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RESUMO

AVALIAGCAO DA CICATRIZAGAO DA ANASTOMOSE POR INVAGINAGAO NO
COLON EM COI\/IPARAQAO A ANASTOMOSE POR SUTURA SIMPLES. ESTUDO
EXPERIMENTAL EM CAES. Miguel Augusto Arcoverde Nogueira. Tese (Doutorado).
Programa de Pds-Graduacdo Stricto Sensu em Cirurgia. Orientador: Professor Emérito Francisco

Sérgio Pinheiro Regadas.

Neste estudo experimental, foram avaliadas a resposta inflamatéria e cicatricial em anastomoses
cllicas em cdaes submetidos com fio de prolene 3.0, sutura continua comparando-se a anastomose
por invaginacao colo-célica em cdes. Foram utilizados 2 grupos com 30 animais ( Cannis familiaris
) fémeas em cada grupo, pesando entre 8,00 e 19,25 kg, obtidos do Canil Municipal de Teresina -
Pi. Em ambos o0s grupos houve preparo intestinal com Glicerina 12% via retal. No Grupo Controle,
foram realizadas laparotomias com colotomia transversa a 20 cm da margem anal e anastomose
colo-colica com fio de polipropileno 000, em sutura continua, extramucosa. Nos animais do grupo
Estudo foi realizado anastomose por invaginacdo colo-colica contida por quatro pontos de prolene
3.0 nos pontos cardinais. Todos os animais foram avaliados no pdés-operatorio por Médico
Veterinario, alimentaram-se a base de racdo padrdo e agua, ad libitum, instituida quando se
observou evacuacao. Os animais de ambos 0s grupos foram submetidos a eutanasiano 7° (n=10) e
21° (n=20) DPO, com Cloreto de Potassio 10%, via endovenosa ap0s anestesia com Cloridrato de
Cetamina, quando se fez nova laparotomia para exérese do segmento célico anastomosado para
analise histolégica e imuno-histoquimica. Avaliou-se aderéncias abdominais, edema na
anastomose, Vvasoproliferagcdo, concentracdo de colagenos tipo | e |Ill, Oxido nitrico e
mieloperoxidase. Realizou-se andlise estatistica com Test t Student para amostras ndo pareadas para
dados paramétricos e Mann-Whitney test para dados ndo paramétricos. Durante a realizagdo do
experimento ndo ocorreu Obito em nenhum animal em cada grupo. N&o ocorreu diferenca
estatisticamente significante entre os grupos com relacdo a presenca de aderéncias intra-
abdominais, ao edema na anastomose, a vasoproliferagdo, colagenos tipo | e Ill, 6xido nitrico e
mieloperoxidase no 7°. e 21° DPO. Conclui-se que o tipo de anastomose ndo altera o0 processo
inflamatdrio e cicatricial das anastomoses, sendo a evolucdo clinica semelhante para ambos 0s

grupos.

Palavras-chave: Preparo Intestinal, Cicatrizacdo, Resposta Inflamatéria, Colageno



ABSTRACT

Comparative Evaluation of Healing Response Between Colo-Colic Invagination Anastomosis
and Single-layer Running Suture. Experimental Study in Dogs. MIGUEL AUGUSTO
ARCOVERDE NOGUEIRA. Stricto sensu Post-Graduation (Ph.D. in surgery). Advisor: Professor
Francisco Sérgio Pinheiro Regadas.

Objective: Evaluate the healing response of colo-colic invagination anastomosis comparing with
single-layer running suture. Methods: Sixty female dogs (Canis familiaris) weighing 8.0-19.5 Kg
supplied by a municipal dog pound were randomly distributed in two groups. In Group | (control),
the animals were submitted to colo-colic anastomosis with a single-layer running suture
(polypropylene thread 000). In Group Il (study), the animals were submitted to colo-colic
anastomosis by invagination secured by four cardinal sutures (polypropylene thread 000). At the
end of the study period, the animals underwent to a second laparotomy to excise the anastomosed
colon segment for histological and immunohistochemical analysis. The study parameters included
body weight, abdominal adhesions, edema, vasoproliferation, type | and Il collagen,
myeloperoxidase and nitric oxide. The findings were statistically analyzed with Student’s t test
(parametric data) and the Mann-Whitney test (non-parametric data). Results: The animals were
euthanized with 20% potassium chloride (i.v.) under anesthesia with ketamine. Ten from each
group were euthanized on the 7th postoperative day (POD7) and 20 on the 21st postoperative day
(POD21). None animal died prior to euthanasia. Body weight was statistically similar in both
groups. The median weight was 10.86 Kg, 9.98 Kg in Groups I, 1l respectively (p=0.41) on POD7
and 11.86 Kg, 11.55 Kg in Groups I, Il respectively (p=0.71) on POD21. The abdominal adhesions
incidence was statistically similar in both groups, (p=0.7383 on POD7; p=0.5685 on PODZ21), as
well as for the levels of edema (p=0.3006 on POD7; p=0.7990 on POD21), vasoproliferation
(p=0.1191 on POD7; p=0.0758 on POD21), type | collagen (p=0.4591 on POD7; p=0.3357 on
POD21), type Il collagen (p=0.2166 on POD7; p=0.2712 on POD21) and nitric oxide (p=0.3980
on POD7; p=0.4796 on POD21). The myeloperoxidase levels were also statistically similar for both
groups (p=0.580 on POD7; p=0.755 on POD21). Conclusion: It was not demonstrated in this
experimental sudy any significant difference on healing response between colo-colic anastomosis

performed by invagination with single-layer running suture.

Keywords: Intestinal preparation, healing, inflammatory response, collagen



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

a.C Antes de Cristo

CEUA Comité de Etica de Uso de Animais
COD. Cadigo

COX-2 Ciclo-Oxigenase-2

DP Desvio Padréo

Dr. Doutor

DPO Dia P6s-operatorio

EGF Fator de Crescimento Epidermal
Etal. E colaboradores

FACID Faculdade Integrada Diferencial
FACIME Faculdade de Ciéncias Médicas
FCF Fator de Crescimento de Fibroblastos
FR French

IM intramuscular

INOS Oxido Nitrico Sintase Induzida

v intravenoso

LAPAC Laboratério de Patologia Clinica
MPO Mieloperoxidase

Ms Mestre

NOS Oxido Nitrico Sintase

Prof. Professor

PCS Picosirius Red

PBS Phosphate Buffered Saline

PGDF Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas
RGB Red, Green, Blue

SC subcutanea

UESPI Universidade Estadual do Piaui
USA United States of America

VEGF Fator de Crescimento de Endotélio VVascular



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt 16
2 OBUIETIVO ..ttt sttt bttt ne bt ne s 20
3 MATERIAL E METODO ...t eeiess s s senssss s sen o 21
N Y (011 - TP PP PR TUPTUPR PPN 21
3.2 Material CIFUIGICO ...c.veueeueeiieeeie ettt ettt 21
I YT W O T (] (o o SO OP 21
3. 2.2 BAlANCA.....cciiieiciecc e nre et re e 22
3.2.3 Anestésicos e drogas utilizados durante 0 procedimento...........ccoceevrerereiicnieieneenn 22
3.2.4 CaiXa a8 LAPArOTOMIA ......eiuieiieiieieiesieste sttt bbb 22
3.3 Preparo Pré-0PEratOrio .......ccicueiieiiiieeiteeie s e sie et e seeste e st e ste e sreesreeeesseesteeneesreenee e 22
3.4 Preparo anestésiCo € Peri-OPeratOrio .........ccccvvevvevieieeie e see et sre e 23
3.5 Procedimento CIFUIGICO ......ocueieiiiieieeeeie ettt 23
3.6 POS-0PEIALONIO ...ttt ettt e 26
3.7 Par@metros aValiados.. ......cc.ooveiviiiiiiieieee e 26
3. 7.1 PeSO A0 ANIMAL .....iiiiieieieiee e e 26
3.7.2 EVOIUGED CHNICA. . .veviieiieiiieeiet ettt 26
3.7.3 Avaliagdo da cavidade abdominal nos 7° e 21° dias do pds-operatorio...................... 26
3.7.4 Avaliacdo Macroscopica da Cavidade Abdominal.. ............cccoevieiiiiiiiciicc e, 27
3.7.5 AvaliaCao HiStOIOQICA. . ....c.veiuieiieiecieecie ettt 27
3.7.6 Avaliagdo Imuno-hiStOQUIMICA ........coviieieieiesie e 28
3.8 ANALISE ESTALISTICA. .. ....eiveeieeiieiieie ettt e e esraenteeneenreenne e 29
4.0 RESUITAAODS. . ...ttt sttt b e bt st e e nre s 30
4.1. PESO U0S QNIMAIS... ..eiueiitieiieiie ittt e st et e e sbeebesreesbeenbeeneenreas 30
4.2. EVOIUGED CHINICA. .. c.etiiiiiieiieiieie ettt bbb 32
4.3. AVAlIaCa0 AAS AUBIENCIAS. .. .o.eeeeieieiteitieie ettt bbbt 32
4.4, EAema das aNaSLOMOSES. .. ......eiueeiuerieiieeitieiesieesieaseesieesteeeesseesbeeseesseesteesesseesbeensesneesseas 36
4.5. VaSOPIONTEIAGAD. .. ....veveieiiiieiieie bbbt 38
I o] - To =T o T I ] 1 T S SPR SRS 41

R o - To =T o To I ] 1 T S STPSSRRSN 43



4.8, OXIAO INTLTICO.. cvveeveeeereeeeeee e eereee s e e e et e ees et eses et e esesessesereeseseesasesssesseseseeseseseseesrarenserenes 45

