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RESUMO

E sabido que a formacdo de aderéncias e fibroses provenientes da cicatrizacdo
tecidual entre o pericardio e o epicardio séo alguns dos maiores fatores causadores
de complicacbes e acidentes em reabordagens cirdrgicas, conseguentemente,
provocam consideravel elevagdo da morbi-mortalidade em cirurgia cardiaca. Quando
determinado paciente cardiopata € submetido a alguma operacdo em que se faz
necessaria a abertura do pericardio para a abordagem do coracdo ou dos grandes
vasos da base, no p6s-operatério, desde a curto prazo, ocorre 0 processo hatural de
inflamacéo e posterior cicatrizagdo provocando a formacdo de aderéncias, sinéquias
e fibroses, principalmente entre o epicardio e o pericardio, que dificultam
sobremaneira nova abordagem dessas estruturas na eventual necessidade de se
realizarem reoperacdes nesses mesmos individuos, principalmente, a médio prazo,
variando o grau de aderéncias em funcdo de cada individuo, da técnica cirargica
utilizada e da propria predisposicdo genética para a formacédo dessas aderéncias.
Vaérias propriedades da Agua de Coco em P6 (ACP) sdo benéficas ao ser humano,
porém muitas ainda estdo em estudo e restam ser estabelecidas. O bioproduto ACP
contém todas as propriedades benéficas da agua de coco in natura, além disso,
apresenta-se de forma padronizada, sem a utilizagdo de conservantes, nem aditivos
guimicos, reduzindo gastos com armazenamento e transporte, diminuindo o risco de
contaminacao, podendo ainda ser conservada por um periodo prolongado. A matéria-
-prima (cocos) é abundante e apresenta custo reduzido. Por ser um produto de origem
puramente vegetal, ndo apresenta risco de transmissdo de doencas virais ou
bacterianas. A despeito disso, a ACP é submetida ao processo de esterilizacdo para
evitar qualquer tipo de contaminacdo cirirgica. A ACP possui tecnologia
genuinamente nacional, com baixos custos de fabricacdo, também & um produto
totalmente inovador, que contribui de forma positiva na balanca comercial brasileira.
Este trabalho tem como objetivo provar que a ACP tem aplicagcdo em cirurgias
cardiacas, especialmente na superficie epicardica, reduzindo ou até inibindo a
formacdo de aderéncias pericardicas, faciltando o trabalho do cirurgido
cardiovascular, mitigando acidentes transoperatérios nos casos de reoperacoes,
evitando grandes hemorragias, laceracdes de 6rgaos vitais e transfusfes sanguineas
e elevando sobremaneira a seguranca e a sobrevida dos pacientes submetidos as

reoperacdes. Procuramos o aprimoramento na formulacdo dos elementos de estudo



e um maior niumero de testes de validagcao in vivo e in vitro, seguido de estudo de
viabilidade econbmica frente aos produtos atualmente disponiveis no mercado
(bioglue, tissue-col, surge-cell, etc.). A fase pratica da pesquisa foi realizada no
Hospital Veterinario Professor Sylvio Barbosa Cardoso, da Faculdade de Veterinaria
da UECE. Apés a autorizacdo do Comité de Etica Animal para a utilizagéo de 10 (dez)
coelhos machos da raga Castor Rex com peso padrdo de 3kg (em torno de 12 meses
de idade), sendo que 5 (cinco) exemplares compuseram a populacdo controle e 5
(cinco) formaram o grupo de estudo com ACP Gel. Infelizmente, dois animais do grupo
de controle foram perdidos, pois foram a 6bito apds a inducao anestésica devido a
dificuldade de intubacgé&o, portanto ficaram fora do experimento. Os demais animais
foram todos operados, submetidos a toracotomia e a pericardiotomia para a inducao
de aderéncias e fibroses, sendo que os trés exemplares remanescentes do grupo de
controle n&o receberam o tratamento com ACP. Os outros 5 coelhos (grupo em
estudo), que também tiveram a inducdo a formacdo de aderéncias e fibroses,
receberam o tratamento da ACP Gel intrapericardico. Na Sala de Cirurgia do Centro
Cirargico do referido hospital, os coelhos foram monitorizados com ECG e oximetria
pulsatil e foi realizada a cateterizac@o venosa periférica para a infusdo de medicacdes
anestésicas e hidratacdo. Depois da inducdo anestésica geral, foi realizada a
intubacdo orotraqueal, as cegas. Posicionamento do animal em decubito lateral
direito. Tosa toracica lateral esquerda. Realizacdo da assepsia e antissepsia toracica,
desde a regido cervical até abaixo do rebordo costal esquerdo, ao nivel umbilical.
Incisdo transversa, acompanhando o trajeto costal, ao nivel do 5° espaco intercostal
esquerdo. Toracotomia por divulséo tecidual e rebatimento da musculatura peitoral
esquerda. Secgdo do musculo serratil esquerdo. Pleurotomia esquerda. Rebatimento
do pulmé&o esquerdo. Pericardiotomia. Aspiracdo de todo o liquido pericardico. Nos 3
animais do grupo controle, realizamos apenas escarificacbes no epicardio com gaze
seca para provocar a formacao de inflamacéo e aderéncias. O pericardio foi deixado
aberto para evitar eventual tamponamento e parada cardiaca. Toracorrafia
convencional. Para os animais objetos da investigacdo cientifica, realizamos as
mesmas escarificagcbes com gaze seca, porém, logo em seguida, fizemos a aplicacao
de 1ml de ACP Gel em todo o saco pericardico e tecido epicardico de todo o coracao,
inclusive, vasos da base cardiaca. Revisdo da hemostasia. Drenagem toracica
esquerda por sonda temporaria de pequeno calibre introduzida por orificio

contralateral a inciséo transversa. Sutura costal. Sintese por planos. Curativo oclusivo.



Reversédo da anestesia geral. Extubacdo em sala cirargica. Transferéncia do animal &
sala de pés-operatorio. Realizamos a reabordagem cirdrgica de cada animal operado
apos passados 30 dias da primeira operacao, individualmente, porém, sequenciadas.
Durante a referida segunda etapa das cirurgias foram feitas duas fotografias do
coracao de cada animal para avaliacdo macroscopica. Em mesmo ato, também foram
colhidas duas biopsias de pericardio (2cm x 2cm) para exames histopatoldgicos.
Todos os animais foram submetidos a Toracorrafia da forma usual, depois, extubados
em sala de cirurgia e, em seguida, conduzidos aos cuidados pds-operatdrios
imediatos no préprio Centro Cirdrgico. Apés encontrarem-se bem acordados e ativos,
foram reconduzidos ao biotério da Faculdade de Veterinaria da UECE. Ainda na
segunda etapa das cirurgias (reoperacfes), apés 20 dias de pdés-operatério (dia
28/01/2020), um dos animais apresentou sinais de infeccdo no sitio operatdrio, foi
tratado com antibiéticos e anti-inflamatoério, porém foi a 6ébito no 32° dia de P.O.
(10/02/2020). Também perdemos um animal no pds-operatdrio imediato da segunda
fase do experimento devido a hemorragia incoercivel, por provavel laceracao do atrio
direito durante a colheita das bidpsias pericardicas. Os resultados do experimento
mostraram que a totalidade dos animais que receberam ACP Gel ndo formaram
aderéncias no periodo estudado. Em contrapartida, os demais animais que nao
receberam o tratamento com ACP Gel formaram aderéncias incipientes e
apresentaram alteracdes histopatoldégicas compativeis com o0s achados
macroscopicos. Com esse experimento, concluimos que ACP Gel apresenta fortes
indicios de que funciona bem como agente fisico-quimico na interface pericardico-
epicardica, impedindo a formacdo de aderéncias e posterior fibrose a curto prazo,
apos 30 dias da manipulacéo cirurgica cardiaca. O ACP Gel se mostrou bastante
promissor para o uso futuro em humanos com o0 objetivo de mitigar ou evitar

aderéncias pericardicas em pacientes operados do coracéo.

