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SIQUEIRA, E.G.M. Avaliacdo da eficacia e seguranca dos biomateriais na
hemostasia em nefrectomia parcial laparoscopica — estudo experimental em suinos.
Botucatu, 2014. 33p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria — Cirurgia) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

RESUMO

Nas cirurgias laparoscépicas, 0s agentes hemostaticos apresentam importancia
quando atuam no controle eficaz do sangramento e diminui¢do do tempo cirurgico.
Assim o presente trabalho prope a realizagdo de nefrectomia parcial laparoscopica e a
realizacdo de hemostasia com diferentes agentes hemostéticos, visando avaliar sua
eficacia no controle de sangramento transoperatorio e biocompatibilidade. Um dos
grupos ndo utilizou qualquer agente hemostatico, sendo a hemostasia realizada por
isquemia por clampeamento. Os outros dois grupos utilizaram como agentes
hemostaticos submucosa intestinal suina e uma esponja de gelatina suina purificada. No
presente estudo foi observada biocompatibilidade com ambos os materiais analisados,
porém foi constatada menor perda sanguinea transoperatéria no grupo que utilizou a

gelatina suina purificada.

Palavras chave: cirurgia; rim; videocirurgia; biocompatibilidade; sangramento.

SIQUEIRA, E.G.M. The efficacy and safety evaluation of biomaterials in hemostasis in
laparoscopic partial nephrectomy - experimental study in pigs. Botucatu, 2014. 33p.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria — Cirurgia) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT
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Malignant tumors represent a high incidence in medical clinic service, being the
most frequently histopathologic type the renal cells carcinoma (RCC). Radiodiagnosis
progress allows us to discover these tumors earlier. Thereby, less invasive technics
became increasingly necessary. In low invasive surgery procedures, hemostatic agents
showed importance specially by the oportunity to decrease surgical duration and by
their biocompatibility. Therefore, this study proposes the execution of parcial
laparoscopic nefrectomy with hemostasis with diferent hemostatic agents, aiming to
evaluate their efficacy in controlling transoperatory bleeding and biocompatibility. one
of the groups did not used any kind of hemostatic agent, being the hemostasia done by
ischemic clamping. The other two groups used hemostatic agents, like suine intestinal
submucousa and a sponge made of suine purified skin. The present study was observed
biocompatibility with both hemostatic agents used, however it was found less

transoperatory bleeding in the group that used suine purified skin.

Keywords: surgery; kidney; videosurgery; biocompatibility; bleeding.
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO

Os tumores malignos de rim e pelve renal compreendem aproximadamente 3%
dos casos novos de cancer em humanos nos Estados Unidos (SIEGEL et al., 2015),
sendo o carcinoma de células renais (CCR) o tipo histolégico mais comum (MEUTEN
et al., 2008). Os avancos tecnoldgicos, sobretudo na area de radiodiagnostico
contribuiram para a descoberta cada vez mais precoce desses tumores.

Assim como ocorreu no diagnéstico, novas modalidades terapéuticas evoluiram
com a finalidade de impactar positivamente na sobrevida dos pacientes portadores de
CCR (BRYAN et al., 2006). Neste contexto, métodos alternativos minimamente
invasivos tém sido propostos visando diminuir a morbidade relacionada ao trauma da
cirurgia aberta (DOUGALL et al., 1996; GILL et al 1999, SHARIATI et al., 2014.).
Seja qual for a técnica empregada o objetivo da cirurgia € a completa extirpacao
tumoral associada a preservacao de néfrons (RUSSO et al., 2010). A crioablacdo (GILL
et al., 2000), radiofrequéncia, radiocirurgia e nefrectomia parcial laparoscépica sdo
algumas das opcdes atualmente disponiveis dentro deste arsenal terapéutico (RUSSO et
al., 2010).

Inicialmente, a indicacdo da nefrectomia parcial laparoscopica (NPL) limitava-
se a pequenos tumores periféricos, sendo hoje expandida até mesmo para tumores
hilares e em estadios maiores (TURNA et al., 2008). Uma das principais preocupacoes
durante a NPL é a obtencdo de adequada hemostasia. Diferentes materiais ja foram
sugeridos com esta finalidade, tais como a matriz gelatinosa de trombina, gel de Wbrin,

cola de cianoacrilato, celulose oxidada, submucosa intestinal suina (SIS), gelatina suina
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purificada, entre outros (BREDA et al., 2007, MSEZANE, 2008; NAITOH et al., 2013).
Embora haja comprovado beneficio, ndo existe consenso, até o presente momento,
acerca do agente hemostatico (AH) ideal (BREDA et al., 2007).

O presente estudo justifica-se pelo crescente uso das cirurgias laparoscopicas nas
diferentes modalidades médicas e necessidade de uso de agentes hemostaticos eficazees,
especialmente em cirurgias uroldgicas, onde incluem-se as nefrectomias parcias. Neste
contexto, objetiva-se avaliar a eficacia hemostatica e integracdo tecidual de dois
diferentes biomateriais - a submucosa intesintal suina e a gelatina suina purificada, apds
nefrectomia parcial laparoscépica em suinos, comparando-0s entre si e com 0 grupo
isquemia, onde nenhum agente hemostatico foi utilizado.

Constituem-se objetivos especificos:

- Avaliar os parametros intra-operatorios (tempo cirargico, tempo de sangramento e
perda sanguinea) nos animais dos diferentes grupos, comparando-0s entre si e com 0
grupo onde foi realizada somente isquemia;

- Avaliar a integracdo dos agentes hemostaticos ao tecido renal de acordo com
parametros histopatoldgicos (inflamacéo, presenca de células gigantes multinucleadas,
necrose e tecido de granulacdo), comparando-o0s entre si e com 0 grupo isquemia, onde
nenhum agente hemostatico foi utilizado;

- Avaliar as possiveis complicaces cirurgicas agudas, decorrentes do procedimento

cirurgico, nos diferentes grupos.

