para
cada segmento pingado.

A avaliacdo morfometrica nos segmentos sem pincamento das tanicas média e
adventicia foi diferente em todos os individuos, mas a espessura da sua intima e o
porcentagem de colageno foram iguais. Quando avaliados os segmentos pingados, foi
observado que as pingas que causaram maior lesdo foram as com fechamento tipo
cremalheira (a Rochester reta e Debakey com cremalheira), similar ao apresentado no
trabalho de Lee et al. (2008), onde a maior forca foi gerada pelas pingas laparoscopicas
com este tipo de fechamento.

A pinca Rochester foi a que apresentou maior leséo, seguida pela pinga De
Bakey com cremalheira, sendo esta Gltima pinca um excelente ponto de comparacéo
dados os resultados apresentados por outros pesquisadores que tem testado sua forca e
as alteracdes produzidas quando utilizadas na oclusdo temporaria (3, 18, 14, 8, 7, 15,
17).

Pingas com fechamento autoestatico ou tipo Bulldog causaram menor lesdo,
pois a forca de fechamento € menor que a que aplicada no primeiro ponto de
fechamento de pincas tipo cremalheira, como observado por Kuo et al. (1993) e Lee et
al. (2008).

As alteracGes morfologicas geradas pelos pincamentos nas veias cefalicas de
equinos com a pingca De Bakey cremalheira foram similares as reportadas em artérias de
ovelhas, quando foram pingadas pelo mesmo periodo de 15 minutos (7).

Os escores mais altos na escala de Margovsky et al. (1997) foram obtidos pelas
pincas tipo cremalheira e no comparativo do serrilhamento foi o transversal que causou
mais alteragGes na parede da veia cefalica. E importante destacar que a pinga Rochester
apresentou, além, fragmentacdo das tlnicas média e adventicia em alguns individuos,
mesmo que obteve o maior grau na escala de Margovsky et al. (1997) foram observados
danos adicionais, pode se afirmar que sua aplicacdo na oclusdo temporaria esta
contraindicada, como no caso do trabalho de Lee et al. (2008), a forca gerada pelas
pincas com fechamento tipo cremalheira foi suprafisiologica.

O grau de lesdo ocasionado pelas pincas com o fechamento autoestatico foi
menor, suas alteracdes foram classificadas de leves a moderadas, este grau de alteracfes
poderiam ndo resultar em complicacGes significativas. Quando as alteracdes foram
severas, como aconteceu com as pingas tipo cremalheira, meses depois sdo encontradas
as alteracdes morfoldgicas nos vasos pingados por este instrumental (2).

O aprimoramento das técnicas cirdrgicas precisa da experimenta¢ao na procura
do aperfeicoamento, diferentes técnicas inovadoras para o controle da pressdo das
pingas (15, 10) poderiam oferecer alternativas para diminuir o impacto das oclusdes
temporarias. A oclusao feita empregando o baldo intraluminal no trabalho de Ozalp et
al. 2009, quando comparado com a pinca De Bakey, foi a técnica de oclusdo com menor
dano na parede vascular, isto pode ser determinante ainda mais quando as intervencoes
cirurgicas séo feitas em vasos acometidos por vasculopatias. No estudo de Moore et al.
(1988), as lacadas elasticas foram ainda menos traumaticas que a oclusdo feita com o
baldo intraluminal. Dobrin (1992) reportou melhores resultados quando comparada com
a pinga De Bakey.

Segundo Dujovny et al. 1979, a forca necessaria para conseguir a oclusdo
temporaria efetiva e segura de um vaso poderia resultar de um calculo matematico onde
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participam a pressdo sanguinea, o didmetro do vaso, a elasticidade da parede e a
superficie de contato da pinga com o vaso. No caso das veias a minima forca de ocluséo
vascular sera menor quando comparadas com artérias de calibre similar s6 pelo fato de
que a pressdo sanguinea venosa e menor do que é a arterial, porém, as alteragdes
produzidas pela pinca De Bakey com cremalheira nas veias cefalicas dos equinos neste
trabalho foram as mesmas que descritas por Margovsky et al. 1999, em arterias carotida
e femoral de ovelhas.

