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RESUMO

Objetivo: Avaliar a biocompatibilidade e a eficiéncia da SID (submucosa de intestino delgado) porcina, quando usada
como enxerto para reparar lesdes duodenais. Métodos: O estudo experimental foi realizado em oito cdes. Um segmento da
parede da segunda por¢do do duodeno foi ressecada e a lesdo foi reparada com um enxerto de submucosa de intestino
delgado porcina. No 120° dia de p6s-operatorio os animais foram submetidos a eutanasia e o0 segmento do duodeno com
o0 enxerto foi retirado para avaliagGes macroscopica e microscopica. Resultados: Nao houve infeccdo, deiscéncia da sutura
ou fistula. O estudo microscépico revelou completa re-epitelizagdo em 75% dos casos, com proliferacédo fibroblastica
moderada em 87,5% dos casos. Conclusdo: A SID porcina é um enxerto eficaz para reparo de lesGes com perda de
substancia em duodeno de cées.

Descritores: Transplantes. Les6es. Duodeno. Experimentacdo animal. Caes.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the biocompatibility and effectiveness of porcine SIS (small intestinal submucosa), when used as a
patch to repair a defect on the anterior duodenal wall. Methods: The experimental study was performed in 8 dogs. A
segment of the anterior duodenal wall was removed and the defect was repaired with a patch of porcine intestinal submucosa.
On the 120" post operative day the animals were sacrified and the segment of duodenum containing the patch was
removed to a macroscopic and microscopic evaluation. Results: There was no infection, suture dehiscence or fistula. The
microscopic evaluation showed complete re-epithelization in 75% of the cases, with moderate fibroblastic proliferation in
87, 5% of the cases. Conclusion: The porcine SIS used as a patch acts as a tissue substitute for repairing induced lesions
in duodenal wall of dogs.Pesquisar a eficacia da submucosa de intestino delgado

Key words: Transplants. Injuries. Duodenum. Animal experimentation. Dogs.

Em sua porc¢do caudal, a face posterior ndo apresenta
revestimento peritoneal, sendo este um dos fatores que maior
vulnerabilidade confere ao 6rgao. Ha também, outros fatores

Introducéo

O duodeno é a porgao do sistema digestorio cujo nome

deriva da palavra latina duodeni, a qual traduz sua extenséo
de aproximadamente doze polegadas. Estende-se do piloro
a flexura duodenojejunal, dividindo-se em quatro porgdes:
superior ou primeira; descendente ou segunda; inferior ou
terceira e ascendente ou quarta®. Diferentemente do restante
do intestino delgado, o duodeno, no homem, é fixo aos
planos profundos, apresentando intima conexdo com o
pancreas e com os ductos secretdrios biliares e pancreaticos
gue nele desembocam?,
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adversos a cicatrizacdo e que favorecem a ocorréncia de
deiscéncia de suturas e a formacgdo de fistulas: a) pouca
mobilidade, por fixacdo ao pancreas e aos ductos acima
referidos; b) implantacdo em sua segunda por¢ao dos ductos
biliar e pancreatico, que além de comprometer a mobilidade,
lancam em sua luz um grande volume de secre¢es ricas em
enzimas digestivas; c) relativa fragilidade de suas paredes
que ndo suportam com solidez as suturas®. As graves
complicagcbes que freqlentemente envolvem os
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procedimentos cirdrgicos sobre o duodeno, assim como as
lesOes traumaticas neste segmento do sistema digestério,
constituem preocupagao constante aos servicos de cirurgia,
pelos elevados indices de mortalidade que apresentam. A
deiscéncia da sutura de coto duodenal é uma das mais
graves complicacOes que podem ocorrer apds resseccdes
gastricas a Billroth I1. Esta complicagdo ocorre em 3 a 5%
destes procedimentos. Fistulas bilio-digestivas envolvendo
0 duodeno, também sdo uma complicacdo cirdrgica
frequente®. As lesdes traumaticas duodenais podem
determinar um grande nimero de procedimentos, desde 0s
mais simples como a sutura priméria da leséo até os mais
complexos, tendo como exemplo a exclusdo pilorica, a
diverticulizacdo duodenal e a duodenopancreatectomia®. A
submucosa de intestino delgado (SID) de suinos é uma
matriz colagena extracelular que vem sendo utilizada com
bons resultados no reparo de tecidos vasculares®, do sistema
urinario’ e bexiga®, do intestino delgado®, da parede
abdominal®, cartilagens'!,tendGes'? entre outros. Segundo
diversos autores, a SID apresenta caracteristicas proprias
que proporcionam a ela vantagens em rela¢do aos demais
enxertos bioldgicos. Dentre eles estdo o0s
glicosaminoglicanos que conferem bioatividade a diversas
citocinas e fatores de crescimento que atuam na
revascularizagdo e cicatrizacdo de ferimentos®. O fator de
crescimento do endotélio (VEGF) induz a formagdo de
estruturas similares a capilares fenestrados na matriz de
fibrina, promovendo uma neovascularizacéo local'*. O PDGF
(fator de crescimento derivado de plagquetas) atua na
proliferagdo fibroblastica!®'® e é suplementado pela imediata
deposigdo de fibronectina, responsavel primaria pelo
recrutamento e pela retencao de células do hospedeiro que
povoardo o local da ferida'’. Com relagdo a resposta imune
de SID, observou-se que esta esta restrita aos linfocitos T-
helper 2, que ativam interleucinas, as quais produzem
anticorpos ndo ligados ao complemento e,
conseqiientemente, ndo ha uma rejeicao tipica do tecido
implantado®®®. A resisténcia a infeccéo esta provavelmente
relacionada ao rico e rapido desenvolvimento de suprimento
sangliineo®. A SID ja foi utilizada como reparo de lesdes
duodenais em porcos, combinada com enxerto de elastina,
revelando-se eficaz para o reparo das lesGes?:. As
promissoras caracteristicas da SID, os bons resultados
descritos na literatura em relacdo a sua aplicacéo, a
morbidade das lesdes duodenais e a auséncia de um
consenso em relagdo ao seu tratamento nos motivaram a
pesquisar experimentalmente a eficacia da SID porcina como
enxerto para corre¢do de lesbes duodenais com perda de
substancia em cdes.