2. REVISAO DE LITERATURA

A acessibilidade aos avancos tecnologicos na area de radiodiagnostico,

destacando-se a popularizagdo da ultrassonografia e da tomografia computadorizada
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contribuiu para que o0s tumores renais passassem a ser diagnosticados com maior
frequéncia em exames de imagem de rotina (PANTUCK et al., 2001). Entre os anos de
1950 e 2000, servigos norte-americanos registraram aumento de 126% na casuistica do
CCR. No entanto, apesar do aumento no numero de diagnosticos, a deteccdo de tumores
menores e em estadios mais precoces (BRYAN et al., 2006) fez com que a taxa de
mortalidade dos pacientes acometidos por esta condicéo fosse trés vezes menor que sua
incidéncia no mesmo periodo (PANTUCK et al., 2001).

Durante muito tempo, a nefrectomia radical (NR) fcoi considerada o “padrao
ouro” na abordagem dos tumores renais. Sua alta morbidade (HUANG et al. 2009)
associada aos potenciais riscos de precipitacdo de insuficiéncia renal crénica
(CAPITANIO et al., 2015) contribuiram para a popularizacdo de modalidades de
tratamento menos agressivas (SUN et al., 2012). Sendo assim, a nefrectomia parcial
aberta (NPA) passou a ser indicada para tumores renais menores que quatro
centimetros, mostrando resultados oncoldgicos equivalentes aos da nefrectomia radical.
Lee e colaboradores (2000) compararam os resultados da nefrectomia radical e parcial
no tratamento de tumores renais menores ou iguais a quatro centimetros e observaram
qgue ndo houve diferenca na sobrevida livre de doenca em cinco anos (97% e 95%,
respectivamente), sem recorréncias em ambos os casos (LEE et al, 2000). Apesar da
NPA ter representado um avanco no tratamento do CCR, a constante busca por vias de
acesso menos invasivas acabou por resultar no aprimoramento da cirurgia preservadora
de néfrons por via laparoscopica e, mais recentemente, robd-assitida (LESLIE et al.,
2013; HOU et al., 2015)

A nefrectomia laparoscopica consagrou-se ao longo do tempo como um método
rapido, seguro e menos invasivo que a nefrectomia aberta convencional, com seu uso

cada vez mais difundido tanto em procedimentos radicais quanto parciais (RUSSO et
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al., 2010). E importante ressaltar, que independentemente da via endoscopica utilizada,
seja ela laparoscopica ou robotica, esta deve ser tdo eficiente quanto a técnica aberta a
fim de manter os principios oncologicos do tratamento cirdrgico do tumor renal e,
conseqiientemente, seus resultados funcionais (MSEZANE, et al., 2008; TEH et al.,
2010; NAITOH et al., 2013, LESLIE et al., 2013).

Embora a primeira nefrectomia parcial laparoscépica (NPL) tenha sido realizada
em 1993 por Winfield e colaboradores, a experiéncia com este tipo de abordagem se
limitou a tumores pequenos, periféricos e exofiticos durante muitos anos (TURNA et al,
2008). Essas indicacBes foram sendo cautelosamente expandidas e, atualmente, incluem
tumores mais desafiadores como lesdes centrais, hilares, tumores em rim Unico e até
tumores em estadios maiores (TURNA et al, 2008).

O aperfeicoamento da laparoscopia e a evolugdo dos equipamentos fez com que
0s resultados entre as técnicas aberta ou fechada fossem se tornando cada vez mais
semelhantes, demonstrando inclusive que a lesdo tecidual e o sangramento trans-
operatorio sdo significativamente menores no procedimento laparoscopico
(ZIMMERMANN et al., 2008). No entanto, a dificuldade em se obter adequada
hemostasia ap0s excisdo de parte do tecido renal ou extirpacdo tumoral € um importante
fator que tem sido continuamente abordado (RUSSO et al., 2010). Celia e colaboradores
(2008) concluiram que as maiores taxas de complicacdes em nefrectomia laparoscépica
ainda correspondem a hemorragia, extravasamento de urina e faléncia renal, sendo o
sangramento o principal responsavel pela re-intervencdo e conversdo para cirurgia
aberta (MCGINIIS et al., 2000; ZIMMEMANN et al., 2008).

Inimeros estudos discorrem sobre o tema, abordando desde técnicas simples de
clampeamento da artéria, resultando em hipoperfusdo regional com clampes tipo

“bulldog”, pingas Satinsky e torniquete de Rumel, até a utilizacdo de materiais e
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equipamentos empregados com objetivo de reduzir as complicacbes hemorragicas
durante a cirurgia laparoscopica (ZIMMERMANN et al., 2008).

O uso de selantes e colas teciduais como agentes hemostaticos (AH) renais tém
sido preconizados hd mais de 25 anos, com varios estudos sugerindo que, além de
otimizar a hemostasia, estes biomateriais podem auxiliar na reparacdo do sistema
coletor (PRUTHI et al,2004; GILL et al, 2005; KIINGLER et al, 2006; ARON et al,
2007). Os agentes hemostaticos podem agir como selante primario ou atuar de forma
sinérgica em regides previamente suturadas (KHEIRABADI et al., 2002;
ZIMMERMANN et al., 2008).

Bergel e colaboradores (1909), utilizando o plasma seco para facilitar a
hemostasia trouxe o primeiro relato dentre a literatura referenciada. Ramakumar e
colaboradores (2002) descreveram o uso de um hidrogel sintético biodegradavel a base
de polietilenoglicol apds nefrectomias parciais laparoscopicas em suinos, obtendo
hemostasia imediata e sobrevida em 100% dos casos. Estes autores também comparam
outros trabalhos que utilizaram cola de fibrina ao produto sintético testado. A
penetracdo do polimero desde as camadas mais superficiais, sem depender de
sangramento para adesdo € vantajosa, podendo ser mais eficaz que os sistemas a base de
fibrina. Além disso os autores, inferem que a utilizacdo de um polimero totalmente
sintético reduz o risco de inflamacdo e infeccdo, que podem ocorrer nos selantes
biolégicos como a cola de fibrina.