Palavras-chave: pds-operatdrio; aderéncia pericardica; agua de coco.



ABSTRACT

It is known that the formation of adhesions and fibrosis resulting from tissue healing
between the pericardium and the epicardium are some of the major factors that cause
complications and accidents in surgical re-approaches, consequently causing a
considerable increase in morbidity and mortality in cardiac surgery. When a certain
cardiac patient is submitted to an operation that requires opening the pericardium to
approach the heart or the great vessels of the base, in the postoperative period, from
the short term, the natural process of inflammation and subsequent healing occurs,
causing the formation of adhesions, synechiae and fibrosis, mainly between the
epicardium and the pericardium, which make a new approach to these structures
extremely difficult in the eventual need to perform reoperations in these same
individuals, especially when in the medium term, varying the degree of adhesions
depending on each individual, the surgical technique used and the genetic
predisposition to the formation of these adhesions. Several properties of powdered
coconut water (PCW) are beneficial to humans, however, many are still under study
and remain to be established. The PCW bioproduct contains all the beneficial
properties of fresh coconut water, in addition, it is presented in a standardized way,
without the use of preservatives or chemical additives, reducing storage and transport
costs, reducing the risk of contamination, and be kept for an extended period. The raw
material (coconuts) is abundant and has a low cost. As it is a product of purely plant
origin, it does not present a risk of transmission of viral or bacterial diseases. In spite
of this, the PCW is submitted to the sterilization process to avoid any type of surgical
contamination. PCW has genuinely national technology, with low manufacturing costs,
it is also a totally innovative product that contributes positively to the Brazilian trade
balance. This work aims to prove that PCW has application in cardiac surgeries,
especially on the epicardial surface, reducing or even inhibiting the formation of
pericardial adhesions, facilitating the work of the cardiovascular surgeon, mitigating
intraoperative accidents in cases of reoperations, avoiding large hemorrhages,
lacerations of vital organs and blood transfusions, greatly increasing the safety and
survival of patients undergoing reoperations. We seek to improve the formulation of
the study elements and a greater number of in vivo and in vitro validation tests, followed
by an economic feasibility study against the products currently available on the market

(bioglue, tissue-col, surge-cell, etc). The practical phase of the research was carried



out at the Veterinary Hospital Professor Sylvio Barbosa Cardoso, from the Faculty of
Veterinary Medicine of UECE. After authorization from the Animal Ethics Committee to
use 10 (ten) male Castor Rex rabbits with a standard weight of 3 kg (around 12 months
of age), 5 (five) specimens made up the control population and 5 (five) formed the
study group with PCW Gel. Unfortunately, two animals in the control group were lost,
as they died after induction of anesthesia due to difficulty in intubation, therefore, they
were left out of the experiment. The other animals were all operated, submitted to
thoracotomy and pericardiotomy for the induction of adhesions and fibrosis, and the
three remaining specimens of the control group did not receive the treatment with
PCW. The other 5 rabbits (study group), which also had the induction of adhesion and
fibrosis formation, received intrapericardial PCW Gel treatment. In the Operating Room
of the Surgical Center of the aforementioned hospital, the rabbits were monitored with
ECG and pulse oximetry. Peripheral venous catheterization was performed for the
infusion of anesthetic medications and hydration. After general anesthetic induction,
blind orotracheal intubation was performed. Position the animal in the right lateral
decubitus position. Left lateral thoracic clipping. Carrying out asepsis and chest
antisepsis, from the cervical region to below the left costal margin, at the umbilical
level. Transverse incision, following the costal path, at the level of the 5th left intercostal
space. Thoracotomy by tissue divulsion and retraction of the left pectoral musculature.
Section of the left serratus muscle. Left pleurotomy. Left lung retraction.
pericardiotomy. Aspiration of all pericardial fluid. In the 3 animals of the control group,
we performed only scarifications on the epicardium with dry gauze to provoke the
formation of inflammation and adhesions. The pericardium was left open to avoid
possible tamponade and cardiac arrest. Conventional thoracorrhaphy. For the animals
that were the object of scientific investigation, we performed the same scarifications
with dry gauze, however, immediately afterwards we applied 1 ml of PCW Gel
throughout the pericardial sac and epicardial tissue of the entire heart, including the
heart base vessels. Review of hemostasis. Left chest drainage using a small-caliber
temporary tube introduced through an orifice contralateral to the transverse incision.
costal suture. Synthesis by plans. Occlusive dressing. Reversal of general anesthesia.
Extubation in the operating room. Transfer of the animal to the postoperative room. We
performed the surgical re-approach of each operated animal 30 days after the first
operation, individually, however, sequenced. During the referred second stage of the

surgeries, two photographs of the heart of each animal were taken for macroscopic



evaluation. In the same act, two pericardial biopsies (2cm x 2cm) were also collected
for histopathological examinations. All animals were submitted to Thoracorrhaphy in
the usual way, then extubated in the operating room, then taken to the immediate
postoperative care in the Surgical Center itself. After being well awake and active, they
were taken back to the vivarium of the Faculty of Veterinary Medicine of UECE. Still in
the second stage of the surgeries (reoperations), 20 days after the operation
(01/28/2020), one of the animals showed signs of infection at the operative site, was
treated with antibiotics and anti-inflammatory drugs, however, he went to the death on
the 32nd day of P.O. (02/10/2020). Also, we lost an animal in the immediate
postoperative period of the second phase of the experiment due to uncontrollable
hemorrhage, due to a probable laceration of the right atrium during the collection of
pericardial biopsies. The results of the experiment showed that all animals that
received ACP Gel did not form adhesions during the study period. On the other hand,
the other animals that did not receive treatment with ACP Gel formed incipient
adhesions and presented histopathological alterations compatible with the
macroscopic findings. With this experiment, we concluded that ACP Gel presents
strong evidence that it works well as a physical-chemical agent in the pericardial-
epicardial interface, preventing the formation of adhesions and subsequent fibrosis in
the short term, after 30 days of cardiac surgical manipulation. ACP Gel has shown
great promise for future use in humans with the aim of mitigating or preventing

pericardial adhesions in heart operated patients.

Keywords: postoperative; pericardial adhesion; coconut water.
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1 INTRODUCAO

Em patologia, uma aderéncia significa a unido de tecidos fibrosos do tipo
cicatricial, que se forma entre duas superficies no interior do organismo. Dentre os
tipos mais comuns, esta a aderéncia pericardica. A aderéncia pericardica € formada
por bandas de tecido fibroso que se ligam entre a superficie do coracéo, grandes
vasos da base cardiaca e a face serosa do saco pericardico e/ou estruturas

mediastinais circunvizinhas.

Figura 1 — Miocardio humano normal

Fonte: Elaborada pelo autor.

A necessidade de realizar reoperacdes esta cada dia mais frequente,
chegando a ser de 10 a 20% do volume total das cirurgias cardiacas realizadas no
Brasil (DAROZ et al., 2008) e cerca de 50.000 por ano nos Estados Unidos da América
(MAYFIELD, 1998). Tais aderéncias pericardicas dificultam sobremaneira o trabalho
dos cirurgides cardiovasculares devido a provocarem distorcdes da anatomia
mediastinal e grande perda do espago virtual entre os varios 6rgdos mediastinais,
podendo provocar ou facilitar a ocorréncia de acidentes transoperatérios e
aumentando a morbidade e a mortalidade em procedimentos cirlrgicos subsequentes.