Métodos

Este estudo obedeceu as normas de pesquisa com
animais preconizadas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), institui¢do filiada ao
International Council for Laboratory Animal Science.
Utilizaram-se oito cdes mesticos, de ambos 0s sexos, com
peso entre 10 e 20 kg, obtidos no Biotério Central da PUCPR.
Os animais foram mantidos em ambiente adequado, com
temperatura e luminosidade naturais. Utilizou-se na inducéo
anestésica o Tiopental sddico a 2,5%, administrado por via

endovenosa na dose de 10 mg/kg. Todos os animais foram
submetidos a entubagdo orotraqueal. A manutengédo
anestésica foi realizada com citrato de fentanila (0,05 mg/
kg) e misolan (0,2 mg/kg) por via endovenosa; todo o
experimento foi realizado no Laboratério de Técnica
Operatoria e Cirurgia Experimental da PUCPR. Sob condicbes
assépticas, os animais foram submetidos a laparotomia
mediana supra e infra-umbilical. A porcdo duodenal foi
exposta e ressecou-se, em sua segunda porcdo, todas as
camadas até atingir-se a luz do 6rgéo, em segmento eliptico
de aproximadamente 3x1 cm.(Figura 1).

FIGURA 1 - Resseccdo de segmento eliptico de parede
duodenal

Apos obtengdo da camada de submucosa de intestino
delgado, como sera descrito posteriormente, foi realizado o
reparo do defeito criado na parede intestinal com o implante
de um segmento de SID, em forma retangular medindo 3x4
cm (Figura 3), fixados através da sutura de seus dois
folhetos, que substituiram o segmento retirado. Este foi
suturado de forma continua as camadas serosa e muscular
do duodeno com fio Monocryl® 3.0.(Figura 2).

T o

L IV

FIGURA 2 - Submucosa de intestino delgado substituindo
parede duodenal
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FIGURA 3 - Submucosa de intestino delgado