Existem muitas formulas de colas biologicas comercialmente preparadas,
constituindo-se basicamente de uma associacdo de fibrinogénio e trombina que, quando
aplicadas em conjunto formam uma rede de fibrina sobre a superficie cruenta
(MSEZANE et al., 2008). Este contato com 0 sangramento & necessario para ativacao

do produto, uma vez que mimetizam o passo final da cascata de coagulagédo, por
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combinarem a trombina e o fibrinogénio (HONG et al., 2005; MSEZANE et al., 2008).
Sdo desvantagens dos selantes bioldgicos possibilidade de reacdo alérgica (MCGINNIS
et al. 2000), além do tempo de preparo e custo elevado, que podem desencorajar 0 Uso
rotineiro destes tipos de materiais (HONG et al., 2005; NAITOH et al. 2013).

O custo do agente hemostatico pode ser um fator limitante em alguns casos,
incluindo usos em laparoscopia (NAITOH et al.,, 2013). Msezane e colaboradores
(2008) compararam diversos agentes hemostaticos, avaliando o custo individual entre
eles. Avaliaram também que quanto maior o nUmero de agentes hemostaticos
empregados, tanto maior serd o custo. Por isso, investimentos em tecnologia e pesquisa
buscam desenvolver novos selantes eficazes de custo acessivel ou ainda aprimorar 0s
hemostaticos ja existentes (NAITOH et al., 2013). Alguns hemostaticos de aplicacdo
direta sobre a superficie sangrante atualmente comercializados sdo celulose oxidada
(Surgicell®), matriz colagena suina (Gelfoam®, Surgifoam®, Spongostan®,
Surgiflo®), matriz coldgena bovina associada a trombina (Floseal®), submucosa
intestinal suina (Surgisis®) dentre outros (GILL et al., 2005; HONG et al., 2005;
MSEZANE et al., 2008).

O Gelfoam® é uma esponja gelatinosa bioabsorvivel. Os trabalhos sobre este
material datam desde a década de 40, sendo nesta época composto por celulose oxidada
sem associacdo com fibrina (MACDONALD et al.,, 1946). Em 1948, Macdonald e
colaboradores descreveram seu uso como a gente auxiliar em nefrotomias, exibindo boa
eficAcia e pouca ou nenhuma reacdo tecidual. Atualmente, trata-se de uma esponja
gelatinosa obtida a partir de gelatina suina purificada, assim como outros produtos
citados, incluindo Spongostan®. A composicdo colagena é associada a trombina para
auxiliar o efeito hemostatico, sendo amplamente utilizado como método hemostéatico

auxiliar ou definitivo (CALTON et al., 2015). A absorcdo do material ocorre em 8-12
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semanas, segundo acompanhamento tomografico feito por LALL e colaboradores
(2012). Embora seja considerado importante método auxiliar na hemostasia, uma
potencial desvantagem é a necessidade de aplicacdo da esponja diretamente sobre a
superficie sangrante para adequada oclusdo (RAMAKUMAR et al., 2002).

Ferreti e colaboradores (2012) realizaram um estudo experimental com ratos,
avaliando a eficacia de um novo agente hemostatico sintético a base de celulose
regenerada oxidada eterificada (Bloodstop IX® - Life Science Plus). Neste estudo, 0s
autores compararam a eficdcia hemostatica em nefrectomia parcial bilateral entre
Bloodstop e Surgicel® (celulose oxidada) e, frente a injdria de aorta, comparando
Bloodstop, Surgicel® e Gelfoam®. O melhor efeito hemostatico em ambas as situacdes
foi obtido com o uso do Bloodstop IX®, sendo porém a esponja colagena de gelatina

suina (Gelfoam®) superior ao Surgicel®.

Outro agente com uso em destaque nas nefrectomias parciais laparoscopicas é a
membrana de submucosa intestinal suina (SIS). Fragmentos intestinais passaram a ter
importancia médica como substitutos teciduais quando, ha cerca de 40 anos, foi
realizada a substituicdo vascular por uma pequena porcao de intestino. Desde entdo, a
submucosa intestinal suina tem ganhado relevancia. A SIS é descelularizada,
translucida, flexivel e resiliente contendo fibras de colageno I, Il e VI. A
descelularizacdo diminui a antigenicidade tecidual e, além disso, inibe ou retarda o
depdsito de célcio e debris nas membranas celulares, respeitando os principios da
bioengenharia, que visa a formacdo de um tecido biocompativel e com a menor

antigenicidade possivel (ANDREE et al., 2013).

A SIS foi utilizada por Schnoeller colaboradores (2011), no tratamento de
tumores até 4 cm, de forma combinada com outros agentes hemostaticos como o

FloSeal® (Baxter) para fechar grandes defeitos. A membrana foi acomodada por meio
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de sutura na capsula renal e teve bons efeitos hemostaticos. Uma nova avaliagédo
realizada por Schnoeller et al., (2013) avaliaram que a SIS pode ser util em

nefrectomias parciais mais invasivas, onde tumores maiores que 5 cm forem removidos.
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Capitulo 2

A evolucdo dos métodos diagndsticos possibilitou o reconhecimento de
neoplasias cada vez menores na rotina médica, fazendo com que técnicas menos
invasivas fossem desenvolvidas. Dentre essas técnicas, a nefrectomia parcial

laparoscépica desponta pela minima invasao e exérese com boa margem de seguranca.

A remocao com menor invasao € viabilizada também pela utilizacdo de agentes
hemostaticos. Diversos sdo os agentes hemostaticos comerciais utilizados na rotina
médica. Com o objetivo auxiliar a investigacdo cientifica pela busca de agentes
hemostaticos eficientes e biocompativeis, o presente estudo propde avaliar os resultados
intra-operatorios e histopatoldgicos da aplicacdo da matriz acelular de colageno (SIS) e
da gelatina suina purificada (GSP), utilizando modelo suino submetido a nefrectomia

parcial laparoscopica.