4.9, MIBIOPEIOXIASE. ... veveevreie et ettt te ettt e et e st e e e aseesreeneeneesteeneeaneenreas 48
5.0. DISCUSSAOD. .. +e.vveveertiareesteeteaseesteesteaseesteesteaseeaseesteaseesteeaseaseesseesbeaseeabeesbeaneesseenseareesseensenns 51
6.0, CONCIUSAD. ......eieieiieiie ettt sttt et et e s re e be e st e e beebeaneesreenbeaneesreenee e 55
RETEIENCIAS. ... ettt ettt bbbt nes 56
N 0 1=] Lo [ o0 UPSSRSSIN 62



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Posicionamento do cdo para 0 procedimento CirlrgiCo........cccvcvves evvrivienenienn 23
Figura 2 — Identificacdo do cOlon deSCENdENtE. ...........coveiiiieiece e 24
Figura 3 — Disseccdo do mesocdlon e preparo para invaginagao ............cccceeveereiveereereesieesinenuens 24
Figura 4 — Sutura em plano GniCO CONLINUO... .....coiiiiiiiieee s 25
Figura 5 — Aspecto final do Coto ProXimal... ..ot 25

Figura 6 - Mediana do peso em Kg dos animais do Grupo Controle e do Grupo Estudo —
eutandsia realizada N0 7° DPO..... oo 30
Figura 7 - Mediana do peso em Kg dos animais do Grupo Controle e do Grupo Estudo —
eutandsias realizadas N0 21° DPO.........cccoviieieieiece e 31
Figura 8 - Mediana do peso em Kg dos animais do Grupo Controle — eutanésias realizadas no 7°
€ 21° DPO, reSPECHIVAMENTE. ......ccviiiiiieiiieie ettt sre e 31
Figura 9 - Mediana do peso em Kg dos animais do Grupo Estudo — eutanésias realizadas no 7° e
21 DPO, reSPECTIVAMENTE. ... ..eiuieiiieieeiieseerie e s e e ee e e ste et este e e sreesraeneesreesneaneens 32
Figura 10 - Indice das aderéncias existentes entre os animais dos Grupos Controle e Estudo —
eutandsia realizada N0 7° DPO.... ..o 33
Figura 11 - indice das aderéncias abdominais existentes entre os animais dos Grupos Controle e
Estudo — eutandsia realizada N0 21° DPO..... ....cccoeieiiieie e 33
Figura 12 - indice das aderéncias abdominais existentes entre os animais do Grupo Controle —
eutandsias realizadas N0 7° € 21° DPO..... ..o s 34

Figura 13 - indice das aderéncias abdominais existentes entre os animais do Grupo Estudo —

eutanasias realizadas N0 7° € 21° DPO.... ... s 34
Figura 14 - Aderéncias tiPO ... ..ccueoiiiioecc et te e te e 35
Figura 15 - Aderéncias Grau ll.... ......coeoiuiiiiiicie ettt 35
Figura 16 - Ader@ncias Grau .. ... e 35
Figura 17 - Ader@ncias GraU IV .. ...t 36

Figura 18 - Intensidade do edema nas anastomoses colo-célicas entre os animais dos Grupos
Controle e Estudo — eutandsia realizada no 7° DPO..... .....ccoovivieieieiene e 36
Figura 19 - Intensidade do edema nas anastomoses colo-cdlicas entre os animais dos Grupos

Controle e Estudo — eutanasia realizada N0 21° DPO...... ..o 37



Figura 20 - Intensidade do edema nas anastomoses colo-colicas entre os animais do grupo
Controle — eutanésias realizadas N0 7° € 21° DPO.......cccccoviininieieienene s 37
Figura 21 - Intensidade do edema nas anastomoses colo-colicas entre os animais do Grupo
Estudo — eutandsias realizadas N0 7° € 21° DPO.........ccccviviiviieieeiieieiese e 38
Figura 22 - Edema MOUEIAUO0. ........ccueiieiecie ettt e e steeaenneenneenee s 38
Figura 23 Frequéncia da vasoproliferacdo nas anastomoses colo-colicas entre os animais dos
Grupos Controle e Estudo — eutanasia realizada no 7° DPO.... .....cccccvcvvieveivinennnne 39
Figura 24 - Frequéncia da vasoproliferagdo nas anastomoses entre os animais dos Grupos
Controle e Estudo — eutanésia realizada N0 21° DPO..... ...ccccooviinienenene s 39
Figura 25 - Frequéncia da vasoproliferacdo nas anastomoses entre os animais do Grupo Controle
— eutanasias realizadas N0 7° € 21° DPO....,1111m1010015050110115115115113113+ seessessessessessessensens 40
Figura 26 - Frequéncia da vasoproliferagdo nas anastomoses entre os animais do Grupo Estudo —
eutandsias realizadas N0 7° € 21° DPO.. ......ccuiiieiiieie e 40
Figura 27 - VasoproliferaGao INTENSA............cciveiiiiiiiieie et 41
Figura 28 - Niveis de colageno tipo | encontrados na area anastomética dos animais dos Grupos
Controle e Estudo — eutanésia realizada no 7° DPO. .........ccccccevevveieieicie e 41
Figura 29 - Niveis de colageno tipo | encontrados na area anastomotica dos animais dos Grupos
Controle e Estudo — eutandsia realizada no 21° DPO.. .........ccoovveiiienene e 42
Figura 30 - Niveis de colageno tipo I encontrados na area anastomética nos animais do Grupo
Controle — eutanasias realizadas N0 7° € 21° DPO.........cccccvvvieevieieiesese e 42
Figura 31 - Niveis de colageno tipo | encontrados na area anastomotica nos animais do Grupo
Estudo — eutandsias realizadas No 7° € 21° DPO.. .......ccccovveiiiiniininieenese e 43
Figura 32 - Niveis de colageno tipo Il encontrados na &rea de anastomose nos animais dos
Grupos Controle e Estudo — eutandsia realizada no 7° DPO .........ccccoccevcvevviiennenne 44
Figura 33 — Niveis de colageno tipo Il encontrados na area de anastomose nos animais dos
Grupos Controle e Estudo — eutanésia realizada no 21° DPO. ..........ccccceeveienen, i\
Figura 34 — Niveis de colageno tipo 11l encontrados na area de anastomose nos animais do Grupo
Controle — eutanasias realizadas N07° € 21° DPO.........ccooveieiieieeie e e 45
Figura 35 — Niveis de colageno tipo Il encontrados na area de anastomose nos animais do Grupo
Estudo — eutandsias realizadas N0 7° € 21° DPO. ........ccccoviviiiiiieieienene e e 45
Figura 36 — Distribuicdo da Frequéncia dos animais nos Grupos Controle e Estudo, na area

anastomotica colo-cdlica em relacdo ao iINOS — eutanasia realizada no 7° DPO. .....46



Figura 37 — Distribuicdo da Frequéncia nos animais dos Grupos Controle e Estudo, na area da
anastomose colo-célica em relacdo ao iINOS — eutanasia realizada no 21° DPO.......46
Figura 38 — Distribuigcdo da Frequéncia nos animais do Grupo Controle, na &rea da anastomose
colo-cdlica em relacdo ao iINOS — eutanasias realizadas no 7° e 21° DPO................ 47
Figura 39 — Distribuicdo da Frequéncia nos animais do Grupo Estudo, na area da anastomose
colo-colica em relacdo ao iINOS — eutanasias realizadas no 7° e 21° DPO................ 47
Figura 40 — INOS, INtensa atiVIdade............coiiriiiiiiieiee e e e 48
Figura 41 — Niveis de atividade de mieloperoxidase nas anastomoses dos animais dos Grupos
Controle e Estudo — eutansia realizada N0 7° DPO ..........ccocvvviinenenene s e 48
Figura 42 — Niveis de atividade de mieloperoxidase na anastomose dos animais dos Grupos
Controle e Estudo — eutanésia realizada N0 21° DPO ........cccooviieieineneiee e e 49
Figura 43 — Niveis de atividade de mieloperoxidase na anastomose dos animais do Grupo
Controle — eutanasia realizada no 7° € 21° DPO. .......ccccocvviiiininierene e e 49
Figura 44 — Niveis de atividade de mieloperoxidase na anastomose dos animais do Grupo Estudo
—eutanasia realizada no 7° € 21° DPO ......cccoiiiieieiece e e 50

Figura 45 — MieloperoXidase INTENSA.........coueieriiiiitiiesi et seeas 50



16

1 INTRODUCAO

Desde os primérdios da cirurgia, os procedimentos no colon e reto foram descritos
como desafiadores pelas suas elevadas taxas de complicaces. Hipocrates (460-377 a.C.) ja
condenava a realizacdo de procedimentos colorretais devido as suas complicacbes e
contaminacgdo do intestino grosso. No século XI1X, Hasteld concluiu em suas pesquisas que a
principal causa de deiscéncias e de mortalidade da cirurgia colorretal era a presenca de fezes
na luz do intestino grosso. (ALMEIDA, 2006; BEZERRA, 2010; CASTRO & LANDEIRA-
FERNANDEZ, 2010; GUENAGA, MATOS & WILLE-JBRGENSEN, 2012; LINS-NETO et
al., 2012).

Houve uma acentuada reducdo da morbi-mortalidade nessas cirurgias com a
introducdo, no inicio do século XX, de farmacos que tinham efeito direto nos micro-
organismos presentes na flora intestinal. A introdugdo dos antibidticos diminuiu as

complicacdes dessas cirurgias significativamente (HABR-GAMA et al., 1981).