Dos pacientes submetidos a cirurgia cardiovascular, quase 100%
desenvolverdo aderéncias apds algum tempo da realizacdo da primeira cirurgia.
Pacientes desnutridos e desproteinados fogem um pouco dessa estatistica devido a
deficiéncias nos mecanismos de reparacdo dos tecidos (medicina baseada em

evidéncias). O mecanismo basico para o surgimento de tais aderéncias inclui a injuria
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cirdrgica inicial ao epitélio cardiovascular que ocasiona irritacdo e inflamacéo, em
seguida, deposicdo de uma matriz de fibrina entre as superficies mediastinais
lesionadas, e se inicia logo apOs a realizacdo do trauma cirargico, tornando-se
progressivamente mais consistente ao longo dos dias subsequentes a cirurgia
realizada, atingindo um &pice de firmeza em torno do terceiro més. De modo geral, as
aderéncias se apresentam no Tipo Il, conforme Daroz (2008), ao redor do 45° dia de
pOs-operatorio e vao se tornando mais frouxas e menos consistentes com o passar
dos anos da ultima cirurgia realizada devido a reabsorcdo natural das ligacdes
fibréticas entre os tecidos envolvidos, tornando-se mais ténues em torno do quinto ano
de pés-operatdrio (evolucao tardia), variando sempre em funcéo da predisposicéo
genética dos pacientes, da condi¢cao nutricional e da técnica cirargica utilizada pelo
cirurgido na ultima cirurgia realizada em determinado individuo. O trauma cirargico
inicia uma cascata fisiopatolégica, com aumento da permeabilidade vascular das
superficies teciduais lesionadas, provocando a liberacdo de exsudatos ricos em
proteinas plasmaticas, favorecendo, assim, a formacdo de uma matriz de fibrina
(YUAN et al., 2016).

Os sintomas clinicos de aderéncias pericardicas podem variar desde a
completa auséncia de sintomas até a presenca de desconforto precordial atipico
cronico, sendo que, nos casos mais graves, poderdo ocorrer pericardite constritiva e
sinais de baixo débito cardiaco, como o cansaco, dispneia e edema de membros

inferiores.

Figura 2 — Fibrose pericardica coracdo humano

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 3 — Descolamento pericardio fibrosado

Fonte: Elaborada pelo autor.

Outras complicacBes relacionadas as aderéncias pericardicas incluem a
Amiloidose, tumores pericardicos recidivantes e demais doencas autoimunes que
podem provocar estado inflamatério crénico, como o LUpus Eritematoso Sistémico.

A despeito de décadas de pesquisa, ainda ndo se descobriu produto
realmente eficaz para mitigar tais aderéncias. Em paises ricos, bilhdes de ddlares séo
gastos por ano em insumos hospitalares que minimizam as consequéncias das
aderéncias pericardicas, o que, por si, ja justifica o volume de pesquisa nesta area.
Muitos métodos e substancias antiaderéncias ja foram testados para reduzir a
formacdo de fibroses, porém, somente depois da descoberta das barreiras
poliméricas, € que os resultados se tornaram mais consistentes e reprodutiveis.

Diante desse desafio, o desenvolvimento de um bioproduto natural, de
baixo custo, apresenta-se, na atualidade, como um ramo bastante promissor para
mitigar tal problema. Nesse sentido, o desenvolvimento de produtos naturais para
auxiliar na prevencdo de aderéncias pods-cirdrgicas mediastinais vem sendo

pesquisado como alternativa mais efetiva e mais barata.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aderéncia pericardica

2.1.1 Epidemiologia

A necessidade de realizar reoperacdes esta cada dia mais frequente,
chegando a ser de 10 a 20% do volume total das cirurgias cardiacas realizadas no
Brasil (DAROZ, 2008) e cerca de 50.000 por ano nos Estados Unidos da América
(MAYFIELD, 1998). Tais aderéncias pericardicas dificultam sobremaneira o trabalho
dos cirurgides cardiovasculares devido a provocarem distorcbes da anatomia
mediastinal e grande perda, quase total, do espaco virtual entre os varios 6rgaos
mediastinais, podendo provocar a ocorréncia de acidentes transoperatérios e
aumentando a morbidade e a mortalidade em procedimentos cirdrgicos subsequentes.

A inexoravel formacdo de aderéncias por parte dos pacientes submetidos
as cirurgias prévias demanda consideravel elevacéo dos gastos dos recursos publicos
e privados, principalmente, pelo aumento de complicacbes e consumo de
hemoderivados. A despeito de décadas de pesquisa, ainda ndo se descobriu produto
realmente eficaz para mitigar tais aderéncias. Em paises ricos, bilhdes de délares séo
gastos por ano em insumos hospitalares que minimizam as consequéncias das

aderéncias pericardicas, 0 que, por si, ja justifica o volume de pesquisa nessa area.

2.1.2 Fisiopatologia

2.1.2.1 Mecanismos de formacado das aderéncias pericardicas

O processo de formacédo de aderéncias ocorre atraves de lesdo do epitélio
do coragcdo (epicardio) e/ou camada adventicia dos vasos mediastinais, com
consequente deposicdo de matriz de fibrina sobre o tecido traumatizado. As células
mesoteliais sdo facilmente lesionadas por inUmeros eventos, incluindo incisao,
resseccao, cauterizacdo, secagem pela exposi¢cao ao ar e abrasdo (SAHBAZ et al.,
2015). As aderéncias podem se formar, primariamente, em locais onde néo havia

procedimento cirdrgico prévio, pela ocorréncia de doengas, ou podem surgir,
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secundariamente, onde havia sido realizada lise destas aderéncias, em momento
prévio (BRAUN; DIAMOND, 2014).

A formacéo de aderéncias pos-cirirgicas segue uma sequéncia de eventos
ja bem conhecida da fisiopatologia, que séo: isquemia tecidual, reacao inflamatoria,
depdsito de fibrina, organizacao da fibrina, formacdo de colageno e maturacdo com
formacdo das aderéncias (HIZLI et al., 2014). Embora os sistemas de escores de
aderéncia sirvam de base para clinicos e cirurgides as descreverem, 0S manejos, 0S
resultados e as concordancia na literatura nem sempre acontecem (BRAUN;
DIAMOND, 2014).

O Fator do Crescimento Endotelial Vascular (FCEV), expresso por
mastoécitos, apresenta multiplos efeitos no mecanismo de formacdo de aderéncias
(TURKOGLU et al., 2015). O FCEV, que é uma potente citocina angiogénica, atua na
resposta inflamatdria inicial, na reparagéo de feridas e na deposicao de fibrinogénio
(TURKOGLU et al., 2015). O trauma cirdrgico inicia uma resposta inflamatdria seguida
pelo aumento da permeabilidade vascular e pela liberacdo de exsudatos ricos em
fibrina, acarretando a formacdo de bandas fibrinosas. Se a fibrindlise, através da
cascata plasminogénio-plasmina, nao for efetiva, fibroblastos invadirdo a aderéncia
de fibrina, levando a uma deposicéo de colageno e a formacédo de aderéncias fibrosas
densas (YANG et al., 2010). Tais aderéncias sao ricas em células bem vascularizadas,
inervadas e com um importante infiltrado de células mononucleares. Alguns elementos
do sistema imunoldgico estdo envolvidos na resposta imune celular (macréfagos,
linfécitos T), assim como uma enzima chave na resposta inflamatéria (cicloxigenase
II), bem como mediadores importantes na diferenciacao celular, na proliferacdo e na
migracao envolvidos na cicatrizagao de feridas (B-catenina e c-myc) foram analisados
(BINNEBOSEL et al., 2011).

Em 2002, Caung e colaboradores demonstraram que a imunopatogénese
da formacéo de aderéncias € controlada por células “T” e por citocinas derivadas das
células “T”. Na literatura mais recente, a importancia dos linfocitos “T” na formagéao de
aderéncias tem sido largamente considerada. Estudos em camundongos mostraram
que as células “T” no local da realizac&o da cirurgia contribuem para a formacéo de
aderéncias (BINNEBOSEL et al., 2011).

Atualmente, ndo ha substancias ou técnicas cirurgicas especificas que
eliminem ou previnam a formagé&o de aderéncias pericardicas, embora se saiba que o

fechamento parcial dele reduza muito esse fendbmeno e consequente formacao de
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fibrose. Também, sabe-se que a liberagdo acidental do talco das luvas cirdrgicas de
latex sobre o epicardio, bem como a retencdo de coagulos no mediastino em contato
com o epicardio e pericardio, exacerba a formacdo de aderéncias e fibroses

pericardicas.