O peritonio foi suturado de forma continua com
Categute® 3.0, a aponeurose com fio de algoddo 2.0 em
sutura interrompida, e a pele, com Mononylon® 3.0, pontos
Donatti. Iniciou-se alimentacdo com 24 horas de pos-
operatorio com uma dieta pastosa. Este alimento foi instituido
durante 5 dias, quando entdo os cdes passaram a ser
alimentados com rag&o tradicional canina ad libitum. Néo
foi administrada antibioticoterapia. N&do houve
mortalidade.No 120.° p6s-operatério, os cdes foram
submetidos novamente a laparotomia através da cicatriz da
primeira operacdo. A cavidade foi rigorosamente
inspecionada, no sentido de verificar-se a presenga de
deiscéncias, abscessos, fistulas e estenoses. As porcles
duodenais que continham o implante foram ressecadas em
bloco. Ao final, realizou-se a eutanasia dos cées com dose
letal de cloreto de potassio, administrado por via
endovenosa, com o animal ainda anestesiado. Segmentos
de todas as pecas foram fixados em formalina a 10% e
encaminhadas para estudo histopatoldgico. Apos inclusao
em parafina, as pecas forma submetidas a cortes de 5
micrémetros, que por sua vez foram corados pela
hematoxilina-eosina, para avaliar: regeneracdo epitelial,
fibrose, inflamacdo e incorporagdo do enxerto e sirius red
para analise da densitometria do colageno. O processo
cicatricial baseou-se nos seguintes pardmetros: fibrose ,
reepitelizaco, inflam¢&o aguda traduzindo diretamente o
exsudato neutrofilico, e a inflamagédo cronica relatando o
infiltrado linfo-neutrofilico. Esses parametros foram
graduados em: grau 0, ausente; grau 1, presenca discreta;
grau 2, presenca moderada; grau 3, intensa. Analisando-se
os cortes histologicos corados com sirius red em
microscopio 6ptico da marca OlympusO com aumento de
200 x, com fonte de luz polarizada. As fibras de colageno
tipo | ou maduro foram identificadas por sua coloragdo
vermelho-alaranjada e as fibras de colageno |11 ou imaturo
por sua coloragdo esverdeada?. As imagens foram captadas
por uma camera Sony, CCD 101, transmitidas a um
microcomputador PentiumO, e sua analise foi realizada
através do aplicativo Optimas, 6.2. Este programa
possibilitou a determinacdo de colageno tipo I, colageno
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tipo 111 e colageno total. Para obtencéo da submucosa de
intestino delgado, foi mobilizado um segmento de jejuno
situado a 20 cm da flexura duodeno-jejunal, sendo entdo
realizada enterectomia de 10 cm a partir desse ponto. Apds
a obtencdo do segmento de jejuno, seu mesentério foi
removido. O segmento intestinal foi entéo invertido de modo
gue a mucosa ficasse voltada para fora. Esta foi removida
através de raspagem com bisturi, sendo a lamina posicionada
em sentido transversal am maior eixo do intestino. Foi
desfeita a inversao do segmento pela mesma técnica, irriga-
se abundantemente com solucéo salina isotonica. O folheto
de submucosa obtido foi, entdo, conservado em solugédo
de sulfato de neomicina 10%.

Resultados
Nao houve infeccdo, fistula ou estenose. A

macroscopia demonstrou o local do enxerto ja cicatrizado,
com cobertura completa da camada mucosa. (Figura 4).

FIGURA 4 - Macroscopia - Aspecto interno de enxerto de
(SID) em duodeno

Externamente ndo foi possivel identificar cicatriz na
camada muscular. O estudo andtomo-patologico pela
coloragdo hematoxilina-eosina revelou re-epitelizacéo
completa em 75% dos casos. A proliferagdo fibroblastica
(fibrose) foi moderada em 87,5% dos cées e intensa em
12,5%. A resposta inflamatdria aguda, avaliada através da
presenca de exsudato neutrofilico foi ausente na maioria
dos cées (75%). Em 25% foi discreta. A presenca de infiltrado
inflamatorio linfo-plasmocitario foi discreta em 62,5% dos
casos e moderada em 37,5%. (Tabelas 1 e 2).

A quantificagdo do colageno pela coloragdo sirus-red
demonstrou haver maior porcentagem de colageno maduro
(tipo I) em relag&o ao imaturo (tipo 111) em 100% dos cdes. A
quantidade de colageno maduro variou entre 75,89% e
92,10%, com média de 83,96%. A de colageno imaturo oscilou
entre 7,09% e 24,11% (média 16,04%). (Tabela 3).
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TABELA 1 - Estudo anatomo-patoldgico. (microscopia) — Coloracdo HE

Animal Fibrose Reepitelizagédo Inflamac¢&o Aguda Inflamacé&o Cronica
Céol 2 3 0 1
Céo2 2 3 0 1
Céo3 3 2 1 2
Céo4 2 3 0 1
Céo5 2 2 1 2
Céo6 2 3 0 2
Céo7 2 3 0 1
Céo8 2 3 0 1

Grau 0 = ausente; Graul = discreta; Grau 2 = moderada; Grau 3 = intensa/completa.