Na literatura, o primeiro caso de anastomose por invaginacdo data do final do século
XIX, realizado por Sonnenburg, segundo Moore e Forrest-Hamilton (1954) porém sem
realizar relato do caso, onde foi descrita uma anastomose ileo-cdlica por invaginacgéo, porém
Maylard, em 1913, também praticou uma invaginacgdo ileo-colica na Escdcia. Na Alemanha,
em 1923, Goepel relatou a técnica de invaginacdo com sucesso. Posteriormente, Babcock
(1926) reproduziu gastrectomias parciais com invaginacao do estbmago sobre o duodeno.

Um modelo de anastomose colo-c6lica com invaginacdo das camadas submucosa-
mucosa do segmento proximal em sero-muscular distal em cées foi descrito pela primeira vez
por Luchesi (1987) através de estudo experimental em caes.

A técnica de invaginacdo de segmentos do aparelho digestorio também foi relatada
em anastomose es6fago-gastrica em esofagectomias para megaeséfago, por Aquino (1966).
Neste estudo, houve a descricdo da invaginacdo es6fago-esofagica, com mucosectomia e
conservacao da tinica muscular esofagica, obtendo resultados satisfatorios, mesmo com 22%

de fistulas, porém, sem nenhum 6bito.

Alguns anos depois, Décio et al. (2000) descreveram um estudo comparando
anastomose esdfago-gastrica em plano Gnico com anastomose por invaginagdo de submucosa

e mucosa com prévia exérese da camada muscular em ratos, e concluiram que as anastomoses
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por invaginagdo apresentaram menor incidéncia de complicagdes, configurando seguranga a

técnica.

Mais recentemente, Szucs et al. (2003) e Kanto et al. (2005), através de estudos
experimentais em caes, também descreveram seguranca e menores taxas de complicacdes em

anastomose colo-colica por essa técnica.

A anastomose intestinal colo-colica por invaginacdo intestinal foi um modelo
descrito, segundo os autores, com aplicabilidade, e torna-se um método alternativo de
anastomose, porém, ainda com muita dificuldade de aceitacdo pelos cirurgides por falta de
estudos, principalmente sobre a cicatrizagdo dessas anastomoses (SZUCS et al., 2003;
KANTO et al., 2005).

O processo inicial da cicatrizacdo de uma anastomose é a ativacdo plaquetéria e,
consequentemente, a formacdo de um coagulo de fibrina, havendo liberacdo de mediadores
quimicos da inflamacdo, seguindo-se as fases da cicatrizacdo, as quais se sobrepem umas as
outras: hemostasia / inflamacgéo, proliferacdo e maturacdo /remodelacdo (PAKSOQY et al.,
2001; MEDEIROS et al., 2004; GOES et al., 2005; BEZERRA, 2014). Havendo algum
desequilibrio ou alteracdo que modifique essas fases, podem ocorrer complicacdes que levam
ao aumento da morbidade nas anastomoses, esses eventos sd80 0s seguintes: presenca de
tensdo na anastomose, infeccdo, preparo intestinal pré-cirtrgico, tipo de sutura, tipo de fio
utilizado (reacdo inflamatéria local), estado de comorbidade dos pacientes (quimioterapia,
desnutricdo, sepse, baixa volemia). Dentre eles, o principal fator é a sepse intra-abdominal
(ALMEIDA, 2006; SERVIN et al., 2006; PAIGE & THERESE, 2009; BEZERRA et. al.,
2014).

Através de alguns marcadores histologicos, pode-se estudar histologicamente a
resposta cicatricial da anastomose colo-cdlica, tais como: a quantidade e o tipo de colageno, a
guantidade de neutréfilos existentes no sitio da anastomose, alteracbes gquantitativas da
mieloperoxidase, quantidade de 6xido nitrico e a presenca do edema e da vasoproliferacao,
sobretudo nos primeiros dias do pés-operatério (HESP et. al., 1984; MUNIREDDY,
KAVALUKAS & BARBUL, 2010; BEZERRA et. al, 2014).

O colageno é a proteina mais abundante nos mamiferos. Existem entre doze a
dezenove tipos diferentes no organismo humano, sendo que 0s mais importantes para a
cicatrizacdo das anastomoses sdo os Tipos: I, 1l e V. A sintese do colageno € realizada nos

fibroblastos, todavia observou-se que no trato gastrointestinal também sdo sintetizados por
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células musculares lisas com menor intensidade (RAVO, 1998; GONCALVES C.G., 2006,
MUNIREDDY, KAVALUKAS & BARBUL, 2010).

O colageno tipo | ¢ localizado em vérias partes do organismo, mais comumente nos
tenddes, no tecido conjuntivo frouxo comum, no tecido conjuntivo denso e nas cartilagens
fibrosas. Na ferida operatoria e no processo de cicatrizagdo, esse colageno é considerado
como coladgeno maduro. Ja o colageno tipo I11, mais encontrado nos musculos dos intestinos,
nos pulmdes, no figado, no Utero, no tecido de cicatrizacdo, com predominancia nos primeiros
dias da cicatrizacdo, é denominado colageno imaturo. Ha uma equacéo que determina o indice
de maturagdo do coldgeno (DA COSTA et. al., 2003; LEMOS et. al., 2004; BERNHARDT,
2008).

Ha uma diminuicéo da forca ténsil da anastomose nas primeiras quarenta e oito horas
do procedimento cirargico ndo complicado, pois ha um desequilibrio marcante na deposicéo e
degradacdo na matriz extracelular. O colageno tipo Il (fase inflamatéria) e tipo | (fase
proliferativa) predominam na matriz, nos primeiros dias do procedimento cirurgico (Grafico
1). (CRONIN, JACKSON & DUNPHY, 1968; GRAHAN et al., 1987; GONCALVES C.G.,
2006; SCHREINEMACHER et al., 2011).

Os neutréfilos sdo as células inflamatorias mais importantes da fase inflamatéria da
cicatrizacdo. Eles produzem a mieloperoxidase e sdo fortemente influenciaveis por alguns
fatores existentes nas anastomoses gastrointestinais, e ttm como principal agente a forca ténsil
empregada entre as bordas da anastomose. Quando existe tensdo nas bordas das feridas, existe
uma migracdo dessas células para a regido anastomotica, aumentando a producdo de
mieloperoxidase, diminuindo a forca ténsil, predispondo a deiscéncia pela sua capacidade de
protedlise. O aumento da mieloperoxidase age de forma inversa a possibilidade de
rompimento da anastomose e formagéo de deiscéncia ou fitulas (HOGSTROM, HAGLUND
& ZEDERFELDT, 1990; EINSERICH et al., 2002; SILVA, 2009, BEZERRA et al, 2014).

O o&xido nitrico é essencial nas fases inflamatérias da cicatrizacdo, em que ha trés
isoformas, as quais séo classificadas em constitutivas (duas) e induzidas (uma). A isoforma
induzida promove vasodilatacdo no local da anastomose, participando de forma direta nas
reacOes inflamatdrias ocorridas na cicatrizacdo do colon, além de ser um dos mediadores da
sintese do colageno. E produzida nos sitios anastométicos pelos macréfagos, ativada por
citocinas inflamatorias e por polissacarideos bacterianos atraves da estimulacdo do iNOS,
sendo também produzida em menor quantidade por fibroblastos, células endoteliais e
gueratocitos (BEGNAMI et al., 2004; ALMEIDA, 2006; BEZERRA et al, 2014).



19

A avaliacdo do edema na cicatrizacdo da anastomose torna-se importante como um
parametro indireto. Quanto maior o edema (principalmente nas primeiras fases da
cicatrizacdo), maior sera a resposta inflamatoria, ocorrendo maior formacéo de coldgeno com
menor qualidade e diminuicdo da forca ténsil, predispondo a complicacdes. Sua avaliacdo
histoldgica se faz por uma escala subjetiva de pontos (SOUSA, 1989; PRIOLLI et al., 2003;
BEZERRA et al, 2014).

A angiogénese (vasoproliferacdo) € um processo integrado e simultdneo com a
fibroplasia e a formacdo da matriz extracelular. Varios fatores levam a proliferacdo das
células endoteliais, derivando principalmente das plaquetas PGDF (fator de crescimento
derivado das plaquetas) e de células inflamatorias ativadas (EGF — fator de crescimento
epidermal, VEGF — fator de crescimento de endotélio vascular). Alguns fatores influenciam
de forma inversa a presenca da quantidade de novos vasos na anastomose, a exemplo: idade
avancada, ma nutricdo, Diabetes Mellitus e uso crénico de corticosterdides (MEDEIROS et
al., 2004; NOBREGA et al., 2007).

Na anastomose por invaginagcdo, como nas anastomoses por sutura, em um ou dois
planos, e nas demais anastomoses no trato digestorio, as alteragdes na cicatrizacdo do célon
no pés-operatorio tardio, no que diz respeito as alteracbes no edema, neo-vascularizacao,
colageno tipo 1 e 1ll, Oxido Nitrico, Mieloperoxidase, comprometem a integridade das
anastomoses, havendo aumento na possibilidade de complicagfes. A alteracdo em quaisquer
das etapas acima citadas modifica o processo cicatricial (SANTOS JR., 2004; ZMORA et al.
2005; INOMATA, 2005; BEZERRA et al, 2014).

