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AVALIACAO MACROSCOPICA, ENZIMATICA, HISTOPATOLOGICA E
BACTERIOLOGICA DO FIGADO APOS COLECISTECTOMIA LAPAROSCOPICA
EM COELHOS: COMPARACAO ENTRE LIGASURE E ELETROCAUTERIO
BIPOLAR MARYLAND

RESUMO -Objetivo: Comparar os resultados do uso do dispositivo selante de
vaso (EBVS-LigaSureTM MaryLand®) versus dissec¢do eletrocirurgica (Bipolar
Maryland) para dissecc¢éo da vesicula biliar (VB) da fossa hepética em colecistectomia
laparoscopica (CL) em coelhos, além de correlacionar achados macroscopicos,
histopatolégicos e bacteriolégicos, complicacdes cirlrgicas e analises laboratoriais
Material e métodos: Foram utilizados 20 coelhos, distribuidos em dois grupos. Grupo
GLL usando dispositivo selante de vasos (n = 10) e grupo GLE usando eletrocirargico
bipolar (n = 10). O tempo total de cirurgia e dissec¢éo de VB foram mensurados, e as
complica¢cdes foram tabuladas. Os parametros enzimaticos e bioquimicos da funcao
hepatica foram realizados nos periodos pré e pos-operatério no terceiro, sétimo e
décimo quinto dia para posterior comparacéo. Alteracdes abdominais macroscoépicas
foram verificadas 15 dias apés a cirurgia por meio de necropsia, as amostras de figado
coletadas foram submetidas a avaliacéo histopatoldgica e bacteriolégica. Resultados:
As técnicas de GLL e GLE ndo apresentaram diferencas nos tempos cirlrgicos,
achados na necropsia, porcentagem de complicacbes intraoperatorias, de
crescimento bacteriano por cultura e de complicacbes detectadas por ultrassom;
causou valores semelhantes de GGT, AST, Bilirrubina Total, Bilirrubina Direta e
fibrinogénio em todos os dias de avaliacdo. No entanto, quando a técnica GLL foi
utilizada, 15 dias ap0s a cirurgia, observou-se maior concentracdo de fosfatase
alcalina quando comparada ao GLE. Por outro lado, o GLE resultou em concentracao
maior de ALT aos trés dias quando comparado ao GLL. As técnicas ndo mostraram
diferencas no escore de células gigantes, necrose e fibrose durante a histopatologia,
e porcentagem semelhante de presenca de sider6fago. Conclusdo: Nao foram
encontradas diferencas estatisticas significativas entre a utilizacdo do EBVS-
LigaSureTM MaryLand® e o Bipolar Maryland em termos de alterac6es nas variaveis
analisadas; ambos os dispositivos sdo igualmente seguros e eficazes em CL em

coelhos.



Palavras-chave: aderéncias, dissecgao ultrassonica, eletrocirurgia bipolar,

laparoscopia, lesfes teciduais, vesicula biliar.



MACROSCOPIC, ENZYMATIC, HISTOPATHOLOGICAL AND
BACTERIOLOGICAL EVALUATION OF THE LIVER AFTER LAPAROSCOPIC
CHOLECYSTECTOMY IN RABBITS: COMPARISON BETWEEN LIGASURE AND
MARYLAND BIPOLAR ELECTROCAUTERY

ABSTRACT- Aim: to compare the results of using a vessel sealing device
(EBVS-LigaSureTM MaryLand®) versus electrosurgical dissection (Bipolar Maryland)
for dissection of the gallbladder (VB) of the hepatic fossa in laparoscopic
cholecystectomy (LC) in rabbits, in addition to correlating macroscopic,
histopathological and bacteriological findings, surgical complications and laboratory
analysis. Patients & methods: 20 rabbits were used, divided into two groups. GLL
group using a vessel sealing device (n = 10) and GLE group using bipolar
electrosurgical (n = 10). The total time of surgery and VB dissection were measured,
and complications were tabulated. The enzymatic and biochemical parameters of liver
function were performed in the pre- and postoperative periods on the third, seventh
and fifteenth day for later comparison. Macroscopic abdominal alterations were verified
15 days after surgery through necropsy, the collected liver samples were submitted to
histopathological and bacteriological evaluation. Results: The GLL and GLE
techniques showed no differences in surgical times, necropsy findings, percentage of
intraoperative complications, bacterial growth by culture and complications detected
by ultrasound; caused similar values of GGT, AST, Total Bilirubin, Direct Bilirubin and
fibrinogen on all evaluation days. However, when the GLL technique was used, 15
days after surgery, a higher concentration of alkaline phosphatase was observed when
compared to GLE. On the other hand, GLE resulted in a higher concentration of ALT
at three days when compared to GLL. The techniques showed no differences in giant
cell score, necrosis and fibrosis during histopathology, and similar percentage of
siderophage presence. Conclusion: No statistically significant differences were found
between the use of the EBVS-LigaSureTM MaryLand® and the Bipolar Maryland in
terms of changes in the analyzed variables; both devices are equally safe and effective
in CL in rabbits.

Keywords: adhesions, dissectors, electrosurgery, gallbladder, laparoscopy, tissue

injuries.
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CAPITULO 1 — Consideracdes gerais

1. Introducéo

Atualmente, procedimentos minimamente invasivos Sao rotineiramente
utilizados em medicina com o objetivo de diminuir alguns inconvenientes relacionados
a cirurgia convencional. Face ao avanco tecnoldgico, que ocorre tanto na cirurgia
humana quanto na veterinaria, 0 surgimento de novos instrumentos e novas
técnicas e abordagens cirirgicas, aliado a constante e crescente exigéncia por parte
dos tutores séo fatores cruciais no desenvolvimento de abordagens minimamente
invasivas, tendo como principal finalidade maior precisdo de diagnéstico, melhoria na
visibilidade, diminuicdo do estresse do paciente, menor trauma tecidual e,
consequentemente, a reducdo da dor durante a cirurgia e no pos-operatorio, e
recuperacado mais rapida, associada a um menor risco de complicacbes, como menor
risco de infeccdo, reducdo do sangramento no transoperatério e diminuicdo da
morbidade e permanéncia hospitalar (Maurin et al.,, 2020). Alguns estudos em
peqguenos animais mostraram reducéo da dor e retorno mais rapido a atividade normal
nos pacientes que foram operados com técnica minima invasiva (Mayhew et al., 2008;
Scott et al., 2016).

A colecistectomia consiste na retirada cirargica da vesicula biliar por algum
motivo que ndo a torne mais viavel e que, com a sua remocéo, haja melhora do quadro
clinico do paciente. E um procedimento padrdo ouro para o tratamento de maiorias
das afeccbes envolvendo o sistema hepatobiliar. E a cirurgia mais comumente
realizada na vesicula biliar em pequenos animais (Mehler et al., 2011). A
colecistectomia laparoscépica esta amplamente estabelecida e difundida na medicina
humana, e tem apresentado crescimento desde sua introducdo; em medicina
veterinaria a colecistectomia usualmente é feita por laparotomia (técnica aberta), mas
com o processo de avanco a laparoscopia ja esta sendo utilizada em diversos lugares,
ainda com pouca abrangéncia, mas com boas perspectivas de se tornar um
procedimento rotineiro na clinica e cirurgia de pequenos animais. Este procedimento

possui diversas indicacfes e beneficios por ser uma cirurgia minimamente invasiva,



como maior precisdo de diagnostico, melhoria da visibilidade, diminuicdo do estresse
do paciente, pés-operatdrio com recuperacao mais rapida, taxa de infec¢ao reduzida,
diminuicdo da morbidade e permanéncia hospitalar (Benevides, 2021). O objetivo com
este estudo é determinar por meio de avaliagbes macroscoépicas, histopatologicas e
bacteriolégicas se a disseccdo da vesicula biliar em colecistectomia laparoscopica
através de dispositivo selante de vasos Ligasure resulta em menos inflamacao, lesdo
tecidual e infeccdo cirlrgica do que energia eletrocirtrgica bipolar no periodo pos-

operatério.

2. Revisao de literatura

2.1 Historia da video-cirurgia

A cirurgia endoscopica é caracterizada como 0 acesso cirirgico minimamente
invasivo na parede abdominal, por onde sao inseridos instrumentos atraves de portais
especialmente projetados, no qual a visibilizacao é realizada por meio de uma camera,
gue também sera introduzida em um desses portais (Patel et al., 2014). Pode ser
denominada cirurgia laparoscopica, celioscOpica, ou pelvioscOpica, quando o
procedimento envolve o acesso abdominal, e toracoscoépica, pleuroscopica, ou
cirurgia toracoscopica videoassistida, quando o procedimento envolve 0 acesso

toracico (Basso et al., 2012).

O pioneirismo no emprego da cirurgia minimamente invasiva para fins
terapéuticos € devido aos ginecologistas, por volta dos anos 70, com seu uso nas
cirurgias tubarias (Meyer e King, 1975; Taylor e Cumming, 1979). Nesta época, 0
emprego desta técnica por cirurgiées gerais foi registrado somente para métodos
diagndsticos das afeccdes hepatobiliares (Mehta e Del Guercio, 1974; Orozco, 1975).
A seguir, na década de 80, a apendicectomia foi realizada com o auxilio da
laparoscopia em minilaparotomia (Semm, 1983). Cerca de vinte anos depois, foi

descrito um mini acesso transverso para a realizacdo de colecistectomias (Pelissier,



1990). Assim, outras areas também comecaram a ser estudadas para o uso das

cirurgias laparoscopicas.

Um grande numero de aplicacfes da técnica videolaparoscépica na veterinaria
€ proveniente da medicina, que utiliza cdes como modelo experimental (Brun e Beck,
1998 -1999) para o desenvolvimento de técnicas novas, comparacao entre técnicas
convencionais e para treinamentos cirargicos (Costa, 2006) com procedimentos como
a herniorrafia em 1990, transplante autégeno de ilhotas de Langerhans em 1992,
colecistectomia em 1993 e assim até a reducdo de intussuscepcao ileocolica em 1997
(Brun, 2015).

A primeira descri¢cao da laparoscopia como método propedéutico médico foi em
1901 quando o médico alemao George Kelling conseguiu visibilizar os 0Orgaos
abdominais do cao com o auxilio de um cistoscopio de Nitze (Harrell e Heniford, 2005).
A cirurgia foi feita insuflando ar atmosférico filtrado na cavidade peritoneal com uma
agulha de puncéo (Brun e Beck, 1998-1999). Em 1910, Hans Jacobaeus realizou as
primeiras celioscopias diagnosticas em seres humanos e publicaram seus resultados
como procedimentos de “laparoskopie”; seus procedimentos foram adaptados pelo
Médico americano John Rudock em 1930 (Harrell e Heniford, 2005).

Os primeiros relatos do uso da laparoscopia em veterinaria para fins clinicos
foram realizados por Wildt et al (1977a), a utilizaram para a observacdo de 6rgaos
cavitarios. Em alguns animais, eles monitoraram a atividade ovariana e o
desenvolvimento folicular, a manipulacdo dos 6rgaos e secc¢ao da bursa ovariana, o
gual ndo resultou em traumatismos ou aderéncias; reportaram esterilizacdes de
cadelas através da oclusédo dos cornos uterinos (Wildt et al., 1977a). A laparoscopia
na Medicina Veterinaria tem sido utilizada na cirurgia com finalidade diagnéstica em
caes e gatos, facilitando a observacao de 6rgdos internos com pouca manipulacao
(Richter, 2001). Atualmente, a laparoscopia é utilizada em pequenos e grandes
animais como alternativa a celiotomia com fins terapéuticos em procedimentos como
bidpsias, rupturas diafragmaticas, nefrectomias, colecistectomias, esplenectomias,
gastropexias, colopexias, e como fins eletivos, como aquelas que comprometem o
aparelho reprodutor, ovariohisterectomias, criptorquidias abdominais entre outros

(Malm, 2004; Costa, 2006; Schiochet, 2006). A técnica laparoscépica como medida



terapéutica no cao foi descrita pela primeira vez por Ger et al. (1990) para a realizagéo
de uma herniorrafia (Davidson et al., 2004; Devitt et al., 2005).