Figura 4 — Mecanismo de cicatrizagao
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fibroblast
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Fonte: Park et al. (2020).

2.1.2.2 Cicatrizacgao

E 0 mecanismo utilizado pelas células de um organismo vivo para restaurar
a funcéo e as estruturas normais de um o0rgao. Passa pelas seguintes etapas basicas:
fase inflamatoria, fase proliferativa (que incluem reepitelizacéo, sintese da matriz e
neovascularizacao) e fase de maturacéo.

Fase Inflamatdria: inicia-se no exato momento da lesdo. O sangramento
traz consigo plaquetas, heméacias e fibrina, selando as bordas da ferida, ainda sem
valor mecanico, mas facilitando as trocas. Com a leséo tecidual, ha liberacao local de
histamina, serotonina e bradicinina, que causam vasodilatacdo e aumento de fluxo
sanguineo no local, além de sinais inflamatdrios que perduram por cerca de trés dias.

Os mediadores bioquimicos de acéo curta sdo a histamina e a serotonina. As mais
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duradouras séo a bradicinina, leucotaxina e prostaglandina. A prostaglandina € um
dos mediadores mais importantes no processo de cicatrizacdo, pois, além de
favorecer a exsudacdo vascular, estimula a mitose celular e a quimiotaxia de
leucdcitos. Os primeiros elementos celulares a alcancar o local da ferida sdo os
neutrofilos e os mondcitos, com a funcdo de desbridar as superficies da leséo e
fagocitar as particulas antigénicas e corpos estranhos. O pico de atividade dos
polimorfonucleares ocorre nas primeiras 24 a 48 horas apos o trauma, seguindo-se
de um maior aporte de macréfagos durante os dois a trés dias seguintes. O macréfago
também ativa os elementos celulares das fases subsequentes da cicatrizacdo, tais
como fibroblastos e células endoteliais. A funcdo primordial dos fibroblastos é
sintetizar colageno. O colageno é uma proteina de alto peso molecular, composta de
glicina, prolina, hidroxiprolina, lisina e hidroxilisina, que se organiza em cadeias longas
de trés feixes polipeptidicos em forma de hélice, responséaveis pela for¢ca da cicatriz.
A sintese de colageno é dependente da oxigenacado das células, da hidroxilacdo da
prolina e da lisina, reacdo mediada por uma enzima produzida pelo préprio fibroblasto,
em presenca de coenzimas (vitaminas A, C e E), ferro, testosterona, tiroxina, proteinas
e zinco. O colageno € o material responsavel pela sustentacdo e pela forca tensil da
cicatriz e das aderéncias. Ele é produzido e degradado continuamente pelos
fibroblastos. De inicio, a sintese de colageno novo € a principal responséavel pela forca
da aderéncia, sendo substituida ao longo de semanas pela formacdo de ligagbes
cruzadas entre os feixes de colageno. A sintese declina por volta de quatro semanas
e se equilibra com a taxa de destruicdo, entéo, inicia-se a fase de maturacdo do
colageno, que continua por meses ou mesmo por anos (FIGURA 6).

Figura 5 — Inflamacéo epicéardica em coragdo humano

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Fase Proliferativa: é composta de trés eventos importantes que sucedem
o periodo de maior atividade da fase inflamatdria: neoangiogénese, fibroplasia e
epitelizacdo. Esta fase caracteriza-se pela formacéo de tecido de granulacéo, que &
constituido por leito capilar, fibroblastos, macrofagos, frouxo arranjo de colageno,
fibronectina e &cido hialurénico. Esta fase inicia-se por volta do 3° dia apoés a leséo,
perdura de duas a trés semanas e € o marco inicial da formacéo da cicatriz, dando
inicio as aderéncias.

Fase de Maturacdo: compde-se de trés etapas, que sao a retracdo da
ferida, a remodelacéo e a cicatrizagao propriamente dita. A maturagcao da ferida tem
inicio durante a terceira semana e caracteriza-se por um aumento da resisténcia, sem
aumento na quantidade de colageno. Ha um equilibrio de producao e destruicdo das
fibras de colageno neste periodo, por acdo da colagenase. O desequilibrio desta
relacdo favorece o aparecimento de aderéncias hiper-resistentes, de dificil

descolamento cirurgico.

Figura 6 — Evolucao do namero relativo de células sanguineas e fibroblastos

nas fases sequenciais do processo de cicatrizacéo
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Fonte: Tazima (2008).
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2.1.2.3 Prevencéo da formacao das aderéncias pericardicas

Para prevenir as aderéncias pericardicas, faz-se necessario entender bem
o mecanismo de formacéao elas. As superficies dos tecidos serosos séao constituidas
de células mesoteliais que produzem compostos surfactantes e fosfolipidios que tém
atividade fibrinolitica e protetora contra as aderéncias, além de produzir citocinas que
participam no reparo tecidual e na regeneragdo da matriz celular (QUININO et al.,
2013). Essas células adquirem uma importante funcdo na integridade de alguns
orgdos mediastinais, com a producao de um fluido de lubrificacdo denominado liquido
pericardico. Elas também participam do sistema fibrinolitico pela secre¢éo do ativador
do plasminogénio tecidual. Assim, o pericardio intacto é essencial para a prevencao
de aderéncias.

Muitas técnicas cirirgicas, como a sutura parcial do pericardio e 0 uso
de retalho de pericardio heterdlogo, tém sido avaliadas para reduzir ou abolir a
intensidade das aderéncias pericardicas e mitigar a morbidade e a mortalidade
causadas por lesbes cardiacas, grandes vasos da base do coracdo e/ou enxertos
extracardiacos durante a esternotomia em reoperacdes cardiovasculares, porém sem
bons resultados.

Também, varios outros métodos ja foram testados para reduzir as
aderéncias, contudo, somente apds o surgimento das barreiras poliméricas, é que os
resultados se tornaram mais consistentes e reprodutiveis. Como exemplo de tais
artificios, temos a quitosana, que € um biopolimero com propriedades similares a
matriz extracelular, abundante na natureza e derivada dos tecidos de sustentacéo de
crustaceos, insetos e fungos. Ela apresenta semelhanca na estrutura basica molecular
ao acido hialurénico e se destaca por suas propriedades biolégicas, como acédo
antibacteriana e atoxicidade; entretanto, para utilizacdo clinica, € imprescindivel que
a carboximetilquitosana (CMQ) seja submetida ao processo de esterilizacdo (DAROZ
et al., 2008). Ainda tém sido usados recortes de placa de Politetrafluor-etileno (PTFE)
com 0s mesmos objetivos da CMQ, porém sem bons resultados.

Alguns servicos de cirurgia cardiaca se valem de colas biologicas que
podem ser pulverizadas sobre toda a superficie cardiovascular, formando uma fina
camada entre o epicardio e o pericardio, todavia acarretam elevado custo financeiro.

Esses métodos de barreira fisica permitem que o reparo do mesotélio ocorra
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separadamente entre o epicérdio e o pericardio ou, de forma geral, entre as serosas
visceral e parietal, diminuindo a aderéncia desencadeada pelo estreito contato.

2.1.2.4 Complicacodes

Podemos enumerar varias complicacdes cirargicas decorrentes das
aderéncias pericardicas, que podem acarretar desde o aumento do tempo cirdrgico e
anestésico ao 0bito do paciente. O momento cirlrgico mais determinante do sucesso,
ou ndo, das reoperagbes € o da esternotomia, realizado através de serra elétrica
pivotante. Na sequéncia, vém 0s eventuais acidentes que podem ocorrer durante o
descolamento e a dissecacédo do coracéo propriamente dito, assim como o0s grandes
vasos cardiacos, da face serosa do pericardio. Vale salientar que ha consideravel
diferenca tanto na etiologia como na repercussdo clinica entre as aderéncias
pericardicas e a pericardite constritiva, sendo a principal diferenca clinica a presenca
da Cardiomiopatia Restritiva peculiar ao segundo diagnostico, conforme

recomendacdes da Sociedade Europeia de Cardiologia, em 2015.