O tempo de pincamento do vaso de 15 minutos utilizado neste estudo sdo
suficientes para pequenas intervengdes cirdrgicas pelo que outros autores testaram as
pingas nesta medida de tempo (15, 7, 6, 12, 3) outros estudos com maior tempo (17, 14,
9) 30 minutos e (16) 60 minutos resultaram em achados similares nas lesdes produzidas
pelas pingas nos vasos 0 que demostrou que a lesdo e mais dependente da forca de
aplicacdo das pincas que do tempo da sua permanéncia.

Neste estudo a aplicacdo das pingas foi feita em equinos sadios pelo que os
resultados poderiam ser diferentes quando 0s vasos a intervier estejam sob a influéncia
de algum tipo de alteracdo, no trabalho de Slayback et al., 1976, o pingamento de
artérias de coelhos resultou em maiores lesdes em coelhos alimentados com dietas
aterogénicas.

Todas as pincas geram alteracbes morfol6gicas e morfométricas nos segmentos
submetidos a pingamento.

As maiores lesdes foram causadas pelas pincas Rochester reta e De Bakey
cremalheira que apresentam fechamento de tipo cremalheira, as lesdes observadas nas
laminas correspondem a alteracfes morfologicas que podem levar a complicacbes pds-
cirrgicas. As pingas Diffenbach bulldog e De Bakey bulldog causaram lesdes leves e as
alteracdes morfoldgicas ndo sugerem complicacfes derivadas da sua aplicacéo.

O tipo de serrilhamento também influiu nas lesGes observadas, o serrilhamento
longitudinal das pincas De Bakey bulldog e De Bakey cremalheira gerou lesbes
menores comparadas com as pingas Diffenbach bulldog e Rochester reta
respectivamente.
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ANEXOS

ANEXO 1. Exame clinico geral dos animais do estudo no periodo experimental.

TABELA 7. Valores individuais da frequéncia cardiaca (batimentos por minuto) dos
animais do estudo no periodo experimental: Sendo MP o Momento Pre-cirdrgico 24
horas antes do experimento; MO: 0 momento do procedimento cirdrgico M1-M12 os
momentos em dias do exame fisico.

Animais MP MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1l M12

Al 30 40 32 32 32 32 32 30 34 32 32 30 30 30
A2 34 36 34 30 32 30 28 30 34 34 32 34 34 30
A3 32 32 36 36 38 36 36 36 36 36 36 34 30 32

A4 40 44 46 40 42 42 38 40 32 36 34 36 40 42

A5 32 36 34 36 34 34 34 36 34 34 32 34 34 34

TABELA 8. Valores individuais da frequéncia respiratdria (ciclos por minuto) dos
animais do estudo no periodo experimental: Sendo MP o Momento Pre-cirlrgico 24
horas antes do experimento; MO: o momento do procedimento cirdrgico M1-M12 os
momentos em dias do exame fisico.

Animais MP MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1l Mi2

Al 10 122 12 12 10 12 10 12 12 12 10 10 10 10
A2 12 14 12 12 14 12 12 12 10 12 12 10 10 10
A3 12 12 14 12 12 14 12 12 12 10 10 12 10 10
A4 16 18 18 18 16 16 18 22 16 16 18 16 12 16

A5 10 12 10 10 10 10 12 10 8 10 10 12 10 10

TABELA 9. Valores individuais da Temperatura corpora (Graus Celsius) dos animais
do estudo no periodo experimental: Sendo MP o Momento Pre-cirargico 24 horas
antes do experimento; MO: o momento do procedimento cirargico M1-M12 os
momentos em dias do exame fisico.

Animais  MP MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1l MI12

Al 373 375 374 37 372 37 373 375 373 374 376 37 372 373

A2 377 375 379 377 376 378 375 375 374 377 372 371 373 374

A3 375 379 38 381 373 374 376 379 375 376 378 373 378 381

A4 372 375 373 3r 376 375 375 375 378 378 37 382 383 373

A5 38 383 379 382 381 38 378 373 373 373 374 376 375 373
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ANEXO 2. Medidas e calculo da morfometria dos segmentos sem pingamento da veia
cefalica (SSP) dos cinco animais do trabalho.