Os cirurgides estdo sempre a procura de métodos de aperfeicoamento das
anastomoses intestinais com o objetivo de reduzir as taxas de complicagdo, como por
exemplo, o uso de materiais de sutura, que provocam menos reacdes inflamatorias;
dispositivos mecanicos como grampeadores, e anéis biofragmentaveis, até mesmo novas
técnicas de anastomose intestinal. Muitas dessas inovagfes tecnoldgicas representaram
reducdo significativa das taxas de deiscéncias anastomoticas. Mas, apesar de todos 0s avangos
nessa area, continua sendo ainda um importante fator associado a mortalidade p6s-operatéria

em cirurgia colorretal.

Associado a necessidades de situacOes que pode ser util a anastomose por
invaginacdo devido a falta de material mecanico disponivel ou pela posi¢cdo anatdmica que

impossibilita a anastomose termino-termnal.
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2 OBJETIVO

Avaliacdo inflamatoria e cicatricial da anastomose colo-célica por invaginacao
término-terminal comparado a sutura manual continua com fio de polipropileno 000 em plano

Unico em caes.
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3 MATERIAL E METODO

O experimento obedeceu aos principios éticos da legislacéo brasileira e ao Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal, sendo aprovado pelo Comité de Etica de Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade Integral Diferencial (FACID), com o nimero de protocolo
08/12.

3.1 Amostra

Foram utilizados 60 (sessenta) cdes mesticos (Canis familiares), fémeas, com peso
corporal entre 8,0 e 19,5 Kg. Os animais, clinicamente sadios, foram oriundos do canil da
Prefeitura Municipal de Teresina, Piaui. Eles ficaram mantidos em quarentena por 15 dias no
biotério de uma clinica veterinaria privada, conveniada com a Faculdade de Ciéncias Médicas

da Universidade Estadual do Piaui.

Os animais permaneceram em canis individuais e foram submetidos a vacinagédo
antirrabica e a exames clinicos, observados de perto por um professor médico veterinario, que

também acompanhou a realizacdo dos procedimentos cirdrgicos.

Apbs o periodo de quarentena, os animais foram randomizados utilizando-se o

programa Microsoft Excel®, e distribuidos em dois grupos de 30 animais:

e Grupo | (controle) — animais submetidos a anastomose célo-célica término-

terminal, com sutura continua em plano Unico com fio de polipropileno 000;

e Grupo Il (estudo) — animais submetidos a anastomose cdélo-colica término-
terminal, em invaginacdo, com segmento proximal no limen do distal, utilizando 4 pontos de

fixagdo com polipropileno 000.

Em cada grupo, praticou-se a eutanasia de todos os animais apds o procedimento.
Dos 30 (trinta) animais em cada grupo, 10 (dez) foram submetidos a eutanasia no sétimo dia

de pds-operatorio, e 0s demais, 20 (vinte), no vigésimo primeiro dia de pos-operatorio.

3.2 Material Cirurgico

3.2.1.Mesa Ciruargica: Mesa de aco inoxidavel, tipo veterinaria, com hastes de metal para

contengéo dos animais, medindo 1,5 m de comprimento por 0,6 m de largura.
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3.2.2. Balancga:

Balanca veterinaria da marca Fillizola® com capacidade para até 110 Kg.

3.2.3. Anestésicos e drogas utilizados durante o procedimento:

Para a antibioticoprofilaxia, utilizou-se Penicilina (40.000U/Kg IM) e Metronidazol
(30mg/Kg IV). Para a analgesia, usou-se o Tramadol (2mg/Kg IM). A anestesia foi realizada
com Propofol (5mg/Kg IV, lento) e Isoflurano inalatério. Para o procedimento da eutanasia,

administrou-se o Cloridrato de Cetamina (50 mg/ml) e o Cloreto de Potassio a 20%.

3.2.4. Caixa de laparotomia:

Material cirdrgico utilizado em cirurgias colo-retais.

3.3. Preparo pré-operatério

Todos os animais foram mantidos em canis separados, com alimentacdo padrédo (300
a 500g de racdo Purina® para cdes adultos, por dia, assim como agua a vontade) até a véspera
do procedimento. Submetidos a um preparo intestinal, iniciado na manhd do dia anterior,
utilizando a administracdo de 100ml de solucédo glicerinada a 12%, via retal, através de sonda
retal de 14 Fr, de 8/8 horas. Nesse dia, receberam somente dieta liquida, sem residuos. Os
animais foram encaminhados para o centro cirlrgico apds obedecerem a um jejum pré-

operatorio de 10 horas.

3.4. Preparo anestésico e peri-operatério

Os animais foram encaminhados ao laboratorio de cirurgia experimental da mesma
instituicdo, onde se administrou a antibioticoprofilaxia com Penicilina (40.000U/Kg IM) e o
Metronidazol (30mg/Kg 1V) no momento do ato anestésico, mantendo-o de 12/12 horas; a
Penicilina, de 6/6 horas durante as primeiras 24hs ap6s o procedimento, e 0 Meloxicam
(0,2mg/Kg SC), de 12/12 horas durante 3 dias.

No pré-operatdrio, foi administrado o Tramadol (2mg/Kg IM), o qual foi mantido de
4/4 horas nas primeiras 24hs de pds-operatorio. Os animais foram anestesiados com Propofol
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(5mg/Kg 1V, lento) seguida da entubacdo orotraqueal, depois colocados em ventilacdo
mecanica com isoflurano, em circuito semi-fechado.

Apds a anestesia, fez-se 0 togque retal em todos os animais, classificando o preparo
intestinal deles segundo a proposta de O’Dweyr et al., (1989), conforme tabela 1.

A avaliacéo do preparo intestinal pelo toque retal foi confirmada ap6s abertura do
célon durante o procedimento.

Tabela 1 - Classificagdo do preparo intestinal proposta por O’Dweyr (1989)

Grau Descricdo

4 Excelente auséncia de fezes

3 Bom minimo de residuo fecal
2 Razoavel fezes liquidas
1

Sujo fezes solidas

Fonte: O’Dweyer et al (1989).

Os animais foram posicionados em decubito dorsal, fixados a mesa com corddo de
algoddo e realizada a tricotomia, seguida de antissepsia com iodo povidine degermante e,

posteriormente, povidine tdpico. Colocacdo de campos estéreis. (Figura 1).

Figura 1 - Posicionamento do animal para o procedimento cirtrgico
Animal 4 do grupo estudo.
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3.5. Procedimento cirargico

Realizou-se a laparotomia com incisdo mediana, trans-umbilical, com
aproximadamente 12 cm de extensdo, através de diérese da pele, tecido celular subcutaneo,
aponeurose, peritonio. Fez-se a inspecdo da cavidade abdominal em busca de enfermidades
hematogénicas e ginecoldgicas.

O colon descendente foi inicialmente identificado a 20cm da margem anal,

apreendido por clampe intestinal reto (Figura 2).

Figura 2 - Identificacdo do colon descendente. Animal 4 do grupo estudo.

O mesocolon foi dissecado em direcdo a sua raiz por 3cm de extensdo no qual se fez
uma colotomia transversa linear com tesoura. Foi realizada uma anastomose com sutura
continua em plano Unico com fio de polipropileno 000 (Grupo ). lustrada na figura 3 e 4.

Nos animais do Grupo Il, o coto proximal foi invaginado (aproximadamente 3 cm
apos disseccdo do mesocolon preservando a artéria marginal) no Iimen do coto distal e fixado
com quatro pontos cardinais com fio de polipropileno 000 envolvendo todos os planos

intestinais (figuras 5).

e\
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Figura 3 - Disseccao do mesocdlon e preparo para invaginagao.
Animal 4 do grupo estudo.

Figura 4 - Sutura em plano Unico continuo no animal 17 do
grupo controle.

Figura 5 - Aspecto final da invaginagdo do coto proximal.
Animal 4 do grupo estudo.

A aponeurose abdominal foi suturada com fio de polipropileno 000 em sutura

continua, em plano Unico, e a pele com nylon 0000 com pontos separados.
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3.6. Pds-operatorio

Ap0s o procedimento cirdrgico, 0s animais voltaram ao biotério e foram submetidos
a avaliacdo clinica diaria e a dieta a base de racdo, e agua foi instituida assim que ocorreu a

evacuacao.

Os animais seguiram no biotério em canis individuais e foram novamente
laparotomizados no laboratério mediante anestesia geral, avaliando-se a integridade das
anastomoses. Em seguida, procedeu-se a uma colectomia segmentar, ou seja, retirou-se o
segmento do colén que envolvia a anastomose, de aproximadamente 6¢cm, cerca de 3cm

proximais e distais. Esse segmento do cdlon foi encaminhado para anélise histoldgica.

Foi praticada a eutanasia com cloreto de potassio 20% IV em todos os animais de
ambos os grupos, no final do procedimento, sob anestesia geral. De modo que ndo houve
sofrimento para estes exemplares. Tal procedimento foi realizado nos animais dos dois

grupos, | e Il, em dois periodos: no 7° e 21° dia de pds-operatorio.

3.7. Parametros avaliados

3.7.1 Peso do animal

Medido através de balanca veterinaria.
3.7.2 Evolucéo clinica

Foi observada a evolucao clinica dos animais de ambos 0s grupos até a eutanasia (n-
10) durante os primeiros 7 dias, e os demais (n-20) nos 21 dias. Percebeu-se interacdo com 0
meio ambiente, o inicio da dieta, deambulacdo, primeira evacuacdo e aspecto da ferida
operatoria.