Em 1999, a Dra. Lynetta J. Freeman publicou o primeiro livro sobre a aplicacao
das técnicas cirargicas de minima invasdo em pequenos animais, o Veterinary
Endosurgery. No ano 2000, o Dr. Clarence A. Rawlings e seus colegas, apresentaram
umas publicagfes do uso de diferentes técnicas cirargicas assistidas por laparoscopia.
Em 2003, foi formada nos EUA a Veterinary Endoscopy Society (VES) pelo Dr. Eric
Monnet, referéncia na area da cirurgia de minima invasdo de pequenos animais.
Devido a criacao desta associacdo, as técnicas de cirurgia de minima invasao foram
mais divulgadas e promovidas, levando ao desenvolvimento acelerado das técnicas

atualmente (Fransson e Mayhew, 2015).

Hoje em dia, estes procedimentos cirurgicos sao utilizados na rotina com o
objetivo de diminuir complicacbes observados na cirurgia aberta, melhorando a
aparéncia estética, a dor e reducdo das morbidades trans e pos-operatoria,
complicagbes, tempo de internacado, entre outras (Malm, 2004; Maurin et al., 2020).
Além disso, a laparoscopia tem uma vantagem, que € a realizacdo de alguns

procedimentos diagndsticos e curativos ao mesmo tempo (Richter, 2006).

2.2 Eletrocirurgia

A realizacdo da hemostasia durante a cirurgia pode ser realizada por métodos
fisicos (ligaduras, clipes, etc.) ou pela aplicacdo de algum tipo de energia. Este topico
é direcionado a dois diferentes tipos de energia aplicaveis na realizacdo da disseccéo

hemostatica.

Embora a dissec¢cdo hemostatica seja fator importante em todos os tipos de
cirurgia, a introducédo da cirurgia laparoscopica tem mais claramente ratificado sua
importancia por serem procedimentos realizados por meio de instrumentos de dificil
manipulacdo, todos observados através de uma pequena Gtica e em um espaco
reduzido, o que requer maior precisao para garantir a hemostasia. Os sistemas de

hemostasia aplicados em cirurgia baseiam-se na producéo de calor endotérmico como



resultado de uma interacdo entre energia e tecido (Balagué, 2009). O aquecimento

leva ao edema, a coagulacdo das proteinas do tecido e a contracdo dos vasos,
resultando em hemostasia (Cook et al., 1992).

A fonte de energia mais utilizada em cirurgia para seccado de tecido
hemostatico, ou para controle de pontos de sangramento, € a eletrocirurgia, aplicada
por meio de dois sistemas: monopolar e bipolar. Sistemas de aplicacdo de
eletrocoagulagdo mais sofisticados, como LigaSure®, foram desenvolvidos
progressivamente nos ultimos anos (Balagué, 2009).

A eletrocauterizacdo denota de Cautério, que deriva do grego kauterion, que
significa instrumento quente; refere-se a aplicacdo de um metal quente diretamente
sobre os tecidos. O eletrocautério usa energia térmica sem passar corrente elétrica
para o paciente. Ele usa corrente continua (néo alta frequéncia entre 300 kHz e 1,6
MHz), baixa voltagem (5 V), alta amperagem (15 A). E, devido a frequéncia mais baixa,
o eletrodo aquece devido a resisténcia produzida pela passagem da corrente elétrica,

calor que € aplicado diretamente, por contato, ao tecido (Valdivia-Blondet, 2014).

A eletrocirurgia pode ser usada para vaporizar ou coagular tecidos. Se a
vaporizacao se espalha de forma linear, ocorre o fenémeno de corte (Saavedra, 2000)
ou eletroseccdao. Ela difere da maioria das outras técnicas eletrocirurgicas, pois utiliza
corrente ndo modulada, pura ou homogénea, gerando cortes dos tecidos de forma
semelhante ao bisturi, mas com menos sangramento. A corrente ndo modulada
produz muito pouca coagulacdo. Em 1926, William Bovie desenvolveu uma mistura
de ondas moduladas e ndo moduladas, que fornece o que na eletrocirurgia se
denomina corte combinado / corte com coagulacdo (Valdivia-Blondet, 2014). E
descrito que a profundidade da lesdo térmica em corte € igual ou inferior a 100 microns
(Oringer et al., 1975). Outra das propriedades da eletrocirurgia é a eletrofulguracao,
também chamada de coagulacdo disseminada ou "spray" (Saavedra, 2000), que se
refere ao uso de um unico eletrodo de tratamento capaz de produzir uma faisca sem
tocar no tecido. O eletrodo é mantido afastado do tecido e a centelha gerada atravessa
0 espaco. A quantidade de calor produzida varia com a poténcia selecionada, mas a
derme reticular geralmente ndo é afetada porque a carboniza¢éo da superficie da pele

forma uma barreira isolante (Valdivia-Blondet, 2014). Este tipo de coagulacdo é
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preferivel para parar o sangramento devido a seccdo de capilares ou pequenas

artérias em grandes areas (Saavedra, 2000).

Da mesma forma, a eletrocirurgia tem as propriedades de eletrocoagulagéo e
eletrodisseccdo?; o termo coagulagcédo descreve varios processos inter-relacionados
nos quais a célula se torna desidratada e as proteinas sao desnaturadas sem serem
destruidas pela energia térmica. Quando o eletrodo entra em contato com o tecido, a
energia € convertida em calor (Saavedra, 2000). A eletrocoagulacdo produz
desnaturacao de proteinas e usa um método biterminal, produz mais calor do que a
eletrodissecacao com maior efeito destrutivo, por isso penetra mais no tecido, o tecido
coagulado parece "cozido" em vez de chamuscado, portanto, também é chamado de
coagulacdo "branca". Este método eletrocirirgico usa uma corrente monopolar ou
bipolar. A eletrodisseccao? € a destruicdo superficial dos tecidos, por desidratacao, €
essencialmente igual a eletrofulguracéo, exceto que o eletrodo de tratamento esta em
contato com o tecido e nédo produz faiscas; a hemostasia é obtida colocando o eletrodo
diretamente sobre o local de sangramento ou tocando a ponta do eletrodo de
tratamento em uma pinca que agarra o vaso (Valdivia-Blondet, 2014). Essas
caracteristicas se refletem no bisturi elétrico ou bisturi eletrocirdrgico, instrumento
utilizado para a realizacdo da eletrocirurgia, projetado em 1930 (Castellanos et al.,
2014).

Existem dois tipos de circuitos elétricos usados em eletrocirurgia: o uni ou
monopolar e o bipolar. Na eletrocirurgia bipolar, a corrente flui entre dois eletrodos
colocados na area de aplicacdo, ambos os eletrodos devem estar em contato com o
tecido a ser coagulado, o que permite maior seguranca do sistema, uma vez que 0s
eletrodos ficam préximos um do outro, ndo precisa de alto voltagem (Balagué, 2009).
O circuito continua o0 mesmo, e ndo utiliza o paciente como terra, ou seja, a corrente
elétrica flui pelos dois eletrodos ou pincas de coagulacéo utilizadas na laparoscopia,
de forma que a corrente passa pelo tecido intervencionado, e ndo através do corpo do
paciente (Fernandez, 2009; Valdivia-Blondet, 2014). Os instrumentos bipolares podem
coagular e desidratar, mas ao contrario da corrente monopolar, eles ndo podem
produzir cortes, porque a densidade de poténcia ndo € alta o suficiente para produzir
vaporizacao do tecido. Os instrumentos bipolares séo feitos para agarrar e coagular

vasos, especialmente quando tem grandes péas bipolares (Reich et al., 1990). E mais



precisa que a técnica monopolar, pois limita os danos aos tecidos entre as pontas das
pincas e, além disso, pode ser utilizada em ambiente imido (uroldgico, ginecoldgico,
cirurgia otorrinolaringoldgica) (Fernandez, 2009). Segundo Soderstrom et al., 1989, a
pinca bipolar pode ser utilizada para fulgurar superficies, com penetracdo superficial
do tecido, essa técnica é util para realizar hemostasia em leitos sangrantes, com pinca
bipolar a hemostasia pode ser realizada tanto com corrente modulada quanto n&o
modulada, as mais comuns é usar corrente ndo modulada (corte) que produz um
aguecimento mais lento, porém mais profundo no tecido (Soderstrom et al., 1989).
Como vantagens, deve-se destacar que consegue hemostasia de pequenos vasos
rapidamente, a corrente ndo passa pelo paciente e, consequentemente, ndo €
necessaria a colocacao de placa de massa e nao ha lesbes distantes; além disso, o
tecido circundante sofre danos minimos e, embora produza fumaga, € em menor
guantidade em comparacao com o dispositivo monopolar (Ramirez e Carrillo, 2003).
Em relacéo as suas desvantagens, é dificil ter certeza do selamento dos vasos, pois,
se os eletrodos estiverem excessivamente préximos um do outro, pode-se fazer um
circuito entre eles sem aquecer e vaporizar o tecido, por isso recomenda-se pressionar
o pedal de forma intermitente, a pinca bipolar ndo permite uma dissec¢do adequada
e o tecido tende a aderir as laminas, para as quais € recomendado irriga-las (Balagué,
2009).

Devido a estes inconvenientes e tendo em conta as desvantagens
apresentadas tanto na cirurgia aberta como laparoscopica, foram desenvolvidos
sistemas mais sofisticados de aplicacdo de eletrocoagulacdo, como o sistema
avancado de selagem de vasos bipolares ou eletrotérmicos (Ligasure). Baseia-se na
aplicacao de energia entre as duas pontas do dispositivo que afeta apenas o tecido
fixado entre os eletrodos (Jaiswal e Huang, 2017), com base na utilizacdo de uma
guantidade programada de retroalimentacdo bipolar diatérmico (calor induzido
eletricamente), com integracdo de um sistema de controle de feedback, que permite
regular a quantidade precisa de eletrocoagulacdo e a pressdo do tecido, gerando
selagem hemostética dos vasos por desnaturacao de colageno e elastina na parede
e tecidos circundantes, sem calor excessivo e consequente reducdo de lesdes

colaterais ou lesdes em estruturas adjacentes devido a sua reduzida dispersao
térmica (Campbell et al., 2003; Hope et al., 2009; Milito e Cadeddu, 2009). O LigaSure



é diferente do sistema bipolar convencional, na medida em que utiliza baixa tenséo e
alta corrente e funciona a temperaturas mais baixas (50°-80°C) do que o bisturi
eléctrico (600°C) (Milito e Cadeddu, 2009). Este dispositivo permite a selagem segura
de vasos, tanto artérias como veias até 7 mm de diametro (Hope et al., 2009).

As principais vantagens deste tipo de coagulador sdo a baixa tensdo com
menos lesdo térmica 1 mm segundo Gonzélez-Benavides et al. (2007), 2 mm de
didametro segundo Espinola et al., (2019), e 0,5 a 2 mm segundo Castellanos et al.,
(2014), em contraste com outros dispositivos eletrocirirgicos. O dispositivo determina
o tipo de tecido a ser mantido, libertando a quantidade adequada de energia
necessaria para uma selagem eficaz, isto € conseguido quando o gerador mede a
variagdo da impedancia nos tecidos causada pela radiofrequéncia e para
automaticamente a sua producao (Gonzalez- Benavides et al., 2007), sem atingir a
fase de carbonizacdo ou necrose dos tecidos. Posteriormente, o corte € realizado
gracas a uma lamina incorporada no sistema (Balagué, 2009; Castellanos et al., 2014;
Espinola et al.,, 2019). A selagem de vasos oferece vantagens tais como maior
velocidade, maior flexibilidade e maior consisténcia na selagem, € um método simples
e facil de aplicar que provou ser seguro em termos hemostaticos, com uma reducéo
da hemorragia intraoperatéria (Gonzalez-Benavides et al., 2007; Balagué, 2009)
favorecendo a cirurgia com pouco sangramento, permitindo melhor disseccdo em
comparacao com outros sistemas (Castellanos et al., 2014). Outras diferengcas com
0s sistemas tradicionais de eletrocoagulacdo sdo que cada ciclo dura apenas alguns
segundos, ndo requer varias aplicacdes (o que esta diretamente relacionado com uma
reducdo do tempo de operacado), o tecido selado é visivel como uma membrana
semitransparente que permite reconhecer a linha de corte e permite cortar tecidos em

seguranca, evitando a dissecacdo manual (Gonzalez-Benavides et al., 2007).