3. OBJETIVOS

- Geral: o presente estudo objetivou avaliar a eficacia hemostatica e integracdo tecidual
de dois diferentes biomateriais, a submucosa intesintal suina e a gelatina suina
purificada apds nefrectomia parcial laparoscopica em suinos, comparando-os entre si e
com o grupo isquemia, onde nenhum agente hemostéatico foi utilizado;

- Especificos: avaliar os parametros intra-operatérios (tempo cirdrgico, tempo de
sangramento e perda sanguinea) nos animais dos diferentes grupos, comparando-0s
entre si e com o grupo onde foi realizada somente isquemia;

- Avaliar a integracdo dos agentes hemostaticos ao tecido renal de acordo com

parametros histopatologicos (inflamacéo, presenca de celulas gigantes multinucleadas,
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necrose e tecido de granulacéo), comparando-o0s entre si e com 0 grupo isquemia, onde
nenhum agente hemostatico foi utilizado;

- Avaliar as possiveis complicacbes cirurgicas agudas, decorrentes do procedimento
cirurgico, nos diferentes grupos.

4 .MATERIAL E METODOS

4.1.ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Para realizacdo do experimento, foram utilizados 21 porcos mesticos da raca
Duroc (americana) com Laijuait (francesa), com peso variando entre 20 a 25 kg. Com
uma semana de antecedéncia ao inicio do experimento, os animais foram
acondicionados no Biotério da Faculdade de Medicina — UNESP Botucatu em baias de
cimento, com dois metros de largura por trés de comprimento, para adaptagdo ao novo
ambiente. Os animais foram mantidos a temperatura ambiente e com ciclos de
iluminacdo natural, com livre acesso a dgua e racdo e monitorizacao regular da ingesta.
Exames hematolégicos e de funcdo renal (uréia e creatinina) foram realizados e somente
animais com resultados dentro da normalidade foram incluidos no estudo.

De acordo com as normas de ética em pesquisa animal, este trabalho foi
previamente submetido a analise e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da Faculdade de Medicina de Botucatu (Protocolo n° 0337).

4.2.GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os 21 animais objetos da pesquisa foram randomicamente distribuidos em trés
grupos:
"1 Grupo Isquemia (Glsq) (n=7 animais): 0s animais foram submetidos a nefrectomia

parcial laparoscopica esquerda, com remogdo de 20% do parénquima renal. A
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hemostasia da superficie renal foi obtida clampeando-se o pediculo renal de forma
intermitente, com liberacdo da artéria a cada dois minutos, até que a hemorragia
cessasse espontaneamente, sem capsulorrafia renal.

71 Grupo SIS (GSis) (n=7 animais): mesmo procedimento cirurgico descrito para Gisq;
porém, a hemostasia foi obtida pelo recobrimento da superficie renal com
membrana de submucosa intestinal suina em quatro camadas® (Figura 1A), disposta
de forma a recobrir completamente a area cruenta e sem associagdo com
capsulorrafia renal.

71 Grupo Gelatina Suina Purificada (GGsp) (n=7 animais): mesmo procedimento
cirurgico descrito para Glsg, sendo que a hemostasia foi obtida pelo recobrimento
da superficie renal por esponja de gelatina suina purificada? (Figura 1B) disposta de
forma a recobrir completamente a area cruenta e sem associacdo com capsulorrafia

renal.

'—-‘_ e ™ I
oo}

FIGURA 1 (A) - Aspecto macroscépico da Submucosa intestinal Suina (SIS), (B) - Gelatina
sufna purificada (GSP).

4.3.SEQUENCIA EXPERIMENTAL

' SIS®. Bloomington (IN-USA) — Cook Medical

2 Spongostan®. USA: Ethicon Jhonson & Johnson
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Todos os animais foram mantidos em jejum pré-operatério de 12 horas. Antes
do procedimento cirdrgico, a sedacdo foi feita com acepromazina; (0,1mg/Kkg),
quetamina4 (15 mg/kg) e midazolan (0,5 mg/kg)s' associados na mesma seringa e
administrada por via intramuscular. Apds canular a veia marginal da orelha com cateter
intravenoso 22G, a inducdo anestésica foi realizada com Propofols, (5 mg/kg), seguida
da intubacdo orotraqueal, com auxilio de laringoscopio. A manutencdo da anestesia foi
realizada com isoflurano; (100g/100mL) administrado por via inalatoria em mistura de
gases com oxigénio a 50%.

A hidratacdo foi mantida por meio da infusdo intravenosa de solucdo de ringer
lactato® na razdo de 10mL/kg/minuto, sendo intensificada de acordo com as variacoes
dos sinais vitais do animal ou proporcionalmente a perda sanguinea no intra-operatorio,
objetivando a manutencdo da estabilidade hemodinamica. Adicionalmente, durante
todo o procedimento cirdrgico, 0s animais tiveram seus parametros clinicos
rigorosamente monitorizados com auxilio de monitor multiparamétrico Dixtal e
oximetria de pulso.

Os animais foram entdo posicionados em goteira de Claud-Bernard em decubito
lateral direito a 45° sendo realizada antissepsia com solucdo de iodopovidona tépica’ e
colocacdo dos campos estéreis, conforme padronizacdo pelas técnicas cirdrgicas

convencionais.

3 Acepran® [2mg/mL]. S&o Paulo: Vetnil

4 Vetaset®[100 mg/mL]. S&o Paulo: Zoetis

5 Dormonid® [5m/5mL]. Sdo Paulo:Cristalia

6 Diprivan® - [10mg/mL]. S&o Paulo: Cristélia

7 Vetflurano®[100g/100mL]. S&o Paulo: Virbac

8 Fresenius®: Barueri; Fresenius Kabi Brasil LTDA

9 Solugéo de iodopovidine topico a 10%. Sdo José do Rio Preto; Rioquimica LTDA
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O pneumoperitonio foi obtido a partir da puncdo abdominal com agulha de
Veress, lateralmente a cicatriz umbilical. Apds assegurar-se do correto posicionamento
da agulha na cavidade peritoneal, iniciou-se a insuflacdo com gas carb6nico por meio de
insuflador modelo Cubot Medical Eletronic Insuflator® 2001 - Schultz®, & velocidade de
trés litros por minuto, até a obtencdo da presséo intraperitoneal maxima de 15 cmH20.