2.1.2.5 Estratégias cirurgicas

As estratégias cirurgicas utilizadas que podem prevenir ou minimizar a
formacdo de aderéncias cardiovasculares podem ser classificadas em quatro grupos
distintos:

a) Principios Gerais de Cirurgia: lavar méos enluvadas com Soro
Fisiol6gico 0,9% de modo a retirar o talco agregado no latex, antes da
manipulagéo cirdrgica do paciente; evitar acidentes de contato visceral
com substancias antissépticas utilizadas na assepsia da pele; antes de
iniciar o fechamento da cavidade toracica, proceder lavagem abundante
da cavidade pericardica com Soro Fisiologico 0,9% de modo a remover
exudatos fibrinosos; evitar queimaduras desnecessarias com cautério
elétrico, etc.

b) Técnica Cirargica utilizada: realizar todas as disseca¢cfes dentro dos
planos anatbmicos; ndo utilizar cauterizacdo elétrica excessiva no
Pericardio e demais estruturas mediastinais; realizar sempre boa

hemostasia evitando a formacéo de coagulos no pds-operatoério; realizar
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a sintese cirargica sempre preservando os limites anatémicos dos

orgaos e os proprios planos, dentre outras medidas de rotina;

c) Agentes Quimicos: Tais agentes podem prevenir a formacéao de fibrina
através da inibicao da proliferacéo de fibroblastos. Muitos deles ja foram
avaliados para prevenir a formacdo de aderéncias teciduais de modo
geral, porém tém a sua efetividade limitada devido ao pouco
conhecimento sobre o0s processos celulares e subcelulares relacionados
ao recrutamento das células “T” (BINNEBOSEL et al., 2011). Os agentes
guimicos mais utilizados sdo os medicamentos anti-inflamatorios nao
esteroides, corticoides, antagonistas de histamina, antioxidantes,
bloqueadores dos canais de calcio, antibidticos, agentes fibrinoliticos,
anticoagulantes, hormodnios, colchicina vitaminas e drogas
imunossupressoras seletivas (HIZLI et al., 2014). A Bromelaina,
substancia proveniente do extrato de Abacaxi que contém Papaina e
outras enzimas proteoliticas, destaca-se pela atividade fibrinolitica. Tais
enzimas proteases sao as responsaveis pelos efeitos antitrombdéticos e
anti-inflamatérios da Bromelaina (SAHBAZ et al., 2015). Alguns estudos
experimentais com Oxido Nitrico demonstram que esse agente aumenta
a perfusdo tecidual local diminui a formacdo de aderéncias, pois é
responsavel por multiplas funcbes de iniciacdo, manutencdo e
modificacdo da resposta inflamatéria (KUTUK et al., 2012). O éxido
nitrico € produzido pelas células endoteliais e apresenta importante
funcdo de manter a perfusao tecidual local, evitar a adesao plaquetaria,
a degranulacdo de mastécitos e a producdo de radicais livres por
leucocitos (KUTUK et al., 2012). O Acafrdo da india possui o Curcumin
(pigmento amarelado), que tem sido reportado como possuidor de
efeitos  anti-inflamatérios,  anticarcinogénicos,  antiproliferativos,
antibactericidas e efeitos pré-apoptéticos. O Curcumin tem se mostrado
util em aumentar a atividade fibrinolitica da area lesada e promover a
migracdo de ceélulas. Também, inibe a secrecdo de FCEV e da
angiogénese mediada por esse Fator atuando na prevencdo da
formacao de aderéncias (TURKOGLU et al., 2015).;
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d) Barreiras Fisicas: Algumas barreiras fisicas, sélidas, liquidas ou
em forma de gel, tém sido usadas para prevenir o contato direto entre as
superficies teciduais traumatizadas. Alguns desses agentes tém sido efetivos,
porém eles apresentam algumas limitagdes. Como exemplo, podemos citar o
Politetrafluoretileno (PTFE) expandido (Preclude), que precisa ser removido na
eventual necessidade de uma segunda cirurgia. J& a Celulose Oxidada
Regenerada — COR (Interceed) necessita de refinada hemostasia antes da sua
aplicacdo. O Interceed e a Carboximetilcelulose/Acido Hialurénico — AH-CMC
(Seprafilm) séo barreiras fisicas aprovadas pelo Food and Drug Administration
(FDA) para a prevencao de aderéncias em humanos, contudo apenas intra-
abdominais e intrapélvicos. A despeito de o Seprafilm alcancar bons resultados
na prevencdo de aderéncias, ele ainda custa muito caro, especialmente em

paises com dificuldades econbémicas.

Figura 7 — Seprafilm

Fonte: Baxter International Inc.

Placas de Pericardio Bovino (PB) previamente tratados com Glutaraldeido
também foram utilizados como interface entre o epicardio e o Pericardio por alguns
servicos de Cirurgia Cardiaca, porém, ndo se mostraram eficazes devido
apresentarem propenséao a calcificacao e retracdo em médio e longo prazos podendo

provocar restricao a diastole cardiaca.
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As placas, telas ou membranas solidas de origem sintética como o PTFE,

0 COR e 0 AH-CMC necessitam de recortes para melhor adapta-los a superficie do

orgao que se pretende recobrir. Tais materiais permanecem inertes por periodo muito

prolongado, conferindo-lhes aspecto negativo a utilizagdo dos mesmos como interface
fisica entre 6rgédos.

Muitos materiais ja foram testados e utilizados como barreira mecéanica

entre tecidos de diferentes 6rgaos, porém, o material biolégico ou artificial ideal ainda

nao foi encontrado, dai a importancia da pesquisa exaustiva por novos materiais que

possam mitigar a formacao de aderéncias intracorpéreas.

Figura 8 — Membrana de PTFE

Fonte: Gore Technology.
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3 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a agua de coco possui propriedades terapéuticas que
fornecem beneficios no seu uso para a saude, por ser rica em diferentes fatores de
crescimento, vitaminas e ions. Em virtude de todas essas propriedades benéficas,
pesquisadores da Universidade Estadual do Cear4, em cooperacao técnico-cientifica
com a empresa ACP Biotecnologia, vém desenvolvendo varios bioprodutos a base de
agua de coco em po, tanto pelas diversas caracteristicas positivas da agua de coco
(PRADES et al., 2012a,b) — por exemplo, ela contém fatores de crescimento,
proteinas, sais, alcoois, carboidratos, vitaminas, gorduras neutras e minerais — como
pela abundancia e pela facilidade de obtencéo do produto. Entéo, justifica-se, neste
estudo, a formulacéo de gel a base de agua de coco em pé e 0 seu uso intrapericardico
em modelo animal com objetivo de evitar a formacao de aderéncias pericardicas apés

cirurgias cardiovasculares.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Evitar a formacao de aderéncias e fibroses intrapericardicas em pacientes
submetidos a cirurgia cardiovascular através da aplicagédo intrapericardica de ACP
Gel.

4.2 Objetivos especificos

Demonstrar, através de experimento in vivo, que ACP Gel tem
propriedades quimicas e fisicas para barrar ou mitigar a formagédo de fibroses
pds-operatorias com potencial para ser aplicado em pacientes humanos em cirurgias

cardiovasculares.
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5 MATERIAL E METODOLOGIA
5.1 A agua de coco

Liquido proveniente do fruto do Coqueiro (Cocos nucifera L). Quando o
fruto se encontra maduro, a 4gua tem paladar levemente adocicado e transparéncia
discretamente turva. E considerada uma solugéo natural, estéril e ligeiramente &acida,
apresentando um valor de pH que oscila entre 4.0 a 5.6, variando de acordo com a
idade do fruto, o tipo de linhagem e o grau de maturacdo (CAMPOS et al., 1996;
CHUMBIMUNI-TORRES; KUBOTA, 2006).