Estes resultados foram avaliados em estudos de cirurgia gastrica, cirurgia
colénica, resseccdes do intestino delgado (Heniford et al., 2001), hemorroidectomia
(Palazzo et al., 2002), prostatectomia (Sengupta e Webb, 2001) e colecistectomia
(Schulze et al., 2002), onde as vantagens deste sistema avancado de selagem de
vasos bipolares sédo confirmadas, tais como a reducao do tempo operatério, perda de
sangue e risco de lesdo de tecido colateral em comparacdo com outros sistemas de

disseccéo utilizados tanto em cirurgia aberta como em CL.



Contudo, as revisfes sisteméticas de Janssen et al., (2012) incluem dois
estudos comparando o dispositivo avancado de selagem de vasos bipolares com
outros dispositivos bipolares em pacientes indicados para histerectomia laparoscopica
e salpingooforectomia, que ndo mostram diferencas no tempo cirargico entre as duas
tecnologias, tanto nas histerectomias laparoscépicas como nas salpingooforectomias
laparoscoépicas. Do mesmo modo, ndo foram encontradas diferencas no sangramento
durante a cirurgia e ndo foram relatadas diferencas em complicacfes intraoperatérias

ou conversao para cirurgia aberta (Janssen et al., 2012).

2.3 Anatomia do figado e sistema biliar

Segundo Getty (1986) e Dyce et al. (2010), o figado € a maior glandula do
corpo, situado a direita do estbmago. O figado dos coelhos fica anatomicamente
posicionado na regido epigastrica, entre os arcos costais. E um 6rgdo lobado,
composto por cinco lobos: lobo hepatico direito, lobo caudado e lobo quadrado, e o
lobo hepatico esquerdo é dividido em porcdes lateral e medial (Stamatova-Yovcheva
et al.,, 2012). Ainda segundo Stamatova-Yovcheva et al. (2012), o lobo quadrado é
estreito, e o indicador da sua posicéo é a fossa da vesicula biliar (Figura 1). O figado
tem funcdo tanto exocrina quanto enddcrina, seu produto exoécrino, a bile, é
armazenada e concentrada na vesicula biliar, antes de ser eliminada no duodeno.
Porém, a vesicula biliar ndo € essencial e esta ausente em diversas espécies, como

na espécie equina (Kéning e Liebich, 2011).
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Figura 1. (A) Caracteristicas lobadas do figado de coelho. Fonte: Stamatova-
Yovcheva et al., (2012). (B) Superficie visceral do figado de coelho doméstico mostrando
vesicula biliar, ducto cistico, porta hepética, lobo direito (RL), lobo lateral esquerdo (LL) e
medial esquerdo (LM), lobo quadrado (QL) e lobo caudado (CL). Fonte: Al-Hamdany (2019).

A vesicula biliar possui forma cilindrica e ndo atinge a borda ventral do
figado. A vesicula biliar de coelhos esta dividida em trés porcdes, com tamanhos
diferentes; a parte mais larga é o fundo, e a estrutura mais estreita € o colo, e o ducto
cistico €, comparativamente, uma formacao longa. A média de tamanho da vesicula
biliar de coelhos domésticos adultos € de 17.58 mm (medida dorsoventral), com
largura do fundo média de 9.5mm, largura média na porcéo do corpo de 5.58mm e
largura média do colo de 2.67 mm (Silva et al., 2017).

Em um estudo realizado por Reem e colaboradores em 2019, onde realizaram
um estudo anatdmico comparativo do sistema biliar de coelhos e animais domeésticos,
concluiram que a vesicula biliar do coelho é oval e pequena (Trautmann e Fiebiger,
2002), de forma cilindrica (Hansen, 2012) e corpo alongado com pescog¢o estreito
(Ross, et al., 2006); situado e fixado em sua fossa profunda no meio da superficie
visceral do figado, delimitado medialmente pelo lobo quadrado e lateralmente pelo
lobo direito, fixado ao parénquima hepatico por varios pequenos ductos
hepatocisticos, ndo atingindo a margem ventral do figado (Reem, et al., 2019). Nos
carnivoros, a vesicula biliar afunda profundamente entre os lobos médio e quadrado
direito, a direita do plano mediano e oposto ao oitavo espaco intercostal, projeta-se e
estd em contato com o diafragma (Yanni, 2000; Madhan e Raju, 2014). Nos felinos, a
vesicula biliar € relativamente grande, oval ou levemente curvo em forma de pera,
situado mais superficialmente em sua fossa entre o lobo quadrado e o lobo medial
direito, sem atingir a margem ventral do figado ou a superficie parietal; localiza-se
mais superficialmente no meio da superficie visceral do figado e ndo atinge a margem
ventral nem se projeta em sua superficie parietal. Existem quatro variacdes
anatdmicas relacionadas a forma e tamanho da vesicula biliar felina; Vesicula biliar
septada: dentro de um grande lumen dividido por divisérias, vesicula biliar bilobada:

raca autoéctone, vesicula biliar por duplicacdo fandica, duplicacdo fundica com
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duplicacdo corporal (bilobada), fundo truncado e fundo arredondado distendido. A
vesicula biliar canina esta inserida no figado e se projeta nas superficies visceral e
parietal (Yanni, 2000; Madhan e Raju, 2014; Stamatova, et al., 2018).

A funcado da vesicula biliar € armazenar, concentrar e liberar a bile. O ducto
cistico sai da vesicula biliar e se junta com os ductos hepaticos para formar o ducto
biliar comum, que se abre no duodeno préximo ao ducto pancreatico (Brun, 2015) O
sistema biliar consiste na vesicula biliar, ducto cistico, ducto biliar comum, ductos
hepaticos, ductos interlobulares, ductos intralobulares, ductos biliares e canaliculos
hepéaticos (Center, 2009).

A formacao do sistema biliar extra-hepético é originada dos canaliculos biliares
passando a bile para os ductos interlobulares e para os ductos lobares antes de sair
do figado. Os ductos lobares drenam para os ductos hepaticos, através dos quais a
bile passa para o ducto biliar comum (Mehler, 2011; Popesko, 2012). A bile é drenada
dos ductos hepaticos para dentro do ducto biliar comum e é armazenada e
concentrada na vesicula biliar (Fossum, 2014). A vesicula biliar compde o sistema

biliar extra-hepatico juntamente com o ducto hepatico e cistico, e o ducto biliar comum.
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Figura 2. Anatomia do sistema biliar extra-hepatico. visualizag¢éo do triangulo de Calot,
delimitado pelo ducto cistico (a direita), pelo ducto hepatico comum (a esquerda) e pela borda
inferior do figado (acima). Dentro do Triangulo calot: esta o conduto hepatico comum, conduto

cistico e artéria cistica Fonte: (A) Ignacio, 2017, p. 38 (B) Fossum, 2005a.
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No entanto, existem algumas diferengas anatdbmicas no sistema biliar e na
forma como a bile é liberada entre as espécies; no céo, de acordo com Evans e de
Lahunta em 1991, [4] e Climent et al 2005, o ducto biliar comum ou ducto colédoco
passa pelo duodeno descendente em sua porcao inicial, terminando na papila
duodenal maior préximo ao ducto pancreatico menor na papila duodenal maior (Evans
e de Lahunta em 1991; Climent, et al., 2005) (Figura 3A) (o ducto pancreatico principal
esta ausente em 20% dos caes). Nado hé valvulas nos ductos biliares e a bile pode fluir
em ambas as dire¢des (Climent et al., 2005).

Por outro lado, em alguns gatos, o ducto pancreatico maior compartilha a
mesma abertura com o ducto biliar comum (Bjorling,1992; Center, 2009). Um ducto
pancreatico acessorio entra no duodeno na papila duodenal menor 2 cm caudal a
papila maior. No entanto, apenas 20% dos gatos tém um ducto pancreatico acessorio
com sua propria abertura separada para o duodeno (Figura 3B). Os sistemas de
ductos que transportam secrecdes pancreaticas e biliares para o duodeno diferem
entre caes e gatos, a distancia entre o ducto pancreatico principal e o ducto biliar
comum no duodeno é maior no cao do que no gato (Nielsen, et al., 1954; Tangner, et
al., 1982). O significado clinico dessa diferenca € que uma lesdo maior nessa area €
necessaria para causar obstrucao tanto do ducto pancreatico quanto do colédoco no
cao do que no gato; da mesma forma, por esse motivo, deve-se levar em consideracéo
gue em gatos, doencas do trato biliar também podem afetar o pancreas (Bjorling,1992;
Neer, 1992; Center, 2009).
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Figura 3: (A) Diagrama dos ductos do figado e pancreas que se abrem no duodeno
em caes (B) Diagrama dos ductos do figado e pancreas que se abrem no duodeno em gatos.
Fonte: Argos (2014).

2.4 O Coelho como modelo experimental

A utilizacdo de animais como modelos para pesquisas médicas tem sido
recomendada para aprimorar e aprovar procedimentos existentes (Sanada et al.,
2003; Ferreira et al., 2004; Miranda et al., 2005), bem como desenvolver novos
materiais (Mendes et al., 2001; Calasans-Maia et al., 2008; Calasans-Maia et al.,
2008) além de auxiliar no entendimento dos diversos processos fisioldgicos e
patolégicos de doencas, realizar ensaios terapéuticos com novas drogas, estudar
marcadores bioldgicos e avaliar novas técnicas com perspectivas de aplicabilidade na
espécie humana (Dai et al., 2005; Castaneda et al., 2006; Cardoso et al., 2007) que
nao podem ser alcancados por meio de modelos in vitro. Ou aprendiz de médico em
algumas areas do conhecimento, especialmente em assuntos como: anatomia,
fisiologia, cirurgia e patologia, que sdo de maior relevancia na formacdo de
profissionais médicos, ndo pode prescindir da atividade pratica no modelo animal, ou
do desenvolvimento de habilidades psicomotoras para o ato cirlrgico que nao se

consolida apenas pelo exercicio tedrico (Mapara et al., 2012). Os coelhos brancos da
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Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus) séo frequentemente usados em uma variedade
de experimentos, incluindo ortopedia (Dai et al., 2005; Miranda et al., 2005;;
Castaneda et al., 2006; Mendes et al., 2019) e cirurgia cranomexilofacial (Cardoso et
al., 2007; Calasans-Maia et al., 2008).

A necessidade de realizar pesquisas com animais, priorizando a preservacao
da vida humana, ocorreu durante a Segunda Guerra Mundial (Fagundes eTaha,
2004), foi o Codigo de Nuremberg (1947) que determinou que as pesquisas com
humanos deveriam se basear nos resultados da experimentacdo com animais, o0 que
foi reforcado pela Declaracdo de Helsinque em 1975 (Schanaider e Silva, 2004),
comecando com animais de pequeno porte (ratos, camundongos e cobaias) (Sanada
et al., 2003; Ferreira et al., 2004; Calasans-Maia et al., 2008) médios (coelhos,
miniporquinhos, gatos e cées) (Miranda et al., 2005; Castaneda et al., 2006; Cardoso
et al., 2007; Calasans-Maia et al., 2008) e grandes (ovinos e suinos) (Dai et al., 2005;
Gosain et al., 2006; Mendes et al., 2019). Sempre com o0 objetivo de busca incessante

por modelos que reproduzam condi¢cdes mérbidas da espécie humana.

Trabalhar com coelhos e hamster € mais facil do que com gatos, ja que os
primeiros sdo animais que se adaptam melhor ao ambiente de laboratério. Os ratos,
camundongos e cobaias sdo mais agitados, mas tém como vantagem o pequeno
porte. Coelhos e caes, em geral sdo doceis, mas este comportamento € inerente ao
trato adequado nos biotérios (National Institutes of Health, 1985; Cohen C, 1986;
Coles EH, 1986)

Os coelhos sédo pequenos mamiferos da familia leporidae da ordem
Lagomorpha (Pearce et al., 2007), dentre varias linhagens, a linhagem branca da
Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus) é frequentemente utilizada para atividades de
pesquisa e como modelo para estudos in vivo, bem como modelo adequado para
experimentacdo em Cirurgia. Estas linhagens sdo menos agressivas por natureza e
tém menos problemas de saude em comparacdo com outras racgas, algumas de suas
vantagens como modelos experimentais sdo: sdo muito déceis e ndo agressivas e,
portanto, faceis de manusear e observar, estdo prontamente disponiveis porque sao
amplamente criados e muito baratos em comparacdo com o custo de animais maiores,

permitem trabalhar com grande numero de pessoas, tém ciclos de vida curtos
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(gestacao, lactacéo e puberdade), permitem a normalizagcdo do ambiente, permitem a
padronizacdo genética e permitem transplante ou transmisséo de tumores e ha uma
grande quantidade de informagBes basicas disponiveis (Harcourt-Brown F, 2002;
Schanaider e Silva, 2004; Cardoso et al., 2007).