TABELA 10. Segmento Sem Pincamento (SSP) do animal experimental Al, foi
avaliado fazendo 5 mensuracfes (1, 2, 3, 4 e 5), para cada variavel e calculados a
média (X) e o desvio padréo ().

Medidas absolutas das tunicas (um) Medidas relativas (%)

Total Média  Adventicia intima Colageno Média Adventicia intima
1 707,65 449,62 246,88 11,15 44,00 63,54 34,89 1,58
2 700,34 493,00 196,60 10,74 42,36 70,39 28,07 1,53
3 721,82 482,65 230,17 9,00 58,24 66,87 31,89 1,25
4 733,64 521,17 200,80 11,67 51,01 71,04 27,37 1,59
5 722,41 498,69 212,61 11,11 45,83 69,03 29,43 1,54
X 717,17 489,03 217,41 10,73 48,29 68,19 30,31 1,50
+ 13,17 26,15 21,00 1,02 6,44 3,04 3,08 0,14

TABELA 11. Segmento Sem Pingcamento (SSP) do animal experimental A2, foi
avaliado fazendo 5 mensuracgbes (1, 2, 3, 4 e 5), para cada variavel e calculados a
média (X) e o desvio padréo ().

Medidas absolutas das tunicas (um) Medidas relativas (%)

Total Média  Adventicia intima Colageno Média Adventicia intima
1 339,92 184,21 143,54 12,17 43,68 54,19 42,23 3,58
2 325,86 179,78 136,5 9,58 47,24 55,17 41,89 2,94
3 362,31 168,21 184,24 9,86 45,20 46,43 50,85 2,72
4 354,73 150,97 193,31 10,45 50,21 42,56 54,49 2,95
5 365,16 158,05 198,13 8,98 42,55 43,28 54,26 2,46
X 349,59 168,24 171,14 10,21 45,78 48,13 48,95 2,92
+ 16,49 14,06 28,95 1,22 3,04 5,99 6,27 0,42

TABELA 12. Segmento Sem Pincamento (SSP) do animal experimental A3, foi
avaliado fazendo 5 mensuragbes (1, 2, 3, 4 e 5), para cada variavel e calculados a
média (X) e o desvio padrio ().

Medidas absolutas das tunicas (um) Medidas relativas (%)

Total Média  Adventicia intima Colageno Média  Adventicia intima
1 506,26 268,72 226,01 11,53 47,60 53,08 44,64 2,28
2 467,29 265,19 188,22 13,88 48,19 56,75 40,28 2,97
3 452,55 244,37 197,44 10,74 40,29 54,00 43,63 2,37
4 460,18 231,27 216,38 12,52 43,26 50,26 47,02 2,72
5 481,54 198,87 268,84 13,83 52,90 41,30 55,83 2,87
X 473,57 241,69 219,38 12,50 46,45 51,04 46,33 2,64
+ 21,17 28,42 31,43 1,39 4,85 5,94 5,86 0,30
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TABELA 13. Segmento Sem Pincamento (SSP) do animal experimental A4, foi
avaliado fazendo 5 mensuracfes (1, 2, 3, 4 e 5), para cada variavel e calculados a
média (X) e o desvio padrio ().

Medidas absolutas das tanicas (um) Medidas relativas (%)
Total Média  Adventicia intima Colageno Média Adventicia intima
1 518,23 254,75 252,42 11,06 45,91 49,16 48,71 2,13
2 530,16 239,74 280,38 10,04 50,32 45,22 52,89 1,89
3 529,38 224,41 295,55 9,42 56,53 42,39 55,83 1,78
4 567,45 202,54 354,3 10,61 59,48 35,69 62,44 1,87
5 525,75 189,77 326,27 9,71 61,00 36,09 62,06 1,85
X 534,19 222,24 301,78 10,17 54,65 41,60 56,49 1,90
* 19,18 26,51 39,66 0,66 6,37 5,83 5,92 0,13

TABELA 14. Segmento Sem Pincamento (SSP) do animal experimental A5, foi
avaliado fazendo 5 mensuragbes (1, 2, 3, 4 e 5), para cada variavel e calculados a
média (X) e o desvio padréo ().