O coqueiro tem sido evidenciado como a mais importante palmeira
cultivada em todo o mundo (VIGLIAR; SDEPANIAN; FAGUNDES-NETO, 2006). E
produzido em mais de noventa e trés paises, sendo amplamente consumido (MOURA
et al.,, 2014). Do coqueiro tudo se aproveita, incluindo a raiz, o caule, a folha, a
inflorescéncia e o fruto (VIGLIAR; SDEPANIAN; FAGUNDES-NETO, 2006). A folha e
o tronco estdo relacionados a producédo de materiais de construcdo, principalmente
em paises tropicais, enquanto a raiz esta associada ao desenvolvimento de produtos
medicinais (PRADES et al., 2012a).

Figura 9 — Coqueiros

Fonte: Google, cedida por
Paraiso da Arvores.
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’ P\
Fonte: Google, cedida por Cursos CPT.

A agua de coco representa aproximadamente 25% do peso do fruto. A
composicao dela é de 95,5% de agua, 4% de carboidratos, 0,1% de gorduras, 0,02%
de célcio, 0,01% de fésforo, 0,5% de ferro, além de aminoacidos, vitamina C, vitaminas
do complexo B e sais minerais (BARROS; TONIOLLI, 2011). O volume de &gua foi
uma das principais caracteristicas que variaram com o estagio de maturacéo (TAN et
al., 2014).

Estudos compararam a composicdo quimica da agua de coco com
refrigerantes com e sem gas, chas, bebidas isotdnicas e solucdes de reidratacao oral
(VIGLIAR; SDEPANIAN; FAGUNDES-NETO, 2006). Uma das principais propriedades
da 4gua de coco é atribuida a sua atividade antioxidante, pela presenca de acido
ascorbico e glutationa (CESAR et al., 2015). Com aproximadamente seis a oito meses
de idade, o coco contém em torno de 400ml de agua (25% do peso), dependendo da
variedade do coqueiro.

A 4gua de coco também contém fatores de crescimento, proteinas, sais,
alcoois, carboidratos, vitaminas, gorduras neutras e minerais. Em sua composi¢céo
basica, possui eletrolitos diversos que promovem presséao osmoética, pH e densidade
similar a observada no sangue. Ela pode ser usada na reposicdo dos eletrolitos
eliminados pelo suor, como sAdio, potassio, magnésio e calcio (ARAGAO;
ISBERNER; CRUZ, 2001; FERNANDES et al., 2000). Os carboidratos contidos na
agua de coco de frutos frescos sdo predominantemente frutose e glicose (redutores),
que, com o avanco do estadio de maturacdo, sao transformados em sacarose (ndo
redutor) (ARAGAO; ISBERNER; CRUZ, 2001).
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Os produtos quimicos contidos no coco provocam interesse da industria e
do comércio, pois sdo potenciais aditivos alimenticios, inclusive, com acfes
antioxidantes naturais. Tais substancias, os alcoois, as cetonas, as lactonas, 0s
aldeidos e os ésteres, todos de cadeia curta de carbono, conferem aroma peculiar a
agua de coco, enquanto o sabor tem como responsavel o éster n-propiletanoato.
(FONSECA et al., 2009).

Figura 11 — Ciclo do coco

Flor 5 meses Depois disso, a 12 meses

Periodo ideal para quantia de agua O coco estd
) diminuieade
consumo daagua completamente seco

carne aumenta

Fonte: Google, cedida pela revista Super Interessante.

O coco leva de 11 a 12 meses para se tornar maduro (GANGULY, 2013).
Por volta do quinto més, ha a formacdo da camada gelatinosa no ndcleo com o
crescimento progressivo deste, ocorrendo a substituicdo da agua por células contendo
lipidios. No periodo de 12 meses, a agua representa entre 15% a 30% do peso do
fruto, e essa quantidade representa, no maximo, 300ml, dependendo do estagio de

maturacédo e da variedade do coco (PRADES et al., 2012a).

Figura 12 — Classificagdo do coco ao longo dos meses

Rank

3 6 9 11 13 Month

Fonte: Adaptada de Prades et al. (2012a).



Susténcias presentes na composic¢ao fisico-quimica da agua de coco:

Quadro 1 — Frutos com sete meses

Conteudo Quantidade
Sacarose (mg/100ml) 280,00
Glicose (mg/100ml) 2.378,00
Frutose (mg/100ml) 2.400,00
P (mg/100g) 7,40
Ca (mg/100g) 17,10
Na (mg/100g) 7,05
Mg (mg/100g) 4,77
Mn (mg/100g) 0,52
Fe (mg/100g) 0,04
K (mg/100g) 156,86
Acidez (% v/p) 1,11
pH 4,91
Solidos Totais (g/1009) 5,84
Brix 5
Vitamina C (g/100g) 1,20
Glicidios Totais (mg/100g) 3,46
Proteinas (mg/100g) 370,00
Valor Calérico (cal/100g) 27,51

Fonte: Rosa e Abreu (2000).

Quadro 2 — Aminoacidos presentes na agua de coco

Aminoacidos Concentracéao (g/ml)
Aspartico 5,4
Glutamico 78,7
Serina 65,8
Glicina 13,9
Asparagina 10,4
Treonina 26,3
Alanina 177,1
Glutamina 13,4
Histidina Tracos
Lisina 22,5
Arginina 16,8
Prolina 21,6
Valina 15,1
Leucina 31,7
Fenilalamina 10,2
Tirosina 3,1
y-aminobutirico 168,8
Hidroxiprolina Tracos
Homoserina 5,2
Metionina Tracos
Total 685,0

Fonte: Marques (1976).
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Figura 13 — Agua de coco na forma de gel

™™

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 Metodologia e cirurgia

Figura 14 — Coelhos castores

Fonte: Elaborada pelo autor.

ApOs a autorizacdo do Comité de Etica Animal para a utilizacéo de 10 (dez)
coelhos machos da raca Castor Rex com peso padrao de 3kg (em torno de 12 meses
de idade), sendo que 5 (cinco) exemplares compuseram a populacdo do Grupo de
Controle (G2) e 5 (cinco) compuseram o Grupo de Estudo com o ACP Gel (G1). Dois
animais do Grupo de Controle foram perdidos, pois foram a 6bito apds a inducéo
anestésica devido a dificuldade de intubacgéao, portanto ficaram de fora do experimento.

As trés cobaias restantes do Grupo de Controle foram todas operadas,
submetidas a toracotomia e a pericardiotomia para a inducéo de aderéncias e fibroses,
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sendo que estes exemplares n&o receberam o tratamento com ACP Gel. Os outros 5
coelhos vinculados ao Grupo de Estudo, que também tiveram a indugéo a formacao
de aderéncias e fibroses, receberam o tratamento da ACP Gel intrapericardica. Na
Sala de Cirurgia do Centro Cirargico do referido hospital, as cobaias foram
monitorizadas com ECG e oximetria pulsétil. Realizada a cateterizacdo venosa
periférica para a infusdo de medicacdes anestésicas e hidratacdo. Depois da indugéo
anestésica geral, foi realizada a intubac&o orotraqueal, as cegas. Posicionamento do
animal em decubito lateral direito. Tosa toracica lateral esquerda. Realizacdo da
assepsia e antissepsia toracica, desde a regido cervical até abaixo do rebordo costal
esquerdo, ao nivel umbilical. Incisdo transversa, acompanhando o trajeto costal, ao
nivel do 5° espaco intercostal esquerdo. Toracotomia por divulsdo tecidual e
rebatimento da musculatura peitoral esquerda. Seccdo do musculo serratil esquerdo.
Pleurotomia esquerda. Rebatimento do pulméo esquerdo. Pericardiotomia. Aspiracéo
de todo o liquido pericardico e realizacdo de fotografias e videos para posterior
avaliacdo e comparacdo macroscopica entre as duas fases do experimento. Nos trés
animais do Grupo de Controle, realizamos apenas escarificacbes no epicardio com
gaze seca para induzir a formacédo de aderéncias. O pericardio foi deixado aberto
devido a impossibilidade de aplicacdo de suturas e devido a possuir extrutura laminar
extremamente delgada, ao ponto de ser transltcido. Toracorrafia convencional. Para
0s animais objetos da investigacao cientifica, realizamos as mesmas escarificacdes
com gaze seca, porém, logo em seguida, fizemos a aplicacdo de 1ml de ACP Gel em
todo o saco pericardico e tecido epicardico de todo o coracéo, inclusive nos vasos da
base cardiaca. Revisdo da hemostasia. Drenagem toracica esquerda por sonda
temporaria de pequeno calibre introduzida por orificio contra-lateral a incisédo
transversa. Sutura costal. Sintese por planos. Curativo oclusivo. Reversdo da
anestesia geral. Extubac&o em sala cirdrgica. Transferéncia do animal a sala de pos-

operatorio.