A escolha do modelo animal para um experimento € determinada por fatores
como custo, viabilidade técnica do procedimento, principios cientificos, banco de
dados disponivel e adequacédo dos modelos ao projeto (Petroianu, 1996). Em outras
palavras, os animais menos desenvolvidos filogeneticamente disponiveis em
guantidade suficiente ao menor custo devem ser levados em consideragéo (Fagundes
eTaha, 2004), da mesma forma, é importante conhecer suas informacdes basicas,
como sua anatomia, constantes fisioldgicas ou dados bioldégicos como tempo de vida,
desenvolvimento e caracteristicas reprodutivas; uma vez que quando a pesquisa é
realizada em animais apropriados, as informacdes obtidas aproximam-se do que se
pode esperar em humanos (Harcourt-Brown F, 2002), pois quanto maior o estado
fisiologico, anatdmico e similaridade organica, mais aplicaveis sdo as conclusdes
(Schanaider e Silva, 2004). O apego emocional é outro aspecto importante a ser
levado em consideracdo, principalmente nos casos que envolvem animais de
estimacdo, como cées ou gatos, onde em longos experimentos o pesquisador pode

se apegar emocionalmente ao animal (Calasans-Maia et al., 2009).

Em relacdo a cirurgia laparoscoépica, em termos de modelos de treinamento
com animais, um grande arsenal de variedade foi estabelecido para esta finalidade,
sendo descritos modelos com ratos, caes, coelhos e porcos, entre outros (Costa et al.,
2003; Rosen et al., 2007). De todos estes, 0 porco e o coelho sdo os mais utilizados
devido a grande semelhanca anatdmica desses animais em relacdo ao homem
(Tosolini et al., 2006; Dolz et al., 2011). O coelho € um modelo adequado para
treinamento em cirurgia laparoscépica pediatrica, pois € possivel realizar e simular um
grande numero de procedimentos cirdrgicos abertos e laparoscépicos (Molinas et al.,
2004; Miquilarena et al., 2006; Tapia et al., 2007; Dolz et al., 2011). Além disso, devido
ao seu tamanho, pode simular as mesmas condicbes que o cirurgido pediatrico
encontraria ao realizar essa abordagem cirlrgica. De todas as limitacbes da
realizacdo de procedimentos laparoscépicos em pediatria, o tamanho da cavidade

abdominal da crianca é, sem divida, a mais prevalente. E ai que reside o papel do
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modelo animal coelho, pois é possivel desenvolver habilidades in vivo antes de
realizar a cirurgia laparoscopica com seguranca e eficiéncia em pacientes pediatricos
(Hernandez et al., 2012).

Na cirurgia veterinaria experimental em pequenos animais, principalmente em
cées e gatos, possui principalmente restricdes de tipo afetivo, por isso é necessario
contar com outro modelo animal para poder realizar diferentes procedimentos voltados
para sua aplicacdo nestas espécies. Este modelo deve obedecer a caracteristicas
anatdbmicas comparaveis a caes e gatos de pequeno porte, também com facilidade de
uso e manuseio. Sendo uma espécie tradicionalmente utilizada em experimentacao,
o coelho é considerado um excelente modelo animal para este fim (Halabi et al., 2012).
Na medicina veterinaria, para obter confiabilidade e seguranca nos procedimentos
endoscopicos, € necessario descrever e treinar previamente nos animais de
experimentacao. Este trabalho utilizara coelhos como modelo experimental, uma vez
gue o tamanho da cavidade abdominal desses animais mimetiza a dificuldade
encontrada nas técnicas laparoscoépicas para caes e gatos com peso inferior a 5 kg

ou porte medio.

A pesquisa com animais, além da pesquisa clinica e cirirgica em humanos, tem
contribuido muito para a compreensdo dos diversos processos fisioldégicos e
patolégicos que acometem o homem. O uso de animais em pesquisas experimentais
deve ser baseado em principios cientificos, éticos e legais. Se 0 pesquisador mantiver
esses trés aspectos em equilibrio em suas atividades, tera sucesso sem comprometer
seu trabalho ou sua reputacéo (Petroianu, 1996). O coelho é um modelo adequado e

viavel para estudos experimentais em diversos ramos da medicina.

2.5 Colecistectomia laparoscépica

O emprego da cirurgia laparoscopica, na medicina humana, tem-se
estabelecido como rotina e procedimento “padrao ouro” para colecistectomia (Malm,
2004). O procedimento de remocéao laparoscopica da vesicula biliar em humanos foi

realizado por primeira vez com sucesso por Phillipe Mouret em 1987 (Litynskl et al.,
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1999; Polychronidis et al., 2008). Em animais foi desenvolvido por Charles Filipi no
inicio da década de 1980 (Mouret, 1996). Desde a introducdo da colecistectomia, as
técnicas laparoscopicas vém sendo aplicadas com sucesso em um numero cada vez
maior de procedimentos cirurgicos (Carrillo et al., 1997). Em humanos, mais de 75%
das colecistectomias na América do Norte séo realizadas por laparoscopia (Mayhew,
20009).

A colecistectomia € a cirurgia mais comumente realizada na vesicula biliar em
pequenos animais (Mehler, 2011). A colecistectomia aberta é o tratamento indicado
para doencas e anormalidades de vesicula biliar que sdo relativamente frequentes em
cées e incluem colelitiases, lama biliar, mucocele de vesicula biliar, hiperplasia cistica
da mucosa biliar, e raramente tumores (Monnet et al., 2008; Mayhew, 2009a; Bargellini
et al., 2018; Youn et al., 2018)

Segundo Youn et al., (2018), as mucoceles da vesicula biliar ndo complicadas
sédo provavelmente os casos mais indicados para colecistectomia laparoscopica e a
colelitiase sintoméatica sem calculos biliares comuns ou obstrucdo extra-hepatica do
trato biliar associada, que ocorre com menos frequéncia (Walter et al., 2008).
Indicacdes de cirurgias do trato biliar também incluem, pancreatites que levem a
obstrucdo do trato biliar e doenca inflamatoria do trato biliar. Em contraste, a
colecistectomia laparoscopica tem sido amplamente aceita como o tratamento padréo
em humanos porque tem se mostrado menos invasiva e mais segura do que 0s
meétodos tradicionais (Barkun et al 1992; NIH 1993; Hendolin et al 2000). Em cdes, a
cirurgia laparoscopica tornou-se amplamente utilizada recentemente e € altamente
apreciada em relacdo a cirurgia aberta devido a sua menor capacidade de invasao
(Culp et al 2009; Arulpragasam et al., 2013; Mayhew et al 2014; Case et al 2015).
Portanto, a cirurgia laparoscopica em caes poderia se tornar um tratamento ainda mais

eficaz para a doenca benigna da vesicula biliar e outras afeccoes.

2.5.1 Possiveis complicacdes
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As complicagfes incluem vazamento de bile devido a falha nas ligaduras do
ducto cistico (3% a 8%), que podem levar a peritonite no pds-operatorio, hemorragia
secundéaria a falha das liga¢gfes da artéria cistica ou a danos no parénquima do figado
durante a disseccéo da vesicula biliar (Mehler, 2011). Muitos pacientes com disturbios
pulmonares podem n&o tolerar o pneumoperitonio, resultando na necessidade de
conversao para cirurgia aberta ap0s a tentativa inicial de abordagem laparoscépica.
Distiurbios da coagulacdo e aderéncias densas (tecido cicatricial) de cirurgia
abdominal anterior pode representam risco adicional para cirurgia laparoscopica e séo
consideradas contraindicagdes relativas a esta abordagem (Patel et al., 2014). Se
ocorrer qualquer tipo de complicacfes, a converséo para abordagem aberta deve ser
realizada (Mayhew et al., 2008). Ndo € incomum ver elevacfes transitérias nas
enzimas hepaticas no pés-operatorio, a doenca hepatobiliar concomitante subjacente
€ comum, razdo pela qual a coleta de uma amostra de figado é recomendada para

histopatologia hepatobiliar no momento da CL (Mayhew et al.,2008).

A familiaridade com a técnica € a melhor maneira de prevenir complicacdes e
diminui-las em procedimentos laparoscopicos, assim como em cirurgias abertas.
Mesmo que ocorra alguma complicacdo, o diagndstico precoce e a correcao

adequada sao de grande importancia (Patel et al., 2014).

2.6 AvaliacOes laboratoriais

2.6.1 Bioquimica sanguinea

O figado realiza uma ampla variedade de funcfes e processos vitais, incluindo
participagdo no metabolismo de carboidratos, lipidios, proteinas, hormonios e
vitaminas; excrecao de catabdlitos e de substancias toxicas; digestdo de gorduras;
producdo de fatores de coagulacdo, dentre outros. E, justamente gracas as
numerosas e diversificadas funcdes, a disfuncdo hepatica pode resultar em diversas
anormalidades nos exames laboratoriais (Thrall, 2006). Portanto, um Unico teste nao
€ capaz de avaliar as funcbes hepdaticas, sendo necessario um conjunto de testes,
frequentemente denominado “Testes de Fungao Hepatica” (Kaldor et al. 2006). Apesar

de existirem certas limitac6es (como baixa especificidade ou baixa sensibilidade), tais
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testes, em conjunto com o histérico do paciente, sdo de extrema importancia para
fornecer informacdes relevantes ao médico veterinario na avaliacdo do quadro geral
do paciente. Thapa e Walia  (2007), classificam em trés classes os testes de funcéo
hepética: a) testes da capacidade hepatica de transportar anions organicos e
metabolizacdo de drogas; b) testes que detectam danos aos hepatdcitos (enzimaticos)
e c) testes da capacidade de sintese do figado. Segundo Gomes et al (2008), podem
ser classificados em: testes enziméticos, exames de sintese e metabolismo e de
transporte e excrecdo. E importante citar que resultados anormais nestes testes
podem refletir tanto distarbios hepéticos primarios quanto secundarios.

Dentro das categorias mencionadas, alguns dos principais testes de funcao
hepatica realizados na rotina séo: a) Bilirrubina e suas fracdes: total, direta e indireta;
b) Aminotransferases (ALT e AST); Fosfatase Alcalina; y-Glutamiltransferase (GGT);
e c) Proteina Total; Albumina (Thapa e Walia, 2007).

Segundo Thrall (2006), podemos ainda dividir os testes laboratoriais
enzimaticos em dois tipos: testes para deteccao de lesdo de hepatdcitos e testes para
deteccdo de colestase. Para deteccdo de lesdo de hepatdcitos, atualmente séo
utilizados amplamente na rotina os testes de Alanina aminotransferase (ALT) e
Aspartatoaminotransferase (AST). Ja para a deteccdo de colestase, as enzimas de
eleicdo na rotina clinica atualmente sdo Fosfatase Alcalina (ALP ou FA) e y-

glutamiltransferase (GGT).

O padréo das elevacdes nos niveis enzimaticos dos testes de funcéo hepatica
pode apontar para lesdes hepatocelulares versus colestase, e € capaz de ajudar a

identificar sinais de insuficiéncia hepatica (Hyder et al., 2013).