Medidas absolutas das tunicas (um) Medidas relativas (%)

Total Média  Adventicia intima Colageno Média Adventicia intima
1 571,04 322,47 237,57 11,00 54,03 56,47 41,60 1,93
2 560,18 338,27 211,66 10,24 70,06 60,39 37,78 1,83
3 510,54 335,31 165,55 9,68 50,02 65,68 32,43 1,90
4 511,49 350,20 150,09 11,20 46,93 68,47 29,34 2,19
5 488,87 317,62 162,32 8,94 50,61 64,97 33,20 1,83
X 528,43 332,77 185,44 10,21 54,33 62,97 35,09 1,93
t 35,34 13,00 37,37 0,94 9,15 4,75 4,82 0,15
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ANEXO 3. Medidas e calculo da morfometria dos Segmentos Sem Pincamento (SSP)
da veia cefalica no comparativo com os segmentos submetidos a pingamento (P1, P2,
P3 e P4) dos cinco animais do trabalho (A1, A2, A3, A4 e A5).
TABELA 15. Avaliagdo morfométrica da veia cefalica do animal A1 do experimento,
Segmento Sem Pincamento (SSP) segmentos submetidos aos pingcamentos: (P1)
Diffenbach bulldog; (P2) De Bakey bulldog; (P3) Rochester reta; (P4) De Bakey com

cremalheira.
Estrutura avaliada Unidade SSP P1 P2 P3 P4
Esp. Total da veia pm 717,16 612,80 659,96 482,01 656,51
Esp. da T. Média um 489,02 312,06 395,39 320,62 413,22
Esp. da T. Adventicia pMm 217,41 295,51 257,66 160,41 241,48
Esp.daT. Intima pum 10,73 5,23 6,91 0,98 1,81
Colageno da T. Média % 48,29 41,30 34,66 23,12 36,20
% da T. Média % 68,19 50,92 59,91 66,52 62,94
% da T. Adventicia % 30,32 48,22 39,04 33,28 36,78
% daT. Intima % 15 0,85 1,05 0,20 0,28
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FIGURA 17. Avaliacdo morfométrica da veia cefélica do animal A1 do experimento,
Segmento Sem Pincamento (SSP); segmentos submetidos aos pingamentos: (P1)
Diffenbach bulldog; (P2) De Bakey bulldog; (P3) Rochester reta; (P4) De Bakey com

cremalheira.
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TABELA 16. Avaliacdo morfométrica da veia cefélica do animal A2 do experimento,
Segmento Sem Pincamento (SSP) segmentos submetidos aos pincamentos: (P1)
Diffenbach bulldog; (P2) De Bakey bulldog; (P3) Rochester reta; (P4) De Bakey com

cremalheira.
Estrutura avaliada Unidade SSP P1 P2 P3 P4
Esp. Total da veia pum 349,59 280,49 384,12 315,75 327,65
Esp.da T. Média um 168,24 187,03 202,40 176,07 203,56
Esp. da T. Adventicia pMm 171,14 85,97 176,80 138,42 122,18
Esp.daT. Intima pum 10,21 7,49 4,92 1,26 191
Colageno da T. Média % 45,78 30,80 24,41 34,03 37,70
% da T. Média % 48,12 66,68 52,69 55,76 62,13
% da T. Adventicia % 48,95 30,65 46,03 43,84 37,29
% daT. Intima % 2,92 2,67 1,28 0,40 0,58
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FIGURA 18. Avaliacdo morfométrica da veia cefalica do animal A2 do experimento,
Segmento Sem Pincamento (SSP); segmentos submetidos aos pingamentos: (P1)
Diffenbach bulldog; (P2) De Bakey bulldog; (P3) Rochester reta; (P4) De Bakey com