Figura 15 — Coelho 1: Pericéardio e Epicardio normais

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 16 — Coelho 2: Pericardio e Epicardio normais

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 17 — Coelho 3: Pericéardio e Epicardio normais

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 18 — Coelho 4: Pericardio e Epicardio normais

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 19 — Coelho 5: Pericérdio e Epicardio normais

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 20 — Coelho 6: Pericardio e Epicardio normais

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 21 — Coelho 7: Pericérdio e Epicardio normais
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 22 — Coelho 8: Pericéardio e Epicardio normais

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Realizamos a reabordagem cirargica de cada animal operado apés
passados 30 dias da primeira operacdo, individualmente, porém sequenciadas.
Durante a segunda etapa das cirurgias, fizemos duas fotografias de cada coracéo e
videos para avaliacdo macroscopica. Em ato continuo, também foram colhidas duas
bidpsias de pericardio (2cm x 2cm) para exames histopatoldgicos.

Todos os animais foram submetidos a Toracorrafia da forma usual, depois,
extubados em sala de cirurgia, em seguida, conduzidos aos cuidados pés-operatorios
imediatos no proprio Centro Cirdrgico. Apos se encontrarem bem acordados e ativos,
foram reconduzidos ao biotério da Faculdade de Veterinaria da UECE. Ainda na
segunda etapa das cirurgias (re-operacdes), apos 20 dias de pés-operatdrio, um dos
animais apresentou sinais de infec¢ao no sitio operatério, foi tratado com antibiéticos
e anti-inflamatorio, porém foi a 6bito no 32° dia de P.O. Também perdemos um animal
no poés-operatério imediato da segunda fase do experimento devido a hemorragia
incoercivel, por provavel laceracdo do atrio direito durante a colheita das bidpsias
pericardicas, contudo sem prejuizo algum para o experimento, a observacdo dos

resultados e as conclusoes.

5.2.1 Andlise histopatolégica

Os fragmentos emblocados em parafina foram cortados com espessura de
5 micrdmetros e corados pela hematoxilina e eosina (HE) para andlise
semiquantitativa das alteracdes histoldgicas. Os parametros morfolégicos avaliados
foram fibrose e infiltrado inflamatdrio. A fibrose foi quantificada por histomorfometria
(ref).



Figura 23 — Bi6psia do Pericéardio

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 24 — Conjunto laminas estudo histopatolégico
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.2.2 Histomorfometria com Reticulo de Weibel para quantificacdo da fibrose na
coloracdo de HE e Tricromio de Masson

A quantificacdo das alteragcdes morfoldgicas foi feita pela contagem em
percentual por &rea em 10 campos de 400x de aumento, com reticulo acoplado a lente
ocular. A pesquisa da imunomarcacao de células ou expressao de moléculas foi
realizada em 20 campos com aumento de 400x aleatdrios, determinando-se 0 numero
de células marcadas e ndo marcadas, através do software AxioVision. Os resultados
da frequéncia de ceélulas marcadas foram expressos de acordo com a razdo
percentual de células marcadas/area e em percentual.

Figura 25 — Histomorfometria com Reticulo de Weibel
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Fonte: Junqueira e Carneiro (2004).

5.3 Logistica

Local: Hospital Veterinario Professor Sylvio Barbosa Cardoso — UECE,
situado a 03°47°43” S e 38°33'21” W.

Sala de Cirurgia: mesa operatoria para animais de pequeno porte,
monitorizagdo eletrocardiografica e oximetria pulsatil, Carro de Anestesia,
instrumental cirdrgico estéril e demais insumos operatorios. Fios cirargicos
gentilmente cedidos pela “Bioline Fios Cirurgicos Ltda”, Anapoles-GO e pela “Point

Suture Industria de Fios Cirurgicos Ltda”, Fortaleza-CE.
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Figura 26 — Instalagdes Hospital Veterinario UECE

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 27 — Sala de Cirurgia




Figura 28 — Monitoracdo em sala cirurgica
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 29 — Aspecto da anestesia geral
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 30 — Marcacao da toracotomia lateral esquerda

=" p

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 31 — Aspecto do campo operatorio

Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 32 — Aplicacéo intrapericardica de 1ml ACP Gel

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 33 — Toracorrafia (aspecto final)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6 RESULTADOS APOS SEGUNDA FASE (“F2”)

6.1 Grupo do Estudo (G1: Escarificacéo epicardico e pericardio + ACP GEL)

- Coelho 1: NAO formou aderéncias;
- Coelho 2: NAO formou aderéncias;
- Coelho 3: NAO formou aderéncias (Infec¢do 20° P.O. / Obito 32° P.O.);
- Coelho 4: NAO formou aderéncias;
- Coelho 5: NAO formou aderéncias.

Figura 34 — Re-op Coelho-5 G1-F2. ACP Gel intrapericardico impediu formar

aderéncias

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 35 — Coelho-5 G1-F2. Bidpsia pericardica

Fonte: Elaborada pelo autor.

6.2 Grupo de Controle (G2: Escarificacdo epicéardico e pericardio, sem ACP Gel)

- Coelho 6: Formou aderéncias;
- Coelho 7: Formou aderéncias (6bito no P.O.l. => Hemorragia);
- Coelho 8: Formou aderéncias (6bito no P.O.l => Depressao respiratoria).



Figura 36 — Coelho-8 G2-F2. Aderéncia pericérdica incipiente

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 37 — Coelho-6 F2-F2. Aderéncia

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Quadro 3 — Sistema de Classificacdo de Aderéncias

Escore de aderéncias Caracteristicas
0 Sem Aderéncias.

Aderéncias frouxas: Sao facilmente desfeitas
I com dissecc¢do romba; tém um plano espumoso
caracteristico entre as superficies envolvidas e
apresentam pouco sangramento.

Aderéncias intermediarias: Sao desfeitas com
Il disseccdo romba mais agressiva ou com
utilizacdo de pouca dissecc¢do cortante; tém um
plano identificavel entre as superficies e resulta
em sangramento moderado.

Aderéncias firmes: SO0 se desfazem com
i disseccdo cortante; ndo tém um plano bem
definido entre as superficies e sangram
facilmente.

Fonte: Daroz (2008).

Figura 38 — Percentual de fibrose no tecido pericardico de todos coelhos
tratados ou néo tratados com ACP Gel, corados por hematoxilina-eosina (A) ou

tricromico de Masson (B)

A B

ACP GGa Cantrala AP Gel Controla

Teste t de Student.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 1 — Média e somatorio dos rankings do grau de severidade da
inflamacé&o e da escala de espessura do pericardio de coelhos tratados ou néo
tratados com ACP Gel

; Sum of ,
Variavel N Mean Rank Ranks Sig.
Inflamacao
ACP Gel 5 5,40 27.00 a
Controle 3 3,00 9,00 a
Espessamento
pericardico
ACP Gel 5 420 21.00 a
Controle 3 5,00 15,00 a

Testa da Mann-Whitney

Fonte: Elaborada pelo autor.