Uma das principais enzimas hepaticas é a Alanina aminotransferase (ALT).
Trata-se de uma enzima de extravasamento, que esta livre no citoplasma dos
hepatdcitos; esta enzima é essencialmente hepato-especifica para cdes e gatos
(Thrall, 2007), é encontrada no figado e no musculo cardiaco, e elevacfes nos niveis
de ALT sérica podem ser vistas em casos de dano hepatocelular e necrose, lipidose
hepatica, alguns casos de neoplasias hepaticas, anestesia e eimeriose (Benson e
Paul-Murphy, 1999). Aspartatoaminotransferase (AST) pode ser encontrada no

figado, musculo cardiaco, musculatura esquelética, rins e pancreas de coelhos;



20

bY

valores aumentados dessa enzima estdo associados a morte de hepatdcitos,
eimeriose e danos musculares (Benson e Paul-Murphy, 1999). O teste desta enzima
geralmente é feito para diagnosticar doengas musculares, pois ela ndo é considerada
uma enzima hepato—especifica (Bush, 2004; Trall, 2007). A enzima Y-
glutamiltransferase (GGT) € uma enzima de inducdo sintetizada por quase todos 0s
tecidos corporais, € encontrada nos rins e figado de coelhos domésticos, porém a
maior concentracdo de GGT encontra-se no epitélio tubular renal e ndo circula na
corrente sanguinea, portanto toda GGT sérica é de origem hepatica. A lesdo hepatica
aguda pode provocar aumento imediato da atividade sérica possivelmente devido a
liberacdo de fragmentos de membrana que contém GGT (Trall, 2007). Valores
elevados de y-glutamiltransferase (GGT) sdo encontrados em casos de dano
hepatocelular, sendo associados a colestase e obstru¢des do ducto biliar e
hepatobiliar (Benson e Paul-Murphy, 1999). Fosfatase Alcalina (FA) € uma enzima
associada a membrana celular, encontrada em diferentes tecidos, e o aumento de seu
nivel sérico pode estar associado a maior atividade osteoblastica ou lesdes 6sseas
(osteosarcoma, fraturas), colestase, inducdo por drogas como corticoides e
fenobarbital e varias doencas cronicas; e valores diminuidos sdo encontrados em

casos de diarreia ou prenhez (Benson e Paul-Murphy, 1999; TRALL, 2007).

Entre as provas de sintese e metabolismo hepatico, segundo Benson e Paul-
Murphy (1999), sdo citadas proteinas séricas como proteina total, albumina e
globulina. Em coelhos domésticos, a fracdo de albumina da proteina total € de
aproximadamente 60%, maior do que a maioria dos mamiferos para 0s quais existem
dados. A hipoproteinemia pode ocorrer em casos de doenca hepatica ou renal; ja a
hipoalbuminemia em coelhos pode ser associada a doenca hepética ou renal, em
casos de producdo diminuida e perda aumentada (respectivamente). Portanto, a
associacao dos valores encontrados nos niveis sericos de proteina total e de albumina
pode ser de grande valia para descartar problemas renais, e no caso da
colecistectomia laparoscopica, tais valores podem ser associados a danos hepaticos

pos-cirargicos, devido complicacdes.

O principal pigmento excretado pelo figado de coelhos é a biliverdina,
subproduto do metabolismo da hemoglobina formada, e a maior parte desse pigmento

€ excretada através de hemacias velhas fagocitadas por macrofagos e liberadas e
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transportada para o figado por uma proteina, faz parte das provas de Transporte e
Excrecdo Hepética. Os coelhos com funcdo hepética preservada apresentam niveis
muito baixos de biliverdina, que é convertida em bilirrubina pela enzima biliverdina-
redutase. Valores aumentados de bilirrubina e fragbes sado importante indicativo de

colestase (Benson e Paul-Murphy, 1999).

Os testes de funcdo hepética podem fornecer ferramenta bastante util para
aplicacdo e avaliacdo de procedimentos cirlrgicos laparoscépicos ou abertos e suas
indicacdes, pois podem oferecer panorama sobre o sucesso ou possivel falha da
cirurgia, com testes de funcdo hepética que podem indicar colestase, lesdo de
hepatocitos e/ou ainda falhas na funcdo do 6rgéo (Faccini, 2020).

As alteragcbes nas enzimas hepaticas apds cirurgias abdominais,
especialmente colecistectomia, podem ser um desafio apos a cirurgia. Embora em
alguns estudos tenha sido demonstrado que a CL ndo afeta os testes de funcéo
hepatica (Sakorafas et al., 2005; Mujici¢ et al., 2006), outros acreditam em alteragdes
transitorias apos esse procedimento (Neudecker et al., 2002; Curro et al., 2005);

mesmo 72 h apos a intervencado (Halevy et al., 1994; Giraudo et al., 2001).

Autores como Marakis et al., (2006), Koirala, et al., (2012), Guven e Oral (2007)
e Kaldor et al., (2006) , em humanos apoés realizar colecictectomia laparascopica,
realizaram a medicdo da funcdo hepatica (bilirrubina total e indireta (TB e IB),
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina
(ALP) e (GGT) glutamiltransferase), encontrando aumento de AST e ALT 24 horas
apos a cirurgia e um ligeiro aumento de TB e IB, ALP e GGT; no entanto, esses valores
retornaram ao nivel normal em 48 a 72 horas apdés a cirurgia, porém de acordo com
Saber et al., (2000) e Milheiro et al., (2004) a normalizacdo de esses parametros
aconteceram aos sete e aos 30 dias respectivamente. Essas alteracbes sao
clinicamente silenciosas e ndo estdo associadas a morbidade em pacientes com
funcdo hepdatica normal. Esses autores concluiram que as elevacbes enzimaticas
podem ser atribuidas principalmente aos efeitos negativos do pneumoperitbnio no

fluxo sanguineo hepético.

A observacdo de mudancas pés-operatorias nos testes da funcdo hepatica

ap6s CL foi relatada pela primeira vez na literatura por Halevy et al. (1994) que
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demonstraram um aumento de até 80% do nivel basal de testes da funcdo hepatica
(alanina aminotransferase, ALT; aspartato aminotransferase, AST), sem efeitos
clinicos adversos, donde foi assumido que o pneumoperiténio de CO2 e o aumento
da presséo intra-abdominal sdo as principais razdes para essas mudancas. Além do
suprimento sanguineo por causa do CO2, também tem reportes que os medicamentos
anestésicos prejudicam tais alteracdes (halotano, 6xido nitroso), assim como
manipulacdo cirargica do figado e o efeito de tragdo na vesicula biliar, a diatermia
excessiva por o eletrocauterio (energia térmica) usada durante o procedimento para o
controle hemostatico durante a remocdo da vesicula biliar (Koirala et al., 2012;
Maleknia e Eibrahimi, 2020) bem como a posicao reversa de Trendelenburg (Kotake
et al., 2001, Tan et al., 2003).

Segundo Ahmad (2011) a sensibilidade dos testes de funcdo hepatica na
deteccéo de obstrugcbes no fluxo biliar foi determinada maior que 90%, os valores
elevados de AST, ALT e GGT representam disfuncéo hepatocelular, os niveis de FA
aumentam por causa da obstrucdo do ducto biliar; a bilirrubina pode aumentar devido
a hemalise ou obstrucdo do fluxo de bile, as transaminases séricas podem também
ser sugestivo de célculos do ducto biliar comum como estdo elevadas. No entanto, a
elevacao dos testes de funcéo hepatica apos CL é geralmente transitéria, e retornam

aos niveis normais sem qualquer intervencao.

2.6.2 Alteracdes hepaticas macro, microscopicas e bacteriolégicas

O figado é um 6rgdo multifuncional com alto grau de reparo; sua reserva
funcional é muito grande, entre 75% e 80%, motivo pelo qual os sinais clinicos da
doenca aparecem quando ha dano crénico e apenas 20% dos hepatécitos estdo
funcionando, é por isso que para chegar ao diagnéstico de alguma alteracéo hepatica,
existem ferramentas relevantes como a necropsia e achados histolégicos (Nufiez e
Bouda, 2007).

No século passado, Morgagni langcou as bases gerais para um exame post
mortem adequado e explicou que o0 mais importante nesse procedimento é descrever

em detalhes as descobertas encontradas, como disturbios circulatérios, crescimento
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celular, metabolismo celular, metabolismo pigmentario, inflamatério e necrotico
(Vetere et al., 2015).

A pés colecistectomia laparoscépica, € importante prestar atencéo aos detalhes
observados nas alteragdes da necropsia e histopatologia, uma vez que em humanos,
Buttenschoen et al., (2007) descreveram que as complicacdes mais frequentes séo
traumatismo do ducto biliar e sangramento pdés-operatério, com maior frequéncia
demonstrado dano a artéria cistica, vasos epigastricos e leito da vesicula biliar,
embora ndo haja relatos publicados sobre exsudag¢do sanguinea potencialmente
mortais ou até letais. Sao lesdes que precisam ser avaliadas minuciosamente, pois a
hemorragia na cavidade abdominal causa choque hemorragico e circulatério, gerando
carga de trabalho extracardiaca e aumento do consumo de energia e oxigénio,
exercendo grande pressao sobre o coracdo e causando infarto do miocardio, portanto,

0 sangramento € um fator que pode causar a morte.

Um exame histolégico seletivo do leito da vesicula biliar deve ser obrigatorio
como evidéncia médica. Sakuramoto et al., (2000) indicaram que estudos histolégicos
de casos envolvendo inflamacdo da vesicula biliar ressecada ou dificuldades
cirargicas com base em achados patologicos ndo foram documentados, no entanto,
Buttenschoen et al., (2007) conduziram uma série de experimentos post mortem
guantificando os danos gerados ao figado pelo calor com cauterizacdo e coagulacéo
a laser, evidenciando efeito térmico direto que causa necrose celular, inflamacéo do
parénquima, nucleos celulares danificados e alteracdes semelhantes a peliose no

figado com perda do endotélio.

Igualmente, em humanos, foi demonstrado que o tempo necessario para
realizar a disseccéo da vesicula biliar também tem correlacéo direta com os achados
de inflamacdo (Sakuramoto et al., 2000), por esse motivo, com apresentacdo mais
baixa de inflamacdo devido ao baixo tempo cirurgico, poderia resultar em menores

taxas de adesédo pds-operatoria (Vetere et al., 2015).

De acordo com Vetere et al. (2015), as aderéncias sdo conexdes fibrosas
anormais gque se formam entre 6rgaos adjacentes ap0s cirurgia pélvica ou infec¢éo
pélvica ou inflamacdo que resulta em dano ao tecido; elas tém sido associadas a

infertilidade, dor pélvica crbnica, obstrucdo do intestino delgado e dificuldade de
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acesso cirurgico ou complicacdes cirdrgicas. Embora as aderéncias se formam como
uma resposta de cura fisiologica a lesdo do tecido e, apesar da pesquisa e da
disponibilidade de mudltiplas barreiras de aderéncia, elas continuam sendo um
problema persistente (Robertson et al., 2010). Vérias estratégias foram desenvolvidas
para minimizar ou prevenir aderéncias poés-operatdrias em cirurgias peélvicas e
abdominais, como hemostasia meticulosa, manejo suave do tecido e técnicas

minimamente invasivas.

Uma das consequéncias pos-operatérias abdominais e pélvicas mais
importantes com a cirurgia convencional (laparotomia) séo as aderéncias, no
entanto a implementacédo da cirurgia laparoscépica diminuiu essa ocorréncia, mas nao
eliminou totalmente a frequéncia desse inconveniente no poés-operatorio. A
intensidade dessas aderéncias pode ser atribuida as caracteristicas Unicas dos
instrumentos cirargicos e seus efeitos nos tecidos (Vetere et al., 2015). No entanto,
Schemmel et al. (1997), realizaram um estudo comparando trés diferentes tipos de
energias no tecido reprodutivo, o bisturi ultrassénico versus laser de CO2 e
eletrocirurgia, comparando as propriedades de hemostasia, profundidade e grau de
necrose da coagulacéo, o grau de deposicao de fibrina e formacao de aderéncia pos-
operatoria em coelhos; onde eles concluiram que n&do houve diferenca para qualquer
técnica utilizada. A propenséo para a formacéo de aderéncias nao foi diferente para
nenhuma técnica de incisées uterinas ou ovarianas, isso também é consistente com
estudos anteriores que mostraram que ndo houve diferenca na formacdo de
aderéncias entre o laser de CO2 e a eletrocirurgia (Luciano et al., 1987) ou entre o
bisturi ultrassénico e o aco bisturi (Tulandi et al., 1994). Esses achados contrastam
com os encontrados em estudo realizado na derme suina, neste modelo, descobriu-
se que o bisturi ultrassénico resulta em menos lesfes no tecido do que o laser de CO2

ou a eletrocirurgia (Hambley et al., 1988).