cremalheira.
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TABELA 17. Avaliacdo morfométrica da veia cefélica do animal A3 do experimento,
Segmento Sem Pincamento (SSP) segmentos submetidos aos pincamentos: (P1)
Diffenbach bulldog; (P2) De Bakey bulldog; (P3) Rochester reta; (P4) De Bakey com

cremalheira.
Estrutura avaliada Unidade SSP P1 P2 P3 P4
Esp. Total da veia pum 473,56 294,89 355,21 259,67 227,03
Esp.da T. Média um 241,68 167,26 178,85 125,66 122,63
Esp. da T. Adventicia pMm 219,38 122,63 170,15 133,17 102,33
Esp.daT. Intima pum 12,50 5,00 6,21 0,84 2,07
Colageno da T. Média % 46,45 41,91 45,19 44,58 23,48
% da T. Média % 51,03 56,72 50,35 48,39 54,01
% da T. Adventicia % 46,33 41,58 47,90 51,28 45,07
% daT. Intima % 2,64 1,70 1,75 0,32 0,91
T. intima B T.Média B T1. Adventicia
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FIGURA 19. Avaliagdo morfométrica da veia cefélica do animal A3 do experimento,
Segmento Sem Pincamento (SSP); segmentos submetidos aos pincamentos: (P1)
Diffenbach bulldog; (P2) De Bakey bulldog; (P3) Rochester reta; (P4) De Bakey com

cremalheira.
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TABELA 18. Avaliacdo morfométrica da veia cefélica do animal A4 do experimento,
Segmento Sem Pincamento (SSP) segmentos submetidos aos pincamentos: (P1)
Diffenbach bulldog; (P2) De Bakey bulldog; (P3) Rochester reta; (P4) De Bakey com

cremalheira.
Estrutura avaliada Unidade SSP P1 P2 P3 P4
Esp. Total da veia pum 534,19 462,26 528,37 199,61 320,00
Esp. da T. Média um 222,24 245,16 276,02 90,37 157,15
Esp. da T. Adventicia pm 301,78 209,68 244,86 107,36 160,84
Esp.daT. Intima pum 10,17 7,42 7,49 1,88 2,01
Colageno da T. Média % 54,65 44,04 35,64 18,94 43,02
% da T. Média % 41,60 53,04 52,24 45,27 49,11
% da T. Adventicia % 56,49 45,36 46,34 53,78 50,26
% daT. Intima % 1,90 1,61 1,42 0,94 0,63
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FIGURA 20. Avaliagdo morfométrica da veia cefélica do animal A4 do experimento,
Segmento Sem Pincamento (SSP); segmentos submetidos aos pingamentos: (P1)
Diffenbach bulldog; (P2) De Bakey bulldog; (P3) Rochester reta; (P4) De Bakey com

cremalheira.
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TABELA 19. Avaliacdo morfométrica da veia cefélica do animal A5 do experimento,
Segmento Sem Pingcamento (SSP) segmentos submetidos aos pingamentos: (P1)
Diffenbach bulldog; (P2) De Bakey bulldog; (P3) Rochester reta; (P4) De Bakey com

cremalheira.
Estrutura avaliada Unidade SSP P1 P2 P3 P4
Esp. Total da veia pum 528,41 452,65 379,30 378,33 518,81
Esp. da T. Média um 332,77 250,35 184,04 224,46 318,34
Esp. da T. Adventicia pMm 185,43 196,47 188,82 152,15 197,30
Esp.daT. Intima pum 10,21 5,83 6,44 1,72 3,17
Colageno da T. Média % 54,33 43,12 27,07 53,34 43,00
% da T. Média % 62,98 55,31 48,52 59,33 61,36
% da T. Adventicia % 35,09 43,40 49,78 40,22 38,03
% da T. intima % 1,93 1,29 1,70 0,45 0,61
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FIGURA 21. Avaliagdo morfométrica da veia cefélica do animal A5 do experimento,
Segmento Sem Pincamento (SSP); segmentos submetidos aos pingamentos: (P1)
Diffenbach bulldog; (P2) De Bakey bulldog; (P3) Rochester reta; (P4) De Bakey com

cremalheira.