O primeiro trocarte de 10mm foi introduzido imediatamente acima da cicatriz
umbilical, na musculatura do reto-abdominal a fim de comportar a lente 0° acoplada ao
sistema de video-cdmera. Dois outros trocartes adicionais, um de cinco e outro de dez
milimetros, foram posicionados na cavidade abdominal, sob visdo direta, na linha axilar
média esquerda, distando entre si cerca de 15 centimetros a fim de permitir a livre
movimentacdo das pin¢as de laparoscopia. O trocarte de 10mm foi locado sempre de
acordo com a mdo dominante do cirurgido e utilizado para permitir a passagem de gazes
e de outros materiais, como o clipador.

Apds o inventario da cavidade e identificacdo do ureter esquerdo, o pélo renal
inferior ipsilateral foi exposto por meio de cuidadosa dissecacdo. A fim de se evitar
sangramento incoercivel durante o procedimento, a artéria renal foi previamente
dissecada, isolada e reparada com auxilio de uma fita cardiaca. O diametro créanio-
caudal do rim foi entdo aferido com auxilio de uma fita métrica esteril, graduada em
centimetros, introduzida na cavidade pelo portal de 10 mm. Tomando-se como base 0
valor obtido, um segmento do polo inferior do rim esquerdo correspondente a 20% do
comprimento total foi excisado com auxilio de tesoura fria, sem uso de cautério ou
manobra que pudesse interferir na hemostasia local.

Nos animais do Glsq, ap6s a nefrectomia parcial, a artéria renal foi mantida

tracionada durante dois minutos, visando assim a obtencdo de hemostasia espontanea da
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area cruenta. Nos animais em que ndo houve interrupcdo do sangramento, dois minutos
adicionais de tracdo do pediculo foram acrescidos para obtencdo da hemostasia.

Nos demais grupos, os devidos agentes hemostaticos foram posicionados sobre a
area cruenta apos realizacdo da nefrectomia parcial, sendo neste momento liberada a
tracdo da artéria renal (submucosa intestinal suina — GSis ou gelatina suina purificada -
GGsp). A remocdo do fragmento desvitalizado foi realizada ampliando-se o portal
supra-umbilical, a fim de permitir a passagem da peca cirdrgica acondicionadas em saco
coletor.

As gazes utilizadas durante e apds o procedimento foram pesadas em balanca de
precisdo. Descontou-se entdo 0 peso da gaze seca e o valor obtido convertido em
mililitros (mL). O sangue total coletado do aspirador para adequada estimativa da perda
sanguinea intra-operatéria foi mensurado (mL) e este valor foi acrescido ao peso das
gazes. Em seguida, foi realizado fechamento dos portais por meio de sutura tipo sultan
em musculatura, seguido por dermorrafia com pontos simples separados.

Apds o término do procedimento cirargico, os animais foram extubados e
mantidos em observacdo até a recuperacao da consciéncia.

Considerou-se o tempo de cirurgia (TC) como o tempo decorrente desde a
confeccdo do pneumoperitdnio até a sutura dos portais da laparoscopia. Foi considerado
tempo de sangramento o intervalo dado entre a soltura do clampeamento da artéria renal
até o cessar completo do extravasamento de sangue, seja pelo paréngquima ou pelos
bordos do agente hemostatico. O tempo de cirurgia, tempo de sangramento, a perda
estimada de sangue no intra-operatorio e as complicacdes pds-operatorias foram

individualmente anotadas para cada animal, dos diferentes grupos.

4.4.CUIDADOS POS OPERATORIOS
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No pds-operatorio, 0s animais permaneceram em baias individuais, alimentacéo
foi re-introduzida, assim como a ingesta hidrica, sendo fornecidas “ad libitum”. A
antibioticoprofilaxia foi realizada com administracdo de Enrofloxacina® por via
intramuscular, na dose de 7mg/kg a cada 24 horas, iniciada no intra-operatorio e
mantida pelos sete dias subseqlientes, até o momento da eutanasia. Os animais
receberam ainda morfina** e dipirona*? a cada 12 horas, nos primeiros 3 dias de pds-

operatorio.

45.EUTANASIA
No sétimo dia de pos-operatério, os animais foram sedados de acordo com
protocolo descrito anteriormente, a veia marginal da orelha foi novamente cateterizada
com cateter intravenoso 22G, permitindo aplicacéo de tiopental sodico® até obtencéo de
plano anestésico IV da Escala de Guedel. A eutanasia foi entdo realizada mediante
injecdo intravenosa de cloreto de potassio 19,1%™ (1 mL/kg). Apés laparotomia
mediana convencional e avaliacdo macroscopica, o rim esquerdo foi removido,

seccionado longitudinalmente e armazenado em formaldeido 10%.

4.6.ANALISE HISTOPATOLOGICA DO RIM
Apoés fixacdo em formaldeido, o processamento do material foi realizado
seguindo tecnica padronizada para obtencdo de laminas coradas com hematoxilina-

eosina, pelo Laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e

19 Chemytril®[25mg/mL]. Sdo Paulo; Chemitec

! Dimorf®[10mg/ml].S&o Paulo; Cristalia

12 pironal®[500mg/ml]. Minas Gerais. Lema

3 Thiopentax®[1g]. Sao Paulo;Cristalia

14 Cloreto de potassio 19,1%. Precabura — CE. Isofarma
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Zootecnia — UNESP — Botucatu. A leitura das laminas foi feita de modo cego, sem que
0 patologista conhecesse a técnica hemostatica utilizada. A andlise histopatoldgica
avaliou em todas as pecas dos animais dos diferentes grupos o grau de inflamacéo,
necrose, tecido de granulacdo, presenca de ceélulas gigantes e demais alteracbes
individuais. Para classificar as lesdes, foi atribuido um escore de 0 a 3, sendo
considerado 0 a auséncia do parametro avaliado, 1- leve, 2- moderado e 3- intenso.

As Figuras 2a e 2b indicam os locais de inser¢do do GSP e SIS.