Apesar dos avancos na tecnologia e da crescente aceitacdo e expansao das
cirurgias laparoscopicas, existem algumas complicacdes, como infeccdo do local do
portal; nenhuma ferida cirargica esta completamente imune a infeccdo. Apesar dos
avancos nas areas de agentes antimicrobianos, técnicas de esterilizacéo, técnicas
cirargicas e ventilacdo de sala de cirurgia, esses tipos de complicacbes ainda sao

prevalentes. Sua incidéncia ap6s a colecistectomia laparoscopica eletiva é menor do
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gue a colecistectomia eletiva aberta devido ao menor comprimento da incisao (Zacks,
et al 2002). Em humanos, séo as infec¢bes associadas aos cuidados de saude mais
comuns, representando 31% entre os pacientes hospitalizados, a taxa é muito mais
elevada em procedimentos cirdrgicos convencionais do que em cirurgia laparoscopica
(Richards et al., 2003; Lilani et al., 2005; Brill et al., 2008). Mas complicacdes
infecciosas no local do portal ndo séo incomuns (Kartik et al., 2013).

De acordo com as definicdbes desenvolvidas pelo Centro de Controle de
Doencas dos Estados Unidos (CDC) em humanos, o local da infeccao cirdrgica foi
classificado em: (1) superficiais envolvendo pele e tecido subcutaneo; (2) envolvendo
profundamente a fascia e as camadas musculares; e (3) 6rgao / espaco. As feridas
séo classificadas em 2015 de acordo com os critérios do CDC para o local da infeccao
cirurgica como: (1) Limpas: uma ferida cirdrgica que n&o esta exposta a nenhum tecido
inflamado ou que rompeu o aparelho gastrointestinal, respiratorio, genital ou urinario
nao infectado; (2) Limpo-contaminado: feridas cirargicas onde ha uma entrada
controlada para o trato gastrointestinal, respiratério, genital ou urinario néo infectado
com contaminacgdo minima; (3) Contaminado-Fresco: feridas relacionadas a traumas,
feridas cirirgicas com grande interrupc¢ao na técnica estéril ou contaminacao grave do
trato gastrointestinal e incisdes em tecidos inflamatorios ndo purulentos; e (4) Suja ou
infectada: feridas antigas apds trauma com tecido desvitalizado e procedimento
cirargico realizado na presenca de infeccéo ativa ou perfuracéo visceral. A maioria dos
procedimentos cirargicos laparoscopicos se enquadra nas classificacfes 1 e 2 de

feridas.

As infecgBes cirargicas sdo responsaveis por uma parcela significativa dos
pacientes hospitalizados com infeccdo, cerca de 30%, S endo que 90% das
bactérias sdo encontradas nas incisées cirargicas, e este numero pode variar de
acordo com procedimento cirargico (Biscione, 2006). Estas infeccbes sdo causa

importante de morbidade e mortalidade no pds-operatorio (Sharma et al., 2018).

As infeccdes cirdrgicas apOs colecistectomia laparoscopica também sao
complica¢Bes relacionadas a técnica (McGuckin et al., 1999; Colizza et al., 2004). A
infeccdo constitui uma ameaca ao sucesso em cirurgia hepatobiliar, a bactibilia pode

ser o fator de influéncia mais importante no risco de complicacdes sépticas pos-
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operatoria. Em pacientes de alto risco submetidos a colecistectomia eletiva, a
incidéncia de bactibilia é de aproximadamente 10% a 15%. (Torres et al., 2003). Na
medicina humana, a bactibilia € achado comum em pacientes submetidos a cirurgia
do ducto biliar, razdo pela qual é recomendado obter culturas biliares sempre que
houver oportunidade. Em alguns casos, € relatado que idade avancada, sexo
masculino e alto valor total de bilirrubina também podem ser fatores preditivos de
culturas positivas (Cueto-Ramos et al., 2017). Muller et al. (2012), relatam abscesso
intra-abdominal como complicacao cirdrgica apés colecistectomia laparoscopica. Por
outro lado, Mendoza et al. (2010), concluiram que ndo h& correlacdo direta entre a
presenca de bactérias nas culturas da vesicula biliar com a presenca de infecao no

sitio cirtrgico apds colecistectomia.

A disseccéo da vesicula biliar por meio de instrumental eletrocirargico quando
comparada a disseccdo por energia ultrassbnica esta associada a maior taxa de
infec&o cirargica (Anis et al., 2019). O uso de eletrocautério em colecistectomia pode
causar dificuldade em garantir a hemostasia devido a liberagdo da fumaca, além de
aumentar o tempo cirargico. Consequentemente, tais complicacdes estdo associadas
a aumento da incidéncia de perfuracao da vesicula biliar, colocacéo de drenos no pos-
operatorio, vazamento de bile no pds-operatorio e infeccao do sitio cirargico (Cengiz
et al., 2010). A disseccdo com eletrocirargicos também esta associada a maior taxa
de infeccdo em outras areas da cirurgia veterinaria (Bennett e Kraffert 1990; Abdelaziz
et al., 2018). Segundo Birch et al. (1999), o eletrocautério produz complicacées apos
cirurgia laparaoscopica. Depois da Colecistectomia laparoscopica, a lesao térmica
contribui significativamente para a morbidade e mortalidade, lesdes térmicas foram
implicadas em 25% das principais lesdes do ducto biliar comum, levando a formacéao
tardia de estenose. A perfuracdo intestinal como resultado de lesdo térmica é
considerada um importante contribuinte para a mortalidade apds Colecistectomia
laparoscopica. O vazamento de bile pds-operatério do ducto cistico pode ocorrer

porque o cautério excessivo desidrata o tecido.

Biscione (2006) realizou um estudo em seres humanos submetidos a
colecistectomia laparoscoépica, onde identificou que a incidéncia global de infeccéo do
sitio cirdrgico, foi de 3,7% para infeccdo incisional e de 0,3% para infeccdo do

organismo/cavidade, a maior parte das infeccbes (> 80%) acometeu a parede
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abdominal. Sharma et al. (2018) e Usman et al. (2016), identificaram que a &rea onde
a provisao de infec¢do é a mais comum é no portal de acesso epigastrico ja que é o
local onde a vesicula biliar € removida. A chance global de infec¢do do sitio cirargico
e de infeccdo incisional foi menor em pacientes submetidos a colecistectomia
laparoscépica em relacdo aos submetidos a colecistectomia convencional (Biscione,
2006).

A colecistectomia laparoscépica, como vimos, é um tratamento valioso e muito
util devido a alta prevaléncia da patologia. Em contraste com a colecistectomia aberta,
a colecistectomia laparoscopica esta associada a beneficios como menor mortalidade
operatéria, menos dor pds-operatéria, menor tempo de internagdo e menor tempo de
recuperacdo. A recente implementacdo de diferentes dissecadores, como o EBV
Ligassure e o Bipolar Meryland em modelos de coelhos, apontam para um futuro
promissor no tratamento de colecistectomias para implementacdo na medicina

veterinaria de pequenos animais.
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The aim of this study was to investigate and compare the effect of different types of dissectors
during laparoscopic cholecystectomy (LC) in an experimental rabbit model; Electrothermal bipolar vessel
sealing device (EBVS-LigaSure) and standard electrosurgical dissection (bipolar Maryland) for dissection
of the gallbladder (GB) in LC, correlating liver function tests ( LFTs) in pre and postoperative periods (days
0, 3, 7, 15); macroscopic checking 15 days after surgery through necropsy; histopathological,
bacteriological through bacterial growth by culture and intraoperative complications. Twenty rabbits were
used, Group (n = 10) using EBVS for GB dissection and cystic duct seal (GLL) and Group (n = 10) using
bipolar dissecting forceps and EVBS for Cystic duct seal (GLE). A higher concentration of alkaline
phosphatase was observed on GLL 15 days after surgery when compared to GLE. In addition, GLE
resulted in a higher concentration of ALT at 3 days when compared to GLL. There were no differences in
surgical duration, necropsy findings, intraoperative complications, bacterial growth by culture,in the score
of giant cells, necrosis and fibrosis during histopathology, and presence of Siderophagus. In LC no
significant statistical differences were found between EBVS and bipolar Maryland; both devices are

equally safe and effective in LC.

Introduction

The exponential growth of knowledge, skill and technology has completely changed the clinical
practice of laparoscopic cholecystectomy (LC). LC techniques are approached to make the laparoscopic
procedure safer and less technically demanding. Additionally, minimizing tissue injury during abdominal

surgery has the benefit of reducing postoperative inflammatory response, pain, and adhesion formation
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25,26 The recent development of new laparoscopic surgical techniques in different specialties has brought
new concepts and alternatives to tissue dissection and hemostasis, allowing the evaluation and
introduction of new laparoscopic devices using different energy modes. Electrothermal bipolar vessel
sealing device (EBVS- Ligasure) represent a recent alternative ~ system  used in vessel sealing and

closure systems in small animals."

The traditional energy form used during laparoscopic dissection is electrocoagulation, applied
through two systems, one of them the bipolar system, which has some disadvantages, such as the
unreliability of vessel sealing, difficulty in performing adequate dissection with the bipolar forceps,and
tissues tend to adhere to the blades; most instruments have a very limited ability to vaporize or cut tissue.”
Because of its documented risks, especially liver injury, damage to adjacent organs such as the common bile duct,
stomach and intestines, as well as association with smoke, charring and biological hazards, there is a growing
interest in finding surgical alternatives.#3 In that context, the EBVS was designed as a safe alternative to the

traditional electrocautery dissection.?

To the best of our knowledge, no study has been conducted to evaluate the effect of different
types of dissectors used in LC in veterinary medicine, evaluating and correlating the total surgery time,
liver alterations of macroscopic, histopathological, bacteriological, and changes in liver function tests
(LFTs). Therefore, the objective of this study is to compare the possible aspects of the effect, efficiency,
safety, and advantages of different types of dissectors (EBVS- Ligasure vs standard bipolar electrocautery

forceps- Maryland) for dissection of the gallbladder from the hepatic fossa in LC.

Materials and methods

Patients & methods

Twenty adult New Zealand White male rabbits, weighing between 3.0 and 4.0 kg, 2 years old,
were used. The project was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals (CEUA) of the
Faculty of Agricultural and Veterinary Sciences (FCAV) of the Sao Paulo State University “Julio de
Mesquita Filho” - Unesp - Jaboticabal Campus - SP and carried out in accordance with standards required
by CONCEA - National Council for Animal Experimentation Control. Protocol No. 016256/19.

These 20 patients were randomly assigned to two groups, the GLL group included 10 patients for
gallbladder dissection with an EVBS, while the GLE group included 10 patients for gallbladder dissection
with an electrosurgical device Maryland. Previously to the laparoscopy technique, blood samples were
collected from the 20 rabbits for the evaluation of enzymatic and biochemical parameters indicating liver

function for analysis of: total protein, albumin, GGT, FA, ALT, AST, total bilirubin and direct bilirubin, and
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blood count in the immediate postoperative period, on the third (T3), seventh (T7) and fifteenth day (T15)

after the procedure.

In the perioperative-period, postoperative complications, surgical time, time of dissection of the
gallbladder of the hepatic fossa and total time of surgery were evaluated. Fifteen days after the procedure,
the rabbits were euthanized, during the necropsy the abdominal cavity was evaluated macroscopically,
samples were collected by rubbing a sterile cotton swab on the gallbladder bed resection for counting

microorganisms and subsequently, histopathological evaluation was performed.

The choice of animal model for an experiment is determined by factors such as cost, technical
feasibility of the procedure, scientific principles, available database and suitability of models for the
project'® Rabbits are small Lagomorph mammals;*2 Among several strains, the New Zealand white strain
(Oryctolagus cuniculus) is frequently used for research activities, as a model for in vivo studies, as well
as a suitable model for experimentation in Surgery®® and for training in laparoscopic and open
surgery.38.36. 53, 14 These bloodlines are less aggressive in nature and have fewer health problems
compared to other breeds; in addition to complying with anatomical characteristics comparable to dogs
and cats weighing less than 5 kg or small or medium size, with ease of use and handling. It is for these
reasons that this work used rabbits as an experimental model, since the size of the abdominal cavity of
these animals mimics the difficulty encountered in laparoscopic techniques for dogs and cats. In addition,
LC in infants requires highly specialized skills and great experience. Furthermore, the extra difficulty due
to the small space seems an additional advantage for surgeons to adapt to the very slow controlled

movement of instruments necessary in endoscopic surgery.'