3.7.3. Avaliacéo da cavidade abdominal nos 7° e 21° dia de pds-operatorio:

Realizou-se nova laparotomia com eutanasia dos animais no 7° e 21° dia de poés-

operatorio. No inventario da cavidade abdominal foram inspecionadas: a regido da
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anastomose, as aderéncias intestinais, as fistulas e as aderéncias. As aderéncias intestinais
foram visualizadas e classificadas macroscopicamente de acordo com Knightly et al., (1962),

descritas na tabela 2.

3.7.4. Avaliacdo Macroscépica da cavidade Abdominal:

Verificou-se na segunda abordagem da cavidade abdominal para retirada da peca cirurgia:
Presenca do indice de aderéncias, segundo KNIGTHLY (1962), auséncia de fistulas entre alcas,

Apos verificacdo desses parametros, procedeu-se abertura das pecas ndo havendo estenose em

qualquer caso de ambos 0s grupos.

Tabela 2 - indice de Aderéncias de Knigthly (1962).

Grau Descricéo

0 Auséncia de aderéncia

1 Aderéncia Unica e facilmente separavel

2 Aderéncias em pequena extensdo e que se rompem com pequena tragdo
3 Aderéncias viscerais extensas que se estendem até a parede

4 Aderéncias numerosas, extensas e densas que envolvem o mesentério,

intestino, omento e parede abdominal

Fonte: Knightly et al (1962).
3.7.5. Avaliagdo histologica

Os segmentos colicos que continham a anastomose foram encaminhados para
avaliacdo histoldgica. Esses segmentos foram incisados no sentido longitudinal na borda anti-
mesentérica, a seguir, fixadas com formol a 10% e encaminhadas para estudo histoldgico.
Ap0s a microtomia a 4um de espessura, os cortes histolégicos foram corados pelo método de

hematoxilina e eosina, conforme a rotina do laboratério de patologia LAPAC.

A avaliacdo da cicatrizacdo do segmento colico foi realizada pela microscopia de luz,
por patologista experiente. Nessas laminas foi avaliada a proliferacdo vascular e o edema,
quantificado em quatro niveis: ausente(0), leve(1), moderado(2) e intenso(3), segundo

classificacdo de Sousa (1989).

Na confecgdo das laminas para estudo do colageno tipo I e I11, obedeceu-se & mesma
técnica descrita para a coloracdo com Hematoxilina-Eosina descrita anteriormente. Apoés

microtomia a 4um de espessura, 0s cortes foram submetidos a coloragdo de picosirius-red,
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para identificacdo dos colagenos maduro (tipo 1) e imaturo (tipo IIl1), por técnica de
microscopia com luz polarizada e analise morfométrica computadorizada. Os cortes
histologicos foram avaliados por meio de microscopio éptico da marca Olympus, em aumento
de 400 vezes, em que se utilizou fonte de luz polarizada. As imagens foram captadas por
camera Samsung, transmitidas ao monitor colorido AOC, no qual se fez a anélise das imagens
por meio de aplicativo (sistema de analise morfométrica) para Windows em computador com
processador Intel dual Core. A calibracdo do sistema foi realizada com base na densidade
Optica dos pontos de resolucdo (pixels). No sistema RGB (Red, Green, Blue), foram
considerados valores para os varios tons de vermelho, amarelo e laranja (colageno tipo 1) e
para os varios tons de verde (colégeno tipo IIl). As laminas foram avaliadas nas mesmas

condicdes de regulagem, dentro de parametros exigidos pelo aplicativo.

Nos cortes histoldgicos, determinou-se o campo microscopico sobre a anastomose, onde
se obteve a medida, em porcentagem, de trés areas distintas dos campos (superior, média e
inferior). Em cada uma delas, calculou-se o percentual da area ocupada pelas fibras dos
colagenos, em relacdo a area total examinada. Considerou-se como medida da porcentagem de
fibras colagenas a média de 6 fotos (areas superior, média e inferior). Apds a média de ambos 0s
colagenos (1 e 1), calculou-se o Indice de Maturacio do Colageno pela formula a seguir:
IMaC = % Colageno Tipo | (maduro) / % Coléageno Tipo Il (imaturo) (LEMOS, 2014).

3.7.6. Avaliacdo imunohistoquimica

Foram utilizados anticorpos monoclonais para identificar o0s antigenos
mieloperoxidase e do Oxido Nitrico Sintase Induzida (iNOS). Os anticorpos s&o 0s seguintes:
mieloperoxidase, monoclonal, com o clone MPO-7, na diluicdo 1:5000 (DAKO Corporation,
Dakopatts, Carpinteria, USA) e com o do Oxido Nitrico induzido, policlonal, na diluicdo
1:100 (Spring Bioscience Corporation, USA). Os cortes histoldgicos foram desparafinados em
banho de xilol a temperatura de 110°C e banhos subsequentes a temperatura ambiente.

Ap0s esse processo, os cortes foram imersos em alcool etilico nas concentracfes de
100%, 80% e 50%, sequencial e posteriormente, lavados em agua corrente destilada. A
atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada em trés banhos de H,O, a 10 volumes,
durante trés minutos, seguida de lavagem em solugéo salina tamponada com fosfato, pH 7,4 a
7,6 (PBS).
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Para a recuperagdo antigénica, ou seja, a quebra das ligagOes entre 0s grupos amino
das proteinas e o consequente resgate do sitio antigénico, encoberto pela acédo do formol e da
proteina sobre o tecido, foi utilizada panela a vapor T-fall®, com o objetivo de desmascarar
antigenos. As laminas foram colocadas em tampao citrato de sodio pH 6,0 durante 30 minutos
a 95° C, e apds esse periodo de tempo, foi submetida a resfriamento por 20 minutos, lavadas
em agua corrente e colocadas em tampdo PBS, em seguida foram incubadas com anticorpo

primario especifico “overnight” a 4°C.

Ap0s a incubacdo, as laminas foram submetidas a trés lavagens em PBS, secadas e
incubadas com “Em Vision TM System (DAKO, cdd K 1491)” por 1 hora, a 37° C. Mais uma
vez, as laminas foram lavadas em &gua corrente, dgua destilada e contracoradas com
hematoxilina de Mayer por 30 segundos. Os cortes foram embebidos em alcool a 100% em
xilol, para desidratacdo, em seguida colocados em laminulas de resina Entellan (MERCK,
Cdd. 1.07961.0100). Ainda, usou-se tecido de pulmao e de amigdalas para o controle positivo
de Oxido Nitrico Sintase induzida e mieloperoxidase, respectivamente. Assim, classificou-se
como ausente (0), leve (1), moderada (2) e intensa (3) a presenca do Oxido Nitrico Sintase
induzida (iNOS).

3.8. Analise estatistica

Foram avaliadas as variaveis: peso, aderéncias abdominais, edema, vasoproliferacéo,
colageno tipo 1, colageno tipo Ill, mieloperoxidase e éxido nitrico. Os grupos estudo e
controle foram comparados entre si, assim como cada grupo foram comparados entre 0s
periodo de eutanasia, para cada um dos parametros informados pelo teste t Student para
amostras ndo pareadas, para dados paramétricos, e Mann-Whitney test para dados ndo
paramétricos em ambas as datas de eutanasia. Este procedimento possibilita inferir se as
diferencas observadas nos valores das variaveis sdo consequéncia da variabilidade natural dos
sistemas bioldgicos (diferenca estatisticamente ndo significante) ou se a intervencdo realizada
produziu um efeito de diferenciagédo entre os grupos o qual extrapola a variabilidade ao acaso

dos sistemas biologicos (diferenca estatisticamente significante).

O intervalo de confianca adotado foi de 95% (p<0,05), logo, ao realizarem-se 0s

testes de comparacdo das variaveis, o resultado é sempre sumarizado no valor estatistico “p

(significancia). O valor precisa ser menor que 0,05 para que uma diferenca seja considerada
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estatisticamente significativa. Os dados foram analisados no programa estatistico GraphPad
Prism® 5.0.

4. RESULTADOS

4.1. Peso dos animais

O peso dos animais do Grupo Controle variou entre 7,4 kg a 13,30 kg naqueles
submetidos a eutanasia no 7° DPO, com mediana de 10,86 kg; nos animais do mesmo Grupo
submetidos a eutanasia no 21° DPO, o peso variou entre 7,90 Kg a 16,30 Kg, com mediana
11,86 Kg. No Grupo Estudo, os animais submetidos a eutanasia no 7° DPO, o peso variou
entre 7,00 Kg e 14,30 Kg, apresentando mediana igual a 9,98 Kg. Nos animais desse Grupo
em que se realizou a eutanasia no 21° DPO, o peso variou entre 9,00 Kg e 17,00 Kg,
apresentando mediana de 11,55 Kg, ndo havendo diferenca significante entre o peso dos
Grupos Controle e Estudo no 7° DPO (Figura 6) e no 21° DPO (Figura 7), p =0,4133 e p =
0,7176, respectivamente.