Figura 2- (A) - Corte do rim, com presenca do GSP (seta). Hematoxilina e eosina (HE)

(x20), (B) — corte do rim, com visualizagdo do SIS (seta). Hematoxilina e eosina (HE) (x10)

4.7.ANALISE ESTATISTICA
Para analise dos dados referentes a cirurgia, foi utilizado teste ndo paramétrico
teste Kruskal Wallis para avaliacdo do tempo cirdrgico, tempo de sangramento e perda
sanguinea. Foram considerados apenas quando p < 0.05. A analise das complicacdes
cirargicas foi descritiva.
A avaliacdo histopatolégica também utilizou o teste Kruskal Wallis e graduando
em escore de 0-3 os graus de necrose, tecido de granulacdo e presenca de células

gigantes. Também foram considerados apenas os valores com p< 0.05. Também foi
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realizada analise de contigéncia com relagdo a presenca de auséncia ou presenca de

células gigantes e de inflamacéo (p< 0.05).

5. RESULTADOS

5.1. TEMPO DE CIRURGIA
A Figura 3 mostra a comparacdo entre os tempos cirargicos nos 3 grupos do
estudo. A média e o desvio padrdo dos tempos cirdrgicos ndo diferiu estatisticamente
entre GSis (40,43+6,24) e GGsp (57,86+13,8). Ao compara-los com o tempo cirlrgico
do Glsq (37,86+13,8), onde nenhum agente hemostatico foi utilizado, houve diferenca

signifiva com GGsp (p=0,02).]

Tempo cirurgia
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Figura 3. Representacgdo gréafica das variagdes entre a media e o desvio padrdo dos tempos cirdrgicos, em

minutos, dos animais submetidos aos métodos hemostaticos nos diferentes grupos — isquemia (lsq),
submucosa intestinal suina (Sis) e gelatina suina purificada (Gsp), com diferenca estatistica entre Glsq e
GGsp (p =0,02).

5.2.TEMPO DE SANGRAMENTO
N&o houve diferenca estatistica entre os tempos de sangramento nos diferentes

grupos - Glsq (424+166,5), GSis (249,3+158,9), GGsp (219,0+181,0).
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A Figura 4 mostra a comparacdo entre os tempos de sangramento nos 3 grupos

do estudo.
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Figura 4. Representagdo grafica das variagBes entre a media e o desvio padrdo dos tempos de
sangramento dos animais submetidos aos métodos hemostéticos nos diferentes grupos — isquemia (lIsq),
submucosa intestinal suina (Sis) e gelatina suina purificada (Gsp), sem diferenca estatistica significativa
entre os grupos (p =0,1)

5.3.PERDA SANGUINEA
A Figura 5 compara a perda sanguinea intra-operatdria nos 3 grupos do estudo.
A média e o desvio padrdo ndo diferiu estatisticamente entre GSis (72,14+27,67) e Glsq
(51,43+£27,49). No entanto, ha diferenca estatisitica significativa ao comparar GSis e
GGsp (2,36£2,55) e Glsq e GGsp. Dentro dos dados avaliados o grupo GGsp foi o que

apresentou menor perda sanguinea (p = 0,0007).
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Figura 5. Representacdo grafica das variagdes entre a media e o desvio padrdo da perda sanguinea (ml)
dos animais submetidos aos métodos hemostaticos nos diferentes grupos — isquemia (Isq), submucosa
intestinal suina (Sis) e gelatina suina purificada (Gsp), com diferenca estatistica entre significativa entre
Glsq e GGsp e GSis e GGsp (p = 0,007).

5.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA
Os dados comparativos entre os diferentes escores de necrose, tecido de
granulacdo, presenca células gigantes multinucleadas e inflamacdo das analises

histopatoldgicas estdo apresentados na figura 6.
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3- 3 I 2000 |
N p = 0,002 R
© 21 0 24
S S
14 14
0 T T T 0 T T .
& P O%Q & &P c?Q
Grupo Grupo

Figura 6 - Representacdo grafica dos escores de necrose, formagdo de tecido de granulacdo, células
gigantes multinucleadas, necrose e inflamag&o dos rins de animais submetidos aos diferentes agentes
hemostaticos nos diferentes grupos — isquemia (Isq), submucosa intestinal suina (Sis) e gelatina suina
purificada (Gsp).

54.1. NECROSE
N&o houve diferenca estatistica significativa nos escores de necrose entre Glsg e
GSis e entre Glsq e GGsp. No entanto, houve diferenca estatistica entre GSis e

GGsp, tendo o GGsp apresentado o menor grau de necrose (p = 0.006). A Figura 6
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mostra o grafico com a comparacdo da mediana dos escores de necrose entre 0s

diferentes grupos.

5.4.2. TECIDO DE GRANULACAO

A Figura 6 mostra a formacdo do tecido de granulacdo em rim submetido a
hemostasia com GSP. N&o houve diferenca estatistica no escore de tecido de granulacao
entre Glsq e GSis e entre GSis e GGsp. No entanto, houve diferenca estatistica
significativa entre Glsg e GGsp, com mediana maior em GGsp em relacdo ao Glsq (p =
0,0025). A Figura 6 mostra o grafico com a comparacdo da mediana dos escores de

tecido de granulacdo entre os diferentes grupos.