Setting

Rabbits did not fast prior to the procedure due to the rare incidence of emesis.!” As pre-anesthetic
medication, morphine 1 mg/kg and acepromazine 0.05 mg/kg, via IM, were administrated. After 20
minutes, anesthetic induction and maintenance were performed with isoflurane and maintained under
spontaneous ventilation. Tramadol hydrochloride 4mg/kg, meloxicam 0.1mg/kg, and enrofloxacin 5mg/kg
were administered subcutaneously; for the postoperative period, tramadol hydrochloride 4mg/kg, was
administrated subcutaneously every 8 hours, for three days, meloxicam 0.1mg/kg, was administrated
once a day subcutaneously, for two days, and enrofloxacin 5mg/kg was administrated every 12 hours

subcutaneously, for seven days.



45

After anesthetic induction, the rabbits were placed in dorsal recumbency and hair from the ventral
and lateral portion of the abdomen was clipped; the patients were placed in reverse Trendelenburg
position with the right side up314° to allow the stomach and small intestine to move caudally. Previous and
definitive antisepsis was performed with 2% chlorhexidine and 70% alcohol, followed by placement of
surgical drapes. A skin incision of 0.5 centimeters was made in the ventral abdominal midline, one
centimeter caudal to the umbilical scar. After subcutaneous dissection, a small 3-4 mm incision was made
in the linea alba, penetrating the abdominal cavity. Then, a 5 mm trocar was introduced through, in which
the 5 mm laparoscope was placed, coupled with the micro camera and the light source (Figure 1). The
insufflator was attached to the cannula, inflating the peritoneal cavity with carbon dioxide (CO2) at a speed
of 2.0 I/min, maintaining abdominal pressure between 5 and 10 mmHg. Initially, a limited exploration of
the abdomen was carried out with special attention to the liver, GB and extrahepatic biliary tree. Through
the optics, the insertion of other access portals was also observed.

Two 5-mm access portals were inserted into the right abdominal cranial quadrant, located 3 and
5 cm lateral to the midline and 3 and 4 cm cranial to the umbilical scar, positioned to obtain a triangulation
around the anticipated location of the gallbladder. Through these two portals, Babcock atraumatic
grasping forceps were inserted for elevation of the hepatic lobe and subsequent visualization of the
hepatic fossa and for manipulation of the gallbladder.

A fourth 5-mm port was inserted into the left abdominal quadrant (near the costal arch, 5 cm
lateral and 5 c¢m cranial to the umbilical scar), this port was used to introduce standard electrosurgical
dissection (bipolar Maryland) and Electrothermal bipolar vessel sealing device (EBVS-LigaSure) for
diffusion around the cystic duct and subsequent divulsion of the gallbladder, insertion of the EBVS for

occlusion of the cystic duct and, at the end, the recovery bag for removal of the gallbladder.
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Figure 1. Laparoscopic cholecystectomy in a
rabbit.

(A) Patient in reverse “Trendelenburg” position.
(B) Access site of the first portal below the
umbilical scar. (C) Access location of the first and
second portal. Insufflator, optics and light source
coupled to the first port cannula. (D) First, second,
third and fourth port access location (E) Insertion
location of the four access ports and atraumatic
forceps. (F) Removal of the gallbladder inside the
recovery bag by opening the 10mm trocar.

Jaboticabal, 2020.

After identification of the gallbladder and cystic duct, two different techniques for dissection of the
gallbladder and two different methods for occlusion of the cystic duct were used.

For all techniques, the gallbladder was grasped in the same way, fistly using an atraumatic
forceps to grasp and retract the gallbladder fundus, in the cranial and right lateral direction, over the liver
dome. The infundibulum was identified, seized, and later retracted laterally towards the lower right
quadrant using another atraumatic forceps. This maneuver exposed the Calot triangle. The peritoneum
covering the infundibulum of the gallbladder was incised and released by the Maryland forceps in both
groups. The triangle was dissected to expose the cystic duct, cystic artery, and lymph node. Once these
structures were carefully identified, the cystic artery was sealed with EBVS in both groups, then continued
with dissection of the triangle until it was determined that the only remaining structure connected to the
gallbladder was the cystic duct.

The GLE Group (n=10) was submitted to the CL technique using the standard electrosurgical

dissection (bipolar Maryland) to initiate the dissection through the Calot triangle, the cystic duct occlusion
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was performed with a Electrothermal bipolar vessel sealing device (EBVS-LigaSure). Two occlusions
were performed around the duct. The cystic duct transection was performed with the EBVS- LIGASURE
forceps cutting function in the occlusion near the gallbladder, leaving two one distal occlusions in the
cystic duct. Then, after occlusion of the cystic duct, the peritoneal attachments between the gallbladder
and its liver bed were dissected using the bipolar Maryland forceps in the direction of the triangle of Calot
to the bottom of the gallbladder (Figure 2). For the second technique proposed, in the GLL group (n=10),
dissection through the triangle of Calot and occlusion and transection of the cystic duct were performed

with a Electrothermal bipolar vessel sealing device (EBVS-LigaSure) (Figure 3).

Figure 2. CL technique in the GLE group

(A) Using the Maryland bipolar dissection forceps to initiate the dissection through the Calot triangle,
(B) the cystic duct occlusion was performed with EBVS-LIGASURE, whit two occlusions around the
duct, (C) the cystic duct transection with the EBVS-LIGASURE (D) the peritoneal attachments
between the gallbladder and its liver bed were dissected using the Maryland bipolar forceps in the
direction of the triangle of Calot to the bottom of the gallbladder.
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Figure 3. CL technique in the GLL group

(A) Dissection through the triangle of Calot, (B) occlusion and transection of the cystic duct, (C) and the
peritoneal attachments between the gallbladder and its liver bed were performed with a Electrothermal
bipolar vessel sealing device EBVS- LIGASURE.

After complete divulsion of the gallbladder and sectioning of the cystic duct, it was placed inside

the recovery bag (Figure 4). The recovery bag was removed by enlarging the right portal incision.

The portals on the right and left side where then removed. Before endoscopic removal, the hepatic
fossa was examined to verify the absence of hemorrhage and bile leakage. The deflation of the abdominal
cavity was carried out. The cannula and endoscope were removed. The abdominal musculature was
sutured by a "Sultan" suture with 2-0 Poliglecaprone thread and the skin by a simple interrupted suture

with 2-0 nylon.
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Figure 4. Placement of gallbladder within recovery bag after complete dissection and section of the cystic duct (A)

Intraoperative complications

Intraoperative complications including abundant bleeding during dissection and obscuring the
surgical area, impeding further dissection. Bleeding was managed by electrocoagulation until the bleeding
stopped, and the surface of the liver bed was washed with saline. Other intraoperative complications included
biliary leak, gallbladder perforated, lesions of the bile ducts combined with major vascular damage bile,

laceration of the liver bed during LC.

Postoperative assessment

The animals underwent abdominal ultrasound and blood sampling taken from the jugular vein
preoperatively day 0, and in the immediate post-operative period 3, 7 and 15 days after the operation,
evaluating in ultrasound procedure-related postoperative complications which were classified as
hemorrhage, biliary leak, intra-abdominal abscess, or bile peritonitis; in the evaluating of blood was

comparison of the enzyme level alterations: ALP, ALT, AST, GGT, direct bilirubin and total bilirubin.

Necropsy analyzes

Fifteen days after the procedure, the rabbits were euthanized, by catheterizing the right atrial
vein' for the administration of propofol? in order to achieve a deep anesthetic plane verified by apnea and
total mydriasis. Then, by the same intravenous route, potassium chloride3 was administered until
permanent cardiorespiratory arrest. Then, necropsy was carried out through a midline abdominal incision.

The area of adhesion was expressed on a scale ranging from 0 to 4 (Table 1).

! Cateter BD Angiocath® 22 G — Becton, Dickinson Industria Cirurgica Ltda, Juiz de Fora, MG, Brasil
2 propovan® — Cristélia Prod. Quim. Farm. Ltda.
3 Cloreto de potdssio — Darrow Lab. S/A — Rua Marques de Olinda, 69 — Botafogo, RJ
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Table 1. Adhesion Scoring System

GRADE

DESCRIPTION OF GRADE

0

no adhesions, no omentum adhesions (neither to the abdominal wall nor to the liver bed)
thin or narrow, easily separable adhesions

thick adhesions, limited to liver bed

thick and widespread adhesions (omentum to liver bed, trocar site or abdominal wall)

thick and widespread adhesions plus adhesions of viscera to the liver bed anterior or

posterior abdominal wall (or both) located

Both the professionals who performed the necropsy, as well as the pathologists were blinded to

type of energy source used in every surgical procedure in the different animals.

Histologic findings

Each liver sample from 20 animals (containing all the hepatic lobes) were submitted to histologic

examination (Table 2). The sample from the entire liver was removed and immersed in a 3%

paraformaldehyde solution, in 0.1M phosphate buffer, and fixed by immersion for 3 days. The samples

were dehydrated in increasing alcohol solutions (50% to 100%) cleared in xylene and embedded in

paraffin and then were cut coronally in a rotating microtome in 5um thick sections and the sections were

extended on histological slides.

During the histologic examination, the presence or absence of siderophags was also evaluated.

Table 2. The parameters evaluated in histological examination

SCORE GIANT CELLS NECROSIS FIBROSIS
1 none none no fibrosis
2 difficult to find mild minimal, loose fibrosis
3 easy to find moderate moderate fibrosis

4 many intense or severe  florid dense fibrosis
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Bacteriological evaluation

Microbiological count of total aerobes

On the day of the necropsy, samples were collected by rubbing a sterile swab on the gallbladder
bed resection. After collection, the samples were transported in a sterile tube containing 0.1% peptone
solution to the Laboratory of Microbiology of the Department of Veterinary Pathology at Universidade

Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, campus of Jaboticabal — SP.

The microorganism count was performed by surface plating ("Spread Plate"). For this, initially a
serial decimal dilution (1:10) was performed, in which 500uL of the sample in the tube containing the swab
and peptone water was transferred to another tube containing 4.5ml of 0.1% peptone water, and so on,
successively. This dilution is necessary to plate with countable colony forming units (CFU), as established
by APHA (1998), which recommends up to 2 CFU/cm2. Subsequent to the dilutions, 100uL of each
previously diluted tube was inoculated into Petri dishes containing "Brain Heart Infusion" culture medium.
Then, the samples were spread and homogenized in the plates containing the culture media using a

Drigalski loop.

Statistical analysis

Statistical analyzes were performed using Software R (version 3.6.3).

In the blood chemistry and blood count data, the effect of the surgical technique and the day was
evaluated by the Friedman test, and their interaction by the Kruskal-Wallis test and Dunns post test. When
significant, the interaction is presented in figures made with the help of the GraphPad Prism statistical

software (version 6.01).

Data on surgical times, adherence score and hepatic lobe after gallbladder dissection at
necropsy, and giant cell score, necrosis and fibrosis on histopathology were evaluated between groups
using the Mann Whitney test. The proportion of intraoperative complications, culture and complication
observed by ultrasound and siderophagus in the histopathology were compared between groups by

Fisher's exact test.

The resulting values for each variable are presented as the median * the interquartile range

(IQR). In all tests, significance was set at P< 0.05.
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Results

No postoperative morbidity or mortality occurred in any of the patients studied. All patients were
hemodynamically stable during the operations and none of them needed other medication than the
planned protocol. No rabbits required surgical revision due to hepatic duct leakage, bleeding complication
or bile peritonitis postoperative. Necropsy showed no peritonitis, or extra-hepatic biliary tract rupture. The
techniques Ligasure + Electrosurgical (GLE) and Ligasure + Ligasure (GLL) showed no differences in
surgical times, findings at necropsy, % of intraoperative complications, % of bacterial growth by culture,
in both techniques there was growth of bacteria in 2 of the 10 rabbits, and % of complications detected
by ultrasound (P > 0,05; Table 3); Values for GGT, AST, Total Bilirubin, Direct Bilirubin and fibrinogen
were similar for both techniques on all evaluation days (P>0,05; Table 4; Figure 5). However, in the GLL
group, an increase in the concentration of alkaline phosphatase (ALP) was observed 15 days after surgery
(53,50 + 15,75 vs 29,00 + 41,25 U/L) (P=0,004; Figure 5 A), when compared to GLE, however, within
normal parameters in rabbits. On the other hand, GLE resulted in a higher concentration of ALT at 3 days
(243,50 + 193,25 U/L) when compared to GLL (190,00 + 34,00 U/L) (P<0,001; Figure 5 B). The GLE and
GLL techniques did not show differences in the score of giant cells, necrosis and fibrosis during

histopathology, and similar percentage of presence of Siderophagus (P > 0,05; Table 5).