Ao se realizar o estudo comparativo entre o peso dos animais em ambos 0S grupos, nas
diferentes datas de eutanasia, ndo houve diferencas significantes, sendo utilizado o test t
Student, p= 0,305 e p=0,143 ( Figuras 8 e 9).
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Figura 6 - Mediana do peso em Kg dos animais do Grupo Controle e do Grupo Estudo — eutanasia
realizada no 7° DPO.
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Figura 7 - Mediana do peso em Kg dos animais do Grupo Controle e do Grupo Estudo — eutanasias
realizadas no 21° DPO.
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Figura 8 - Mediana do peso em Kg dos animais do Grupo Controle — eutanasias realizadas no 7° e 21°
DPO, respectivamente.
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Figura 9 - Mediana do peso em Kg dos animais do Grupo Estudo — eutanasias realizadas no 7° e 21°

4.2. Evolucdo clinica

Todos os cdes, de ambos os grupos, apresentaram evolucdo clinica satisfatoria,
deambulando precocemente e aceitando bem a dieta por via oral, porém, a dieta s6 foi
liberada quando se observou a primeira evacuacdo, que ocorreu nas primeiras 24 horas de
poOs-operatério, em ambos 0s Grupos. Os animais dos referidos Grupos ndo apresentaram
distensdo abdominal, diarreia, nduseas ou vomitos, ou quaisquer outros sinais clinicos que

indicassem sofrimento.

Todos os animais evoluiram satisfatoriamente, ndo ocorrendo nenhum obito. Foi
observado apenas um caso com deiscéncia da ferida operatoria em um animal do grupo

Estudo, sendo abordado novamente com ressutura da parede.

4.3. Avaliacéo das aderéncias

Ao se analisar o indice das aderéncias entre os Grupos Controle e Estudo, no 7° e no
21° DPO, utilizando-se o Mann-Whitney test, ndo houve diferenca significante, com p =
0,7383 e p = 0,5685, respectivamente (Figuras 10 e 11), porém, ao se realizar a analise nos

animais dos Grupos Controle e Estudo, nas diferentes datas de pds-operatorio, sétimo e
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vigésimo primeiro DPO, houve diferenca significante, com p = 0,0309 e p < 0,0001 (Graficos

12 e 13), respectivamente em ambos 0s grupos.

60+

40-

204

Frequéncias (%)

0 0

AUSENCIA GRAU 1

p=0,7383

ADERENCIA CONTROLE
ADERENCIA ESTUDO

Figura 10 - indice das aderéncias existentes entre os animais dos Grupos Controle e Estudo —

eutandsia realizada no 7° DPO.
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Figurall - indice das aderéncias abdominais existentes entre os animais dos Grupos Controle e

Estudo — eutandsia realizada no 21° DPO.
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Figural2 - indice das aderéncias abdominais existentes entre os animais do Grupo Controle —
eutanasias realizadas no 7° e 21° DPO.
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Figura 13 - Frequéncia das aderéncias abdominais existentes entre os animais do Grupo Estudo —
eutanasias realizadas no 7° e 21° DPO.



Figura 14 — Aderéncias tipo |
Animal 5 do grupo controle

Figura 15 — Aderéncias Grau Il
Animal 8 do grupo controle

Figura 16 — Aderéncias Grau |11
Animal 12 do grupo controle
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Figura 17 - Aderéncias Grau IV
Animal 11 do grupo controle

4.4, Edema das anastomoses

Ao se analisar a Intensidade de edema nos animais do Grupo Controle e Estudo, no
7° e 21° DPO, utilizando-se o Mann-Whitney test, ndo houve diferencas significantes entre
eles, que apresentaram p = 0,3006 e p = 0,7990, respectivamente (Figuras 18 e 19). Houve
uma diferenca estatisticamente significante quando se comparou o edema entre o 7° e 21°
DPO, entre os animais do mesmo grupo, observando-se maior edema nas anastomoses dos
animais do 7° DPO, com p = 0,0468 (Figura 20), assim como no grupo Estudo p=0,010
(Figura 21).
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Figura 18 - Intensidade do edema nas anastomoses colo-célicas entre os animais dos Grupos Controle
e Estudo — eutanasia realizada no 7° DPO.
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Figura 19 - Intensidade do edema nas anastomoses colo-c6licas entre os animais dos Grupos Controle
e Estudo — eutanésia realizada no 21° DPO.
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Figura 20 — Intensidade do edema nas anastomoses colo-célicas entre os animais do grupo Controle —
eutanasias realizadas no 7° e 21° DPO.
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Figura 21 - Intensidade do edema nas anastomoses colo-colicas entre os animais do Grupo Estudo —
eutanasias realizadas no 7° e 21° DPO.

Figura 22 - Edema moderado no animal n°® 5 do Grupo Estudo

4.5. Vasoproliferagéo

Nos animais dos Grupos Controle e Estudo, utilizando-se o Mann-Whitney test, ndo
houve diferencas significantes entre a vasoproliferacdo quando a eutanasia foi relizada no 7° e
21° dia, com p = 0,119 e p = 0,075, respectivamente (Figuras 23 e 24), ndo havendo diferenca
significante ao se comparar 0s grupos controle nas datas de eutanasia no 7° e 21° , com
p=0,234 (Figura 25). Houve diferenca estatistica no grupo Estudo p=0,016 ( Figura
26).
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Figura 23 - Frequéncia da vasoproliferacdo nas anastomoses colo-colicas entre os animais dos Grupos
Controle e Estudo — eutanasia realizada no 7° DPO.
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Figura 24 - Frequéncia da vasoproliferacdo nas anastomoses entre os animais dos Grupos Controle e
Estudo — eutanasia realizada no 21° DPO.
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Figura 26 - Frequéncia da vasoproliferacdo nas anastomoses entre 0s animais do Grupo Estudo —
eutanasias realizadas no 7° e 21° DPO.
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Figura 27 - .Vasoproliferacdo Intensa.
Animal 4 do grupo estudo.

4.6. Colageno tipo |

Em relacdo aos animais do Grupo Controle e Estudo avaliados em relacdo ao
colageno I, no 7° e 21° DPO, ndo se observou diferenca estatistica, utilizando-se o test t
Student, apresentando p = 0,4591 e p = 0,3357 (Figuras 28 e 29), respectivamente. Contudo
quando se comparou 0s animais do grupo controle e estudo em datas diferentes de Eutanasia
ndo houve diferenca estatistica significante com um p= 0,335 e p=0,198, respectivamente
(Figuras 30 e 31).

80+
NE - 50,78 '
E = = COLAGENO | CONTROLE
g o E@ COLAGENO | ESTUDO
& a0
3 o
(] I:I
'c --
3o B
< o
5 - =t e

p=0,2905

Figura 28 - Niveis de colageno tipo | encontrados na &rea anastomética dos animais dos Grupos
Controle e Estudo — eutanasia realizada no 7° DPO.
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Figura 29 - Niveis de colageno tipo | encontrados na area anastomdtica dos animais dos Grupos
Controle e Estudo — eutanasia realizada no 21° DPO.
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Figura 30 - Niveis de colageno tipo | encontrados na area anastomdtica nos animais do Grupo
Controle — eutanésias realizadas no 7° e 21° DPO.
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Figura 31 - Niveis de colageno tipo I encontrados na area anastomética nos animais do Grupo Estudo
— eutanésias realizadas no 7° e 21° DPO.

4.7. Colageno tipo Il

Comparando-se os animais dos Grupos Controle e Estudo, utilizando-se o test t
Student, em relagdo ao Colageno tipo Ill, nos dias 7° e 21° de pos-operatorio, ndo se
evidenciou diferenca estatistica significante, com p = 0,2166 e p = 0,2712, respectivamente
(Figuras 32 e 33). Avaliando-se o colageno do grupo controle no 7° e 21° DPO, ndo se
evidenciou diferenca estatistica significante com p=0,216, porém no grupo estudo ocorre
diferenga estatistica significante com predominio do colageno Il no 7° DPO com um

p=0,003, ( Figuras 34 e 35).
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Figura 32 - Niveis de colageno tipo Il encontrados na area de anastomose nos animais dos Grupos
Controle e Estudo — eutandsia realizada no 7° DPO.
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Figura 33 - Niveis de colageno tipo Il encontrados na area de anastomose nos animais dos Grupos
Controle e Estudo — eutanasia realizada no 21° DPO.
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Figura 34 - Niveis de colageno tipo Il encontrados na area de anastomose nos animais do Grupo
Controle — eutanésias realizadas no7° e 21° DPO.
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Figura 35 - Niveis de colageno tipo Il encontrados na area de anastomose nos animais do Grupo
Estudo — eutanasias realizadas no 7° e 21° DPO.

4.8. Oxido nitrico

Observou-se a presenca de Oxido Nitrico nas anastomoses de ambos 0s Grupos, no 7°

e 21° DPO, sendo qualificados em ausente, leve, moderado e intenso. N&o houve diferenca

significante entre o INOS, utilizando o0 Mann-Whitney test nos Grupos Controle e Estudo, no 7°

e 21° DPO, com p = 0,3980 e p = 0,4796, respectivamente (Figuras 36 e 37 ). Comparando-se 0

Oxido nitrico no grupo controle nos dia 7 e 21° de eutanésia, ndo houve diferenca estatistica
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significante p=0,479 (Figura 38). Porém ocorre diferenca significante no grupo estudoentre 0 0 7°
e 21° DPO, P=0,008 (Figura 39).
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Figura 36 - Distribuicdo da Frequéncia dos animais nos Grupos Controle e Estudo, na éarea
anastomotica colo-célica em relagdo ao iINOS — eutanasia realizada no 7° DPO.
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Figura 37 - Distribuicdo da Frequéncia nos animais dos Grupos Controle e Estudo, na area da
anastomose colo-colica em relagdo ao iINOS — eutanasia realizada no 21° DPO.
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Figura 38 - Distribui¢do da Frequéncia nos animais do Grupo Controle, na area da anastomose colo-
célica em relagdo ao iINOS — eutanasias realizadas no 7° e 21° DPO.
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Figura 39 - Distribui¢do da Frequéncia nos animais do Grupo Estudo, na &rea da anastomose colo-
célica em relagdo ao iINOS — eutanasias realizadas no 7° e 21° DPO.
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Figura 40 - iNOS,Intensa atividade, animal 20 do Grupo Estudo.