Figura 7 — Formacdo de tecido fibroso (seta azul) e presenca do GSP (seta amarela) em rim de
animal do grupo GGsp. Hematoxilina e eosina (HE) (x20)
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5.4.3. PRESENCA DE CELULAS GIGANTES
MULTINUCLEADAS

N&o houve diferenca estatistica no escore de celulas gigantes entre Glsq
(0,00+0,00) e GSis (0,57+1,134) e entre GSis (0,57+1,134) e GGsp (1,29£0,49). No
entanto, houve diferenca estatistica entre Glsq e GGsp (p = 0,0022), sendo a maior
reacao observada no grupo GGsp (Figura 9). Independente do escore, considerando-se
apenas presenca ou auséncia a partir de uma analise de contigéncia, podemos avaliar
que a presenca de células gigantes tipo Langerhans foi maior no GGsp (p=0,005)

(Figura 8). A Figura 9 mostra a presenca de células gigantes em animal do grupo GSP.
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Figura 7. Representagdo gréafica da analise de contingéncia da formagdo de células gigantes dos animais
submetidos aos métodos hemostéticos nos diferentes grupos-isquemia (Isq), submucosa intestinal suina
(Sis) e gelatina suina purificada (Gsp), com prevaléncia de animais positivos no GGsp (p=0,005).
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grupo GGsp. Hematoxilina e eosina (HE) (x20)

5.4.4. INFLAMACAO
O GSis foi o que apresentou 0s maiores escores de inflamagdo quando
comparado com 0s outros grupos, tendo apresentado diferenca estatisitca em relagédo ao
Glsg. Nao houve diferenca estatistica entre as medianas dos escores de inflamagéo de

Glsg e GGsp e GSis e GGsp.

5.45. COMPLICACOES
Né&o foram observadas complicacGes intra-operatdrias nos animais dos diferentes
grupos. Ao exame macroscopico dos rins dos animais do Glsq, identificou-se um caso
de aderéncia renal e um caso de fistula urinaria, sendo observado cole¢do de urina intra-
cavitaria. Animais do GSis ndo apresentaram complicacOes tardias, observadas ao
exame necroscopico. No GGsp, foi observada a formacdo de abscesso em um dos
animais, no ponto de insercdo de um dos trocartes. Ndo houve nehum 6bito durante o

experimento assim como ndo houve sinal de sangramento ativo.

6. DISCUSSAO

O estudo foi realizado considerando-se o suino como modelo experimental
consagrado para a técnica laparoscopica, embora Souza e colaboradores (2016) sugiram

que a comparacao entre a nefrectomia parcial laparoscopica em humanos e ovelhas seja
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mais fidedigna. Entretanto, observa-se na literatura corrente que agentes hemostaticos
sdo testados principalmente no modelo suino (de SOUZA et al., 2012; PLOUSSARD et
al., 2015).

Ao longo das ultimas décadas, diferentes biomateriais foram propostos, dentre
eles a submucosa intestinal suina, incluindo Surgisis® (SCHNOELLER et al., 2011;
SCHNOELLER et al., 2013), esponja gelatinosa de gelatina suina purificada
(Spongostan®), entre outros. De acordo com Gill et al., (2005) e Ploussard e
colaboradores, (2015), o uso de agentes hemostaticos na area excisada diminui a
possibilidade de sangramento e consequentemente reduz o tempo cirargico. Além de
adequada hemostasia, 0 agente hemostatico implicara em menor tempo cirargico quanto
mais facil for sua manipulacdo. No presente estudo, embora tenha ocorrido diferenca
estatistica apenas entre os tempos cirargicos dos grupos Gsp e Isq, obervou-se também
cirurgias mais longas no GGsp, ao comparar dados individuais com o grupo Sis
(APENDICE I1). O manuseio mais trabalhoso da esponja de gelatina suina purificada e
a quantidade de memoria caracteristica deste material pode ter contribuido para o maior
tempo cirdrgico nos animais deste grupo. Além disso, para que a aderéncia ocorra, ha
necessidade do contato com a area cruenta e absorcao do sangue, 0 que pode determinar
maior tempo para incorporacdo do material ao rim durante o ato cirdrgico
(RAMAKUMAR et al., 2002; CALTON et al., 2015). Msezane e colaboradores (2008)
sugerem ainda que ha melhor aderéncia da GSP quando colocado sobre superficies
sangrantes em pacientes hipotensos, pois o fluxo sanguineo excessivo pode dificultar
sua adesdo. Em nosso trabalho ndo houve alteragéo significativa nos padrdes de pressdo
arterial que pudesssem gerar um fluxo excessivo e assim dificultar a adesdo do agente

hemostéatico por este motivo.
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A utilizacdo do SIS como meétodo hemostatico no presente estudo mostrou-se
eficaz, mesmo sem a utilizacdo de outros agentes conjuntos ou sutura da capsula renal,
como sugerido por Schnoeller e colaboradores (2013). Essa associacdo entre agentes e
técnicas cirargicas adicionais aumentaria o tempo cirdrgico e por isso optamos por ndo
realiza-la.

Poucos trabalhos na literatura correlacionam o tempo cirurgico e parametros
como tempo de sangramento e perda sanguinea. Ploussard e colaboradores (2015),
correlacionaram tempo cirdrgico e perda sanguinea ao testarem agentes hemostaticos;
porém, em nefrectomia parcial aberta. Foram utilizados o adesivo de fibrina Tissel®
(fibrinogénio e trombina humanas) associados ou ndo ao FloSeal® (extrato gelatinoso
derivado de bovino/trombina humana). Embora apresente dados consistentes, como fora
realizado nefrectomia parcial aberta, ndo é possivel correlacionar seus dados ao presente
estudo.

O clampeamento da artéria renal no hilo renal para realizacdo da nefrectomia
parcial € um procedimento considerado lesivo ao rim (Ploussard et al., 2015). Segundo
Patel e colaboradores (2011), o tempo de clampeamento de 20 minutos € relativamente
seguro; porém, 0s autores sugerem que a isquemia quente seja tanto menor quanto
possivel. Em nosso estudo, o clampeamento do hilo ndo excedeu seis minutos em
nenhum dos animais, nos diferentes grupos.

A perda sanguinea obtida em nosso estudo foi a menor dentro da literatura
referenciada, citando modelos experimentais em nefrectomia parcial (PLOUSSARD et
al., 2015) sobretudo com relagdo ao GSP. O tempo de hemostasia do GGsp foi
significativamente menor, com relacdo aos demais grupos (GSis e Glsg). No entanto,
deve-se ressaltar que foi considerado como perda o sangue extravasado, medido por

meio das gazes e do volume aspirado. A absorcdo do sangue pela GSP pode ter
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contribuido para a subestimacdo do volume real perdido. Outra possiblidade € que o
contato intimo da GSP com a superficie sangrante leva ao estimulo da cascata de
coagulacdo. Seria interessante, para anular este viés, que fossem pesados 0s agentes
hemostaticos logos apos o findar do sangramento. No entanto, isto poderia apresentar

riscos ao modelo experimental, dada possibilidade de sangramento ativo secundario.