TABELA 2 - Variaveis histopatoldgicas; percentual dos valores analisados

Classificacéo Fibrose Reepitelizacédo Inflamac¢&o Aguda Inflamacé&o Cronica
Ausente 0(0%) 0(0%) 6 (75%) 0(0%)

Discreta 0(0%) 0(0%) 2(25%) 5(62,5%)

Moderada 7(87,5%) 2 (25%) 0(0%) 3(37,5%)

Intensa 1(12,5%) 6 (75%) 0(0%) 0(0%)

TABELA 3 - Estudo anatomo-patolégico (microscopia) —
Coloragdo sirus-red

Animal Colageno Colageno

Imaturo Maduro
Cio1l 11,63% 88,37%
Cédo2 7,90% 92,10%
Céo 3 8,16% 91,84%
Cao4 16,26% 83,74%
Cado5 15,79% 84,21%
Cao6 8,76% 91,24%
Cao7 24,11% 75,89%
Céo8 22,63% 77,37%
MEDIA 16,04% 83,96%

Discussao

Grandes les6es duodenais com significativa perda
tecidual sdo sempre preocupantes e de dificil tratamento?.
Requerem técnicas inovadoras e apresentam elevada
morbidade. Em se tratando de vitimas de feridas traumaticas,
as quais normalmente apresentam lesdes associadas de
grandes vasos abdominais e outras visceras, a escolha da
melhor forma de reparo para o duodeno pode tornar-se
dificil®*. As chances de sobrevida e boa qualidade de vida
sdo maiores quando o reparo da leséo é realizado de maneira
simples, concreta e definitiva; em um menor espaco de tempo.
A maioria das lesdes duodenais pode ser reparada por sutura
primaria em um ou dois planos, com ou sem a interposicao
de um remendo seroso*. J& as lesbes graves, apresentam
elevado grau de deiscéncia e para seu tratamento devem
ser utilizadas técnicas mais complexas, como a exclusédo
pilérica ou a estomizagdo, que poderdo acarretar em
posteriores procedimentos de reconstrugdo mais extensos®.
Bons resultados foram obtidos, experimentalmente, com
diferentes tipos de enxerto para correcdo de laceracBes

duodenais, como a prépria membrana submucosa?, o PTFE
(politetrafluoretileno)® e a serosa jejunal?®. O enxerto que
empregamos no reparo das lesdes duodenais pode ser obtido
de maneira facil e rapida, com baixo custo. A SID proporciona
uma barreira no sitio da lesdo, enquanto rapidamente pela
matriz colagena, o tecido local cresce e se regenera tomando
0 seu lugar'®!’. O estudo histolégico por HE evidenciou
proliferagdo fibroblastica moderada em 87,5% dos casos.
Isso demonstra boa cicatrizacdo no local do enxerto em
relacdo ao tempo decorrido ap6s a operagdo (120 dias).
Houve re-epitelizacdo completa da mucosa em 75% dos
casos, no entanto, nao foi possivel avaliar com preciséo a
regeneracdo da camada muscular?®. A incorporagdo do
enxerto foi completa em 100% dos animais e a resposta
inflamatoria variou, de ausente a discreta, na maioria dos
casos. Os resultados verificados na coloracgéo sirus-red
vieram a confirmar a satisfatéria resposta cicatricial
apresentada pelo enxerto. Com 120 dias de p6s-operatdrio,
a porcentagem de colageno maduro foi de 83,96%, valor
compativel com uma boa cicatrizagdo. Com caracteristicas
de ndo haver rejeicdo ou infeccdo, a matriz colagena
extracelular se encaixa como uma base propicia para uma
regeneracdo tecidual ideal, com baixissimo grau de retragdo
tecidual, sem estenose e sem 0 aparecimento de fistulas. O
tempo cirdrgico utilizado para o reparo propriamente dito
foi aproximadamente de 20 minutos .

Concluséo

O presente experimento demonstrou ser a submucosa
de intestino delgado porcina um enxerto eficaz para reparo
de lesBes com perda de substncia em segunda porcdo de
duodeno de cées.
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