Table 3. Median * interquartile range of surgical times, and scores of necropsy findings and complications

in rabbits after gallbladder dissection by two surgical techniques.

Technique
P-value

Surgical times (minutes) GLE GLL

Dissection- Cholecistectomy 11,00£6,00 1150+£7,00 0,675

Total time 33,00+19,25 33,50 +28,50 0,820
Necropsy
Adhesions 1,00 £ 3,25 1,50 £ 3,75 0,782

Intraoperative complication, % 40,00 (4/10) 20,00 (2110) 0,628
Culture, % 10,00 (2/10) 20,00 (2/10) 0,990

Ultrasound complication, % 20,00 (2/10) 20,00 (2/10) 0,999

GLE = Ligasure + Electrosurgical. GLL = Ligassure + Ligassure.
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Table 4. Median % interquartile range of blood chemistry in rabbits submitted to two surgical techniques.

Technique P-value

GLE GLL Technique Day TxD
GGT, UL 1,00 £0,85 1,00£0,00 0,317 0,144 0,055
Alkaline Phosphatase, U/L 40,50 +44,25 39,00 +21,25 0,318 0,241 0,004
ALT, UL 82,00 + 104,50 77,50 £65,75 0,323 0,111 <0,001
AST, UL 44,00+47,50 37,50+38,75 0,999 0,112 0,059
Total Bilirubin, mg/dL 0,04 +£0,04 0,06 +£0,07 0,318 0,145 0,236
Direct Bilirubin, mg/dL 0,02 + 0,01 0,02+002 0,317 0,308 0,255
Fibrinogen, mg/dL 040+040 040+040 0,328 0,120 0,359

T x D = interaction between the type of technique and the days of assessment evaluated by the

Kruskal- Wallis test. GLE = Ligasure + Electrosurgical. GLL = Ligasure + Ligasure.

b

o
=1

ALKALINE PHOSPATASE, UIL

%

Day
-+ GLE = GLL

ALT, UIL

500+

-+ GLE = GLL

15

Figure 5. Median interquartile range of (A) alkaline phosphatase and (B) alanine aminotransferase + ALT,

as a function of days after gallbladder dissection surgery using the Ligasure + Electrosurgical (GLE) or
Ligasure + Ligasure (GLL) technique in rabbits. Significant difference * = (P < 0.001) **= (P = 0.004)

obtained by the Dunns test.
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Table 5. Median * interquartile range of giant cell score, necrosis and fibrosis in the histopathological

exam and the presence of Siderophage in rabbits after vesicle dissection by two surgical techniques.

Technique P-value
GLE GLL
Giant cells 300+£0,75  300+1,00 0,312
Necrosis 300+£000  300+100 0,167
Fibrosis 200+£0,00 200+0,00 0,99
Siderophage, % 10,00 (1/10) 20,00 (2/10) 0,999

GLE = Ligasure + Electrosurgical. GLL = Ligasure + Ligasure.

Discussion

Laparoscopic cholecystectomy as with any surgical procedure, is not 100% safe nor free from
difficulties, among the serious complications related to this procedure are retained stones in common bile
duct (CBD) and duct injuries; which are not easy to recognize during surgery and are usually detected
post-surgery.®0 LFTs are generally used postoperatively as an indicator of liver function and of duct
obstructions and iatrogenic injuries. The sensitivity of this tests above all ALP in predicting biliary
obstruction has been shown to be high.23 However, in earlier studies, an alteration in liver function tests
of up to 70% has been reported with no adverse clinical outcome.'® Gallbladder surgery is not the only
procedure associated with elevated postoperative LFTs, other laparoscopic procedures abdominal have

also been associated with these alterations.3?

Elevation of the liver enzymes represents hepatocellular injury, according to several studies, this
elevation may be related to increased pneumoperitoneum pressure by carbon dioxide formed during the
surgery, the squeezing effect on the liver by cranial retraction of gallbladder during LC, excessive
diathermy (heat energy) used during the procedure (cauterization of the liver bed for hemostasis),
manipulation of external bile ducts and effects of general anesthesia (which induced hepatic

hypoperfusion).8:3

Our study demonstrated that transient elevation of LFTs could occur after LC, however there are

no significant differences between the dissectors compared; these results agree with the study by
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Mazahreh et al made in people.32 who found no statistical differences between the different types of
dissectors in the alterations of ALT and AST after LC. Nevertheless, the alteration in LFTs could be
contributed to by the use of electrocautery device, as in our case, where an increase in ALT is evidenced
on the third postoperative day only in the dissection group with Maryland Bipolar electrocautery.
Hochstadetr et al.?0 demonstrated a significant rise in liver enzymes (ALT) after surgery, in both
electrocautery as ultrasonic cutter. However, postoperative values of these two enzymes were
significantly higher in patients operated on using the electrocautery. Similarly, Al-Abbadi and coworkers?
showed a significant elevation in LFTs post LC in goats, according to the authors, one reason for the

increase was the use of diathermy for hemostatic control.

In our results, the elevation of ALT on the third day after surgery by GLE, returned to normal levels
on day 15, As in the Mazareh study, all patients returned to normal values of LFTs after 1 week
postoperatively.32 However, the elevations in our study for the GLL of alkaline phosphatase were
evidenced from postoperative day 15 (but still within the reference interval of biochemical values in New
Zealand rabbit serum)#1.34: studies such as that of Ahamd et al (2011), identified that liver enzyme values
returned to normal after 3 weeks,2 Al-Jaberi et al.> and Tan M et al.>2at 72 hours; Maleknia & Ebrahimi2?
performed measurements up to 48 hours after surgery and determined that they still did not return to
preoperative levels, Milheiro, et al.3> showed a normalization in levels up to 30 days after surgery.
Therefore, this evidence shows the need to evaluate the levels of LFTs for a longer period. Our result
shows that a longer follow-up period is needed to conclude a biliary tract injury; the measurement of
elevated postoperative enzymes after 3 or 15 days does not necessarily indicate a complication or haste

in unnecessary interventions.

The rate of electrosurgical complications during delivery of energy to the surgical site is estimated
to be 25.6% and is the second most common laparoscopic complication after a misplacement of trocar or
Veress needle, which is 41.8%?22 Injuries during laparoscopic electrosurgical procedures are mechanical
trauma, or electrothermal injuries.3? After abdominal surgery, adhesion formation seems to be one of the
major pathologic changes that patients suffer.4? Diamantis et al. 20061 compared the results of thermal
injury by monopolar electrocoagulation, bipolar electrocoagulation, ultrasonic scalpel (US) and Ligasure
vessel sealing system (EBVS) in the gastric vessels of a rabbit model. They noted that EVBS
demonstrated the mildest side thermal injury and the fastest healing process on the neighboring gastric
wall. These investigators also noted greater thermal injury and inflammatory response by US than by
EBVS on postoperative days 7 and 14. According to these data, EBVS causes less tissue damage than

US and electrocautery. Also, Landman et al. 20032 reported in a comparative study in a porcine model
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that the least acute collateral tissue injury was achieved by the EBVS when compared to bipolar

electrosurgery devices.

In our study there were no significant differences in the formation of adhesions, in the histologic
markers of inflammation and fibrosis in the liver bed. This also is consistent with previous studies where
it was shown that there was no difference in adhesion formation between CO2 laser and electromicro
surgery according to Luciano AA et al.?” or between ultrasonic scalpel and steel scalpel according to
Tulandi et al.% In a study of Mark Schemmel et al.#®> where they bought several laparoscopic surgery
instruments in terms of tissue injury and adhesion formation in a rabbit model, also found no differences
in terms of hemostatic properties, coagulation necrosis, or adhesion formation. And Vetere et al.%
performed a study too in rabbits who underwent injuries by using ultrasonic energy on one uterine horn
and the adjacent pelvic sidewall and using monopolar energy on the opposite side. They concluded that
there was no significant difference found in the pathological adherence scores between the different

energy sources.

Establishing hemostasis is critical to improving clinical outcomes and providing a clear field for
adequate visualization. The ability to obtain hemostasis using EBVS has represented a great advance in
the fields of both open and laparoscopic hepatobiliary surgery.?! Our study suggests that performing a LC
with EBVS is beneficial in reducing intra-operative bleeding. The improved hemostasis is likely due to
EBVS vessel sealing properties. Although our results showed no significant differences regarding
intraoperative complications among GLE and GLL groups. In our study, none of the cystic ducts sealed
with the EBVS leaked in any patient (GLE and GLL) during the evaluated time period, which is in
accordance with studies using EVBS devices for cystic duct ligation in people have reported successful
results.2946.56 | jkewise in the study of Schulze et al.*6 where there was no biliary leakage after closing the
cystic duct with EBVS and was associated with minimal complications. Turial et al.5¢ showed that closing
the cystic duct using EBVS (LigaSure) is feasible and effective in CL in children. In study of Marvel &
Monnet?® the use of a vessel-sealing device on the ligation and transection of cystic ducts in healthy
canine cadavers is comparable to 10 mm metallic surgical clips. Despite this, there are other studies, such
as the one by Matthews et al, and Hope et al, in porcine using EBVS for cystic ligation and common bile

duct have documented bile leakage.3021

All surgeries have an inherent risk of infection, but the risk is relatively small in case of
laparoscopic or minimal access surgery.4’ In the present study, there were no statistical differences

regarding the percentage of bacterial growth per culture, which can be explained, according to Targarona
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et al.5 who indicated that laparoscopic surgery is associated with better preservation of the immune
system, a lower incidence of complications and a better postoperative outcome compared with
conventional open surgery, consequently lowering the incidence of infectious complications, and even
though carbon dioxide pneumoperitoneum influences the mechanisms of the peritoneal response, it does
not appear to have a harmful effect in terms of intra—abdominal infection, and Castro el at.?indicated that
laparoscopic cholecystectomy is associated with a lower incidence of infectious complications compared

to open surgery.

Further, according to Alam et al.# laparoscopic cholecystectomy is associated with a low risk of
infection, and the few that exist are most seen at the port site through which the gallbladder was extracted,
with innovation of minimal invasive surgery the risk of wound infection has decreased considerably. Most
of the authors like Mir et al.3” Shindholimeth et al. 48 Sathesh-Kumar et al. 44 Den Hoed et al. 12 and Taj
Muhammad et al. %' reported that the incidence of port site infections (PSI) is more than 5%, but some
authors Like Colizza et al. ' have reported this incidence to be less than 2%, Al-Naser Mumtaz KH® and

sharma, et al. 47 indicate an incidence of PSI was 4.5 %.

However, it is necessary to consider the useful life of the surgical instrument, considering that it
is being sterilized and reused in each surgery, in humans, Abdelaziz et al. ' in a study carried out during
total hip and knee arthroplasty, determined that bacterial contamination of electrocautery tips is relatively
high. However, in the future, more in-depth studies would be needed to determine whether bipolar
electrocautery or EBVS generate repercussions in its use due to a certain number of sterilizations and

reuses; as this was not the objective of the present study.

With the results of the present study, it is concluded that neither Bipolar electrosurgery nor EBVS
is superior to one another in terms of the incidence in surgical times, findings at necropsy, percentage of
bacterial growth by culture, nor in the score of giant cells, necrosis and fibrosis during histopathology, and

similar percentage of presence of Siderophagus.

Likewise, it showed that elevation of LFTs (ALP, ALT) can happen after LC but are transient and
clinically silent in patients with normal liver function, it seems that the dissector type has no effect on the
alteration of LFTs, these enzyme elevations seem to be attributable to other factors, mainly to the negative
effects of the pneumoperitoneum on the hepatic blood flow. Although these changes do not seem to be
clinically important, care should be taken before deciding to perform LC in patients with hepatic
insufficiency. Overall, the procedure is safe without any morbidity and mortality rate, both devices are

equally safe and effective in CL.
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Despite not having significant differences between the dissectors, our results with no leakage
suggest that the use of the EBVS is safe and effective for closure and division of the cystic duct in LC in
rabbits. Also, our study suggests the EBVS decreases intraoperative bleeding compared to conventional
bipolar dissector. Our data indicated that the complete LC procedure can be performed with the EVBS.
The instrument is suitable for dissection, sealing, and division of the cystic duct and artery and the tissue

anchoring the gallbladder to the gallbladder bed in the liver.26
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