Na andlise histopatologica compartativa entre os trés grupos, a necrose foi
significativamente menor no GGsp em relacdo ao GSis. A formacéo de tecido necrético,
segundo Anders et al. (2012) pode ser explicada pela formacdo de trombos na
microvascularizacdo que irriga a regido excisada, denominada microangiopatia
trombotica isquémica. A microangiopatia predispBe a isquemia dos bordos e posterior
necrose. A eficiéncia da oclusdo de superficie promovida pela Gsp pode estar
relacionada ao menor indice de microangiopatia tromboética isquémica e,
consequentemente, menor necrose. Da mesma forma, o maior escore de necrose no
GSis pode estar relacionado a ocorréncia de mais microtrombos.

Apds inflamacdo, organizacdo, fagocitose e degeneracdo do tecido necrético
havera formacdo de tecido epitelial transicional, finalizando o processo de cicatrizacao
mesenquimal, com tecido fibroso. Apesar destes passos serem fundamentais para
garantir a cicatrizacdo renal, a oclusdo por formagdo dos microtrombos e inflamagao sdo
fendmenos considerados danosos quando exacerbados (ANDERS et al., 2012). A menor
quantidade de tecido necrético no GGsp pode ser considerada benéfica sob este ponto
de vista, incorrendo em menor reacdo inflamatdria e processo cicatricial exuberante. No
entanto, o curto periodo de avaliacdo dos animais ndo nos permite concluir detalhes
sobre as vias finais da cicatrizacdo renal. No GSis, além da necrose, a inflamacéo

tambem foi mais pronunciada.
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A esponja obtida a partir de gelatina suina purificada (Spongostan®) &
considerada um material sintético com rapida absorcdo, biocompativel e que tende a
gerar baixa reacdo inflamatoria (Cegielski et al., 2008). Este fato foi observado nos
animais do GGsp, que mostraram baixo escore de inflamacio (APENDICE 1).
Entretanto, apesar da biocompatibilidade e pouca caracteristica inflamatdria, este
material gerou reacdo do tipo corpo estranho durante sua absorcdo. Cegielski e
colaboradores (2008) realizaram avaliacdo da eficacia do Spongostan® como matriz
para regeneracao de cartilagem articular e a reacdo tipo corpo estranho encontrada no
trabalho desses autores foi semelhante ao nosso. Esse mesmo tipo de reacdo pode
ocorrer também com outros materiais, como celulose oxidada (Sabino et al., 2007).

Em relacdo as complicacdes do presente estudo, tanto a formacdo de aderéncia
quanto lesdo de sistema coletor e fistula urinaria foram observadas em animais do Glsqg.
A permanéncia da superficie cruenta exposta, apds realizacdo da nefrectomia parcial
certamente contribuiu para a ocorréncia de aderéncias, fato ndo observado nos animais
em que uma das membranas foi utilizada (Sis ou Gsp). Ainda, a membrana atua como
ndo sé como selante contra a perda sanguinea mas também contribui evitando possiveis
fistulas urinarias (Sabino et al., 2007), evidenciando mais uma das vantagens de seu uso
em nosso estudo, ja que nenhum dos animais dos grupos Sis e Gsp apresentaram

extravasamento de urina.
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7. CONCLUSAO

Tanto a esponja de gelatina suina purificada (GSP) quanto a submucosa
intestinal suina (SIS) foram eficientes para efetivacdo da hemostasia e ambas se
mostraram biocompativeis. No entanto, nas condi¢cGes do presente estudo, o GGsp
apresentou-se como melhor método hemostatico em relacdo ao GSis, por permitir
menor perda sanguinea intraoperatoria. O GGsp também apresentou 0s menores escores
de formacdo de necrose e inflamacdo, evidenciando maior biocompatibilidade e
bioseguranca. No entatnto, a manipulacdo mais trabalhosa e necessidade de contato com
a area cirurgica desta membrana aumentou tanto o tempo de hemostasia quanto o tempo

cirdrgico nos animais do grupo.
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9.  Apéndices

APENDICE I: Analise histopatolégica dos escores individuais de inflamag&o

Glsq GSis GGsp
1 1 1
0 0 3
1 3 1
1 3 1
0 3 1
0 3 1
0 3 1

APENDICE II: Dados individuais dos tempos cirtrgicos (em minutos) nos

diferentes grupos

Gisq GSis GGsp
30 31 65
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40
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APENDICE Il1: Dados individuais dos tempos de sangramento (em segundos) nos

diferentes grupos

Glsq GSis GGsp
450 125 480
480 200 300
600 220 120
120 600 0
360 180 60
600 240 409
360 180 164

APENDICE IV: Dados individuais da perda sanguinea (em mililitros) nos

diferentes grupos

Glsq GSis

GGsp

30 60

1,70



APENDICE V: Dados individuais dos escores de necrose nos diferentes

grupos.
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1,90
7,95
0,00
2,00
1,20

1,80

1SQ SIS GSP
1 3 1
2 3 3
2 3 0
3 3 0
1 1 0
3 3 0
3 3 0

0 auséncia do parametro avaliado, 1 sendo leve, 2 moderado e 3 intenso
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APENDICE VI: Dados individuais dos escores de tecido de granulagao nos

diferentes grupos.

1SQ SIS GSP
0 1 2
0 0 1



0 1 1
0 0 1
0 1 1
0 2 1

0 auséncia do parametro avaliado, 1 sendo leve, 2 moderado e 3 intenso

APENDICE VII: Dados individuais dos escores de formacao de células

gigantes multinucleadas nos diferentes grupos.

1SQ SIS GSP
0 0 1
0 0 1
0 1 1
0 3 2
0 0 2
0 0 1
0 0 1

0 auséncia do parametro avaliado, 1 sendo leve, 2 moderado e 3 intenso