4.9. Mieloperoxidase

Nos animais dos Grupos Controle e Estudo, nos 7° e 21° DPO, ndo se evidenciou
diferenca significante da mieloperoxidase existente na anastomose célica, utilizando-se o test
t Student, com p = 0,580 e p = 0,755, respectivamente (Figuras 41 e 42).Porém comparando a
mieloperoxidase nos animais eutanasiados, de ambos 0s grupos, houve diferenca estatistica

significante com um p<0,001 em ambos ( Figuras 43 e 44)
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Figura 41 - Niveis de atividade de mieloperoxidase nas anastomoses dos animais dos Grupos Controle
e Estudo — eutanasia realizada no 7° DPO.
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Figura 42 - Niveis de atividade de mieloperoxidase na anastomose dos animais dos Grupos Controle e
Estudo — eutanésia realizada no 21° DPO.
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Figura 43 — Niveis de atividade de mieloperoxidase na anastomose dos animais do Grupo Controle —
eutanasia realizada no 7° e 21° DPO.
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Figura 44 - Niveis de atividade de mieloperoxidase na anastomose dos animais do Grupo Estudo —
eutandsia realizada no 7° e 21° DPO.

Figura 45 - Mieloperoxidase intensa animal n°® 10 do Grupo Controle.
Fonte: Elaborado pelo autor (2015).
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5. DISCUSSAO

Tendo em vista a semelhanca do célon dos cdes com o dos humanos. Utilizaram-se
esses animais para realizar o procedimento experimental da cicatrizacdo da anastomose por
invaginacdo colo-colica. Desenvolvendo-se nova técnica cirdrgica. Nesse sentido, as
similaridades se referem a anatomia pélvica (REGADAS et al., 2005), que apresenta,
proporcionalmente o mesmo tamanho, permitindo facilidade de manuseio; as alcas intestinais
(dimensdes da parede das alcas e do epiplon); a microflora intestinal; ao suprimento
sanguineo, e as relagdes anatdmicas do cdlon descendente, que igualmente sdo semelhantes
em cdes e humanos (O’ DWEYR et al., 1989).

Os animais apresentaram pequena variacdo com relacdo ao peso entre os Grupos

Controle e Estudo, porém, sem diferenca estatistica significante (p>0,05).

H& muita discussdo sobre como realizar uma anastomose colo-cdlica, existindo
varias maneiras: em plano Unico ou em dois planos, por sutura continua ou com pontos
separados, e ainda, qual o melhor fio a ser utilizado. Neste trabalho, fez-se uso da técnica de
intursep¢do, que consiste na anastomose por invaginacao colo-colica submucosa-mucosa do

segmento proximal em sero-muscular distal de cées, desenvolvida por LUCHESI, 1987.

Neste estudo, optou-se por uma sutura tipo continua, em plano Unico e extra-mucoso
para a confeccdo da anastomose cdlica, em todos os animais do Grupo | (Controle). Este
método é simples, rapido e econdmico, por promover impermeabilidade e pouca reacéo
inflamatdria tecidual, sendo tdo seguro quanto a sutura com pontos separados (REGADAS et
al., 1990; FIGUEIREDO, 2007).

Nos animais do Grupo Il (Estudo), foi confeccionada a anastomose com invaginagao
de aproximadamente 3 cm de segmento proximal sem o respectivo mesocolon, porém
preservando os vasos marginais, no limen do coto distal e fixados com 4 pontos cardinais
com fio de polipropileno 3.0, com agulha gastro-intestinal, que abrangia todas as camadas das
paredes de ambas as alcas. Optou-se por esse sentido da invaginacao para obedecer a direcao
do peristaltismo c6lico e diminuir a possibilidade de extravasamento, ja& que 0 segmento

invaginado pode servir como uma protecao.

Os fios monofilamentares sdo preferiveis aos multifilamentares, pois esses ultimos
podem favorecer o surgimento de infeccbes pelo crescimento de bactérias entre seus
filamentos, acentuando a reacdo inflamatéria (TORRES NETO et al., 2007). O fio escolhido
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foi o polipropileno, pela menor reacdo inflamatoria local desencadeada por esse composto
(REGADAS et al.1990; BEZERRA et al. 2014), pois além de ser um fio monofilamentar,
diminui a possibilidade de adesao bacteriana, reduzindo, assim, o indice de infec¢do na zona

anastomotica.

O periodo de estudo da cicatrizacdo das anastomoses no 7° e 21° dia do pOs-
operatério justificou-se devido a diferenca dos niveis de coldgeno, inicio do processo
inflamatdrio e final do periodo cicatricial, respectivamente (MUNIREDDY, KAVALUKAS
& BARBUL, 2010). Para avaliacdo do processo de cicatrizacdo e demais processos
inflamatorios que ocorrem na cicatrizacdo dos tipos de anastomoses (Grupos Controle e
Estudo), utilizaram-se os seguintes parametros para a execucao do estudo: edema no local da
anastomose, Vvasoproliferacdo, aderéncias abdominais, colageno tipo | e tipo llI,
mieloperoxidase, Oxido nitrico sintase induzida, todos envolvidos nos processos
inflamatorios, cicatriciais iniciais e finais da anastomose célica (HESP et al., 1984;
JONSSON, JIBORN & ZEDERFELDT, 1985; RAVO et al., 1988).

O primeiro parametro inflamatério analisado foi o edema anastomdtico. Ao se
avaliar a distribuicdo da frequéncia do edema nas anastomoses dos dois grupos (Controle e
Estudo), verificou-se ndo haver diferencga estatistica significante entre os animais dos dois
grupos, nos quais se realizou eutanasia no 7° e 21° DPO. Dessa forma, observou-se que 0 grau
do edema determinado nos animais do grupo Estudo é equivalente aqueles dos animais do
grupo Controle, e que a inflamacdo medida por este parametro foi igual quando se
compararam as duas técnicas de anastomose. A maior parte dos animais de ambos os Grupos
apresentou-se com edema ausente ou leve no 7° DPO, porém, no 21° DPO ficou menos
evidente, conforme De Goes et al. (2005), que demonstraram a presenca mais efetiva do
edema até 0 14° DPO (PRIOLLI et al., 2003).

O segundo parédmetro inflamatorio avaliado foi a vasoproliferacdo. Quando se
compararam os dois grupos, Controle e Estudo, tanto no 7° e 21° DPO, ndo houve diferencas
significantes em ambas as datas, porém ocorre diferenca estatistica significante entre os
animais em datas diferentes de eutahasia. Segundo Medeiros et al. (2004), quanto maior a
vascularizagdo, maior a viabilidade das anastomoses. Logo, pode-se dessumir que 0 processo
de vascularizacdo na cicatrizacdo da técnica de invaginacdo ndo foi comprometido quando

comparado com a sutura continua em conformidade com BEZERRA et al. 2014.

A intensidade das aderéncias € medida indireta da presenca de complicacGes

anastomdticas e, por consequéncia, também medida indireta na cicatrizacdo das anastomoses.
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O grau de aderéncias € diretamente proporcional aos processos inflamatérios no local das
anastomoses, pois, quanto maior a inflamagdo na serosa intestinal, maior sera a “migragdo” e
adesdo de epiplon e de estruturas vizinhas da zona anastomotica, na tentativa de promover
uma barreira fisica a este processo inflamatorio que se instalou. No presente estudo, foi
utilizado o pardmetro indice de aderéncias de Knigthly (KNIGTHLY et al., 1962). Os valores,
nesse caso. Nao foi observada diferenca estatisticamente significante no que se refere a
formacgdo de aderéncias quando se compararam as duas técnicas de anastomose entre oS
grupos nas diferentes datas de eutanasia. Este achado define que o grau de aderéncia dos
animais do Grupo Estudo € equivalente aquele dos animais do Grupo Controle e que este
parametro ndo sofreu intensificacdo em funcdo das diferentes técnicas. Esse dado corrobora o
que ja era afirmado por Moore et al. (1953), onde se acreditava que a anastomose com
invaginacdo do coto proximal no Iimen do coto distal ndo alteraria a contaminagdo do
peritdnio e dos tecidos perianastomoticos. Adicionalmente, se observou reducéo gradativa nas
aderéncias comparando-se 0s animais no 7° e 14° DPO.

Foi avaliada como parametro direto a intensidade dada cicatrizacdo a quantificacéo
do colageno tipo 1 e tipo I11. Quando se comparou a quantidade de colageno tipo | e tipo 111 no
sitio da anastomose, em ambos 0s grupos, ndo foi observada diferenca estatistica entre as duas
técnicas estudadas tanto no 7° quanto no 21° DPO. Através desse dado, pode-se inferir que a
deposicdo de colageno na técnica por invaginacdo mostrou-se tdo igual quanto a técnica de
sutura continua (BEZERRA et al., 2014),

Na analise imuno-histoquimica foram utilizados dois marcadores, o Oxido nitrico e a
mieloperoxidase. O Oxido Nitrico Sintase Induzida (iNOS), identificado através de imuno-
histoquimica, pode ser encontrado elevado no interior dos macréfagos até por 1 més apds o
procedimento cirdrgico inicial, como demonstrado por Puttini (2006). O 6xido nitrico pode
ser observado nas células endoteliais, em anastomoses, mesmo sem a presenca de macrofagos
(EINSERICH et al., 2002). Ao quantificar o marcador inflamatdrio Oxido Nitrico nos animais
dos Grupos Controle e Estudo, ndo foi observada diferenca estatistica significante entre os
grupos no periodo avaliado, demonstrando assim que a técnica de invaginacgdo intestinal ndo
provocou reacdo inflamatdria em maior grau quando comparada a técnica de sutura continua,
demonstrado pelos resultados dos grupos no 7° e 21° DPO (BEZERRA et al., 2014).

A mieloperoxidase é também um marcador detectado por técnicas de imuno-
histoquimica. Essa enzima apresenta niveis mais elevados nos periodos iniciais das reagdes

inflamatdrias e cicatriciais, especialmente quando em contato com agentes que causem
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processo inflamatdrio, tais como bactérias, contaminacdo fecal nos célons sem preparo e
excesso de fios na anastomose (KRAWISZ, SHARON & STENSON, 1984; HOGSTROM,
HAGLUND & ZEDERFELDT, 1990; EINSERICH et al., 2002). Quando se compararam 0S
dois grupos, Controle e Estudo, ndo foi constatada diferenca estatisticamente significante na
quantificacdo desse marcador inflamatdrio, demonstrando mais uma vez um processo
inflamatorio similar entre as duas técnicas de anastomose intestinal, havendo diferenca

estatistica significante no grupo estudo, porém havendo no grupo controle.

A realizacdo de uma anastomose por invaginacdo intestinal com apenas alguns
pontos separados pode parecer algo desafiador para os coloproctologistas e cirurgides. Mesmo
com estudos experimentais em modelos animais demonstrando claramente que é seguro
realizar esse tipo de sutura, e que essa técnica apresenta resposta cicatricial e inflamatdria
semelhante a sutura continua, ainda serdo necessarios mais estudos comprovando tal eficacia

e resultado semelhante em humanos.

Demonstra que se pode utilizar em situagdes em anastomoses de coto reto baixo, em
pelve anatomicamente dificil, que ndo é possivel realizar a anastomose termino-terminal

manual ou ndo se disponibiliza de material de grampeamento.

Neste estudo, hd a opc¢do da invaginacdo sem necessidade do sepultamento tardio.
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6. CONCLUSAO

Concluiu-se que ndo ha diferenca na resposta cicatricial e inflamatoria da anastomose
por invaginacdo do célon quando comparada a anastomose por sutura continua simples em

caes.
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APENDICE A - Peso dos Animais do Grupo Estudo. Eutanasia no 7° DPO.

APENDICES

Animal

Peso

© 00 N o O B~ w N e

[EEN
o

13,3
10,5
8

7
12,8
8,7
10,8
7,2
14,3
7,2
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APENDICE B — Peso dos Animais do Grupo Controle. Eutanésia no 7°DPO.

Animal

Peso
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11,7
13,3
10,8
9,3
12,7
10,45
9,4
7,4
10,9
12,6
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APENDICE C — Peso dos Animais do Grupo Estudo. Eutanasia no 21° DPO.

Animais Peso
1 16,9
2 12,4
3 13,4
4 9,1

5 9,3

6 11,15
7 17

8 12,15
9 8,15
10 10,13
11 13,2
12 15,4
13 9,25
14 10,4
15 9,2
16 12,35
17 9

18 13,1
19 9

20 10,4
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APENDICE D — Peso dos Animais do Grupo Controle. Eutanasia no 21° DPO.

Animal Peso
1 13,9
2 10,4
3 9,9

4 14,45
5 16,65
6 8,65
7 8,5

8 9,4

9 7,9
10 10,3
11 12,85
12 13,4
13 16,1
14 11,95
15 11,95
16 13

17 8,75
18 14,15
19 14,93
20 10




APENDICE G - Classificacio das Aderéncias dos animais dos Grupos
Controle e Estudo, segundo Knightly et. al (1962). Eutanasia no 7° DPO.

Animais Controle Estudo
1 3 4
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APENDICE H — Classificagio das Aderéncias dos animais dos Grupos
Controle e Estudo. Eutanasia no 21° DPO.

Animal Controle Estudo
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APENDICE | — Classificacido do Edema Anastomatico nos animais dos

Grupos Controle e Estudo. Eutanasia no 7° DPO.

Animal Controle Estudo
1 1 1
2 1 1
3 1 2
4 1 1
5 1 2
6 2 1
7 1 2
8 1 1
9 1 1
10 1 1




APENDICE J — Classificacio do Edema Anastomotico nos animais

dos Grupos Controle e Estudo. Eutanasia no 21° DPO.

Animais Controle Estudo
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APENDICE K - Classificacio da Vasoproliferagdo nas Anastomoses

nos animais do Grupo Controle e Estudo. Eutanésia no 7° DPO.

Animal Controle Estudo
1 3 2
2 2 3
3 1 2
4 2 3
5 1 3
6 3 2
7 2 3
8 2 2
9 2 2
10 1 2




APENDICE L — Classificacdo da Vasoproliferacdo nas anastomoses

nos animais do Grupo Controle e Estudo. Eutanasia no 21°DPO.

Animais Controle Estudo
1 1 1
2 1 2
3 2 1
4 1 3
5 1 2
6 1 1
7 1 1
8 2 1
9 2 2
10 2 1
11 2 2
12 1 1
13 1 2
14 3 1
15 1 3
16 2 2
17 1 2
18 1 3
19 1 1
20 2 2




Apéndice M — Porcentagem de Colégeno | e 11l nas Anastomoses

nos animais dos Grupos Controle e Estudo. Eutanasia no 7° DPO.

Estudo Controle

Colageno 1 Colageno 3 Colageno 1 Colageno 3
2,25 91,04 58,05 24,76
47,3 53,16 32,54 56,13
57,99 45,83 68,81 35,31
50,96 44,38 68,04 28,99
51,75 28,32 70,15 15,19
42,85 52,52 32,83 54,58
47,65 48,74 81,32 10,75
51,22 46,56 43,23 50,98
78,97 9,99 69,93 28,3

76,84 12,65 78,01 11,49
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APENDICE N — Porcentagem de Coléageno | e 111 nas anastomoses nos animais dos Grupos
Controle e Estudo. Eutanasia no 21° DPO.

Estudo Controle
Colageno 1 Colageno 3 Colageno 1 Colageno 3
69,192 5,02 36,132 13,948
34,12 40,754 28,4 30,3
19,452 37,618 8,25 42,49
34,098 16,578 30,728 21,17
32,65 24,418 11,742 31,546
30,092 27,318 19,452 37,618
17,45 38,392 22,628 32,42
49,228 33,96 29.432 28,926
39,242 23,5 34,814 27,31
73,958 9,062 14,814 46,318
12,278 46,978 67,264 29,642
37,77 18,724 57,48 29,502
43,296 24,398 51,744 27,472
37,054 27,116 31,818 26,6
29,66 17,45 46,498 24,844
62,902 13,166 37,8 22,01
49,306 8,692 30,268 36,788
27,826 25,13 36,404 32,356
58,256 11,316 91,656 6,14
66,174 4,598 20,606 46,318




APENDICE O - Frequéncia de INOS nas anastomoses nos

animais dos Grupo Controle e Estudo. Eutanasia no 7° DPO.

Estudo Controle
Animal INOS Animal INOS
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APENDICE P — Frequéncia de INOS nas anastomoses nos

animais dos Grupo Controle e Estudo. Eutanasia 21° DPO.

Estudo Controle
Animal INOS Animal INOS

1 2 1 1
2 3 2 2
3 2 3 0
4 1 4 2
5 2 5 2
6 1 6 0
7 2 7 2
8 1 8 2
9 0 9 1
10 1 10 1
11 2 11 2
12 1 12 0
13 3 13 3
14 2 14 3
15 2 15 1
16 2 16 3
17 0 17 3
18 1 18 1
19 1 19 1
20 3 20 3




APENDICE Q — Frequéncia de Mieloperoxidase nas anastomoses dos animais do Grupo
Estudo. Eutanasia no 7° DPO.

Identifiead Leucdcios
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Frequéncia de Mieloperoxidase nas anastomoses nos animais do Grupo Controle. Eutanésia
no 7° DPO.
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APENDICE R — Frequéncia de Mieloperoxidase nas anastomoses nos animais do Grupo
Estudo. Eutanasia no 21° DPO.

Identifiag LEUCOCITOS
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Frequéncia de Mieloperoxidase nas anastomoses nos animais do Grupo Controle. Eutanésia
no 21° DPO.
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DECLARAGAO

DECLARO para os devidos fins que se fizerem necessérios, que a Pesquisador (a) Miguel >=m=mn.o :

Arcoverde Nogueira, tendo como orientador (a) Miguel Augusto Arcoverde Nogueira, deu entrada na |
Comisso de Etica de Uso em Animais CEUA/FACID com o projeto intitulado Avaliagdo da Cicatrizagdo da :
Anastomose por. Invagina¢do no Colon em Comparagdo a Anastomose uoq..m.m__.m__.m Simples. Estudo
Experimental em Caes,.protocolo n° 018/12, que foi. APROVADO no dia 04/12/2012. O Relatério Parcial

devera ser entregue no dia 01/06/13 e o Relatério Final no'dia 30/11/2013.

7oa D 2 Teresing, 30 de Janeiro de 2013
o \ A \v\\ ﬁ\\w.v\\\.... o :
>ao=_o Luiz Martins Maia Filho *

Presidente do CEUA/IFACID
MmETxﬂxﬁvra?i%fmﬁh.ﬂmul g
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