Com relacdo aos dados obtidos nos exames histopatologicos realizados

nas biopsias pericardicas:

e Laudo Histopatolégico do examinador 1

- Coelho 1: foi identificado, neste material em analise, discreto infiltrado
inflamato6rio com presenca de poucos macrofagos (infiltrado histiocitico).
Observaram-se areas extensas de formacao de novos vasos na camada
subepicérdica e de formacédo de um novo tecido vascular delicado, com
caracteristicas morfolégicas de vasos linfaticos, que formavam lacunas
repletas de hemacias, apresentando-se como uma area hemorragica,
semelhante a areas multifocais coalescentes de teleangectasias.
Encontraram-se, de forma geral, poucos macrofagos espumosos, com
citoplasma mais abundantes e nucleos mais centralizados e ativos;

- Coelho 2: foi identificado, neste material em analise, discreto infiltrado
piogranulomatoso, basicamente de neutrofilos e macrofagos.
Observaram-se extensas areas hemorragicas na camada subepicardica
e também em areas multifocais coalescentes, de modo moderado no
miocardio, com hemossiderose discreta, apresentando pouca formacéo
de novos tecidos vasculares;

- Coelho 3: foi identificado, neste material em analise, discreto infiltrado

piogranulomatoso, basicamente de neutrofilos e macrofagos.
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Observaram-se discretas areas hemorragicas na camada subepicérdica
paralelas ao epitélio do epicardio, com hemossiderose discreta,
apresentando pouca formacao de novos tecidos vasculares;

- Coelho 4: foi identificado, neste material em analise, discreto infiltrado
histiocitico, com areas nitidas de fibroplasia e reparo tecidual na camada
subepicéardica, ndo sendo encontrados neutrofilos, porém com focos
discretos de macréfagos repletos de substancia dourada acastanhada
em seu citoplasma, semelhante a hemossiderina;

- Coelho 5: sem alteracbes evidentes. Identificaram-se apenas regides
focais de infiltrado histiocitico na camada subepicérdica;

- Coelho 6: foi identificado, neste material em analise, discreto infiltrado
histiocitico, com presenca de tecido conjuntivo frouxo na camada
subepicardica de modo moderado, com discretas é&reas focais
hemorragicas;

- Coelho 7: foi identificado, neste material em analise, discreto infiltrado
piogranulomatoso de modo multifocal coalescente com presenca
discreta de neutréfilos e macréfagos. Observaram-se extensas areas
com vasos ingurgitados com focos hemorragicos na camada
subepicardica e em &reas multifocais coalescentes no miocérdio,
apresentando focos discretos de macréfagos repletos de substancia
dourada acastanhada em seu citoplasma, semelhante & hemossiderina;

- Coelho 8: foi identificado, neste material em analise, discreto infiltrado
histiocitico, encontrado em areas focais e multifocais coalescentes com
presenca moderada de macréfagos e tecido cicatricial, apresentando

raros neutréfilos e discretas areas focais hemorragicas.

e Laudo Histopatolégico do examinador 2

1% 2% Espess. Descricao

Identificac&o | Fibrose | Fibrose/ | Inflamacéo | Peric Histopatologica

[/ HE Masson

Coelho 1

Fragmentos de pericardio

exibindo espessamento
19,5 17,1 3 2 fibroso e apresentando
acentuado infiltrado
inflamatério misto

representado por macréfagos,
linfécitos, plasmécitos,
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neutréfilos e moderada
guantidade de eosindfilos.

Observa-se ainda
neoformacéao vascular,
congestéo, focos

hemorragicos e depésitos de
fibrina na superficie.

Fragmentos de pericardio

exibindo espessamento
Coelho 2 18,6 20,7 fibroso e discretpo infiltrado
inflamatorio misto
representado por macréfagos,
linfécitos, plasmécitos,
neutroéfilos e moderada
guantidade de eosindfilos.
Observa-se ainda
neoformagdo vascular,
edema, congestdo e focos
hemorragicos
Fragmentos de pericardio
exibindo espessamento
Coelho 3 14,2 14,3 fibroso e apr:resentando
acentuado infiltrado
inflamatorio misto
representado por macréfagos,
linfocitos, plasmécitos,
neutroéfilos e moderada
guantidade de eosindfilos.
Observa-se ainda
neoformagdo vascular,
congestéo e focos
hemorragicos.
Fragmentos de pericardio
exibindo espessamento
Coelho 4 18,6 15,8 fiboroso e  apresentando
moderado infiltrado
inflamatério misto
representado por macréfagos,
linfdcitos, plasmécitos,
neutréfilos e moderada
quantidade de eosindfilos.
Observa-se ainda
neoformacao vascular,
congestéo, focos
hemorragicos e moderada
proliferacéo de células
mesoteliais.
Fragmentos de pericardio
exibindo discreto
Coelho 5 7,6 4.8 espessamento fibroso focal e
apresentando moderado
infiltrado inflamatério misto
representado por macréfagos,
linfécitos, plasmécitos,
neutréfilos e  eosindfilos.
Observa-se ainda
neoformacgéo vascular,
congestao e focos
hemorragicos.
Fragmentos de pericardio
exibindo espessamento
Coelho 6 27,6 35,2 fibroso e discreto infiltrado
inflamatorio misto
representado por macréfagos,
linfocitos, plasmécitos,
neutréfilos e eosindfilos, com
predominio dos
mononucleares. Observa-se
ainda neoformacado vascular,
congestéo, focos
hemorragicos e depésitos de
fibrina na superficie.
Fragmentos de pericardio
exibindo espessamento
Coelho 7 19,2 28,1 fibroso e discreto infiltrado
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inflamatério misto
representado por macréfagos,
linfocitos, plasmécitos,
neutréfilos e eosindfilos, com
predominio dos
mononucleares. Observa-se
ainda neoformacdo vascular,
edema, congestdo, focos
hemorragicos e depésitos de
fibrina na superficie.

Coelho 8 36,4

31,1

Fragmentos de pericardio

exibindo espessamento
fibroso e apresentando
moderado infiltrado
inflamatorio misto
representado por macréfagos,
linfocitos, plasmécitos,

neutréfilos e moderada
quantidade de eosindfilos.

Observa-se ainda
neoformagdo vascular,
congestéo, focos
hemorragicos, moderada

proliferagéo de células
mesoteliais e depoésitos de

fibrina na superficie.

Tabela 2 — Parametros para classificacao

Variavel

Descritor

% de Fibrose no HE

percentual de fibrose no tecido pericardico
de cada caso

% de Fibrose no Masson

percentual de fibrose no tecido pericardico
de cada caso

Inflamacéo

1 sem inflamacgéo
2 inflamagéo leve
3 inflamagéo moderada

4 inflamacéo acentuada

Espessamento Pericardico

Fonte: Elaborada pelo autor.

0 menor que 1Imm

1 espessamento maior que 1mm e menor
que 2mm

2 espessamento maior que 2mm e menor
que 3mm

3 espessamento maior que 3mm



Figura 39 — Coelho 5. Pericardio normal (400x)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 40 — Coelho 2. Pericardio normal (100x)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 41 — Coelho 8. A: Fibrose pericardica (HE 100x). B: Proliferacdo

fibroblastos (HE 400x). C: Detalhe deposicao superficial de fibrina no
Pericardio (HE 400x)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 42 — Coelho 1. A: Infiltrado inflamatério. B: Detalhe do infiltrado
predominantemente eosinofilico (HE 630X). C: Neoformagao vascular e tecido

de granulagéo

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 43 — Coelho 6. Coloragéo Tricromio de Masson. A: Fibrose pericéardica
acentuada. B: detalhe. C: Fibrose pericardica moderada com edema e focos

hemorragicos. D: detalhe

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 44 — Coelho 4. Proliferacdo mesotelial foram encontrados. A: Viséo

panoramica. B: Detalhe no aumento de 400X (HE)

Fonte: Elaborada pelo autor.



61

Figura 45 — Comparativo: Fibrose pericérdica incipiente em A (HE) e em B
(Masson). No detalhe, pericardio normal, sem fibrose (100x). C e D: aumento
de 400x

Fonte: Elaborada pelo autor.

Cohen propds quantificar a magnitude do efeito em: Pequeno (d = 0.2 —
0.3), Médio (d = 0.5 —0.8) e Grande (d = maior que 0.8). Isso significa que, num valor
de 0.5, as diferengas entre os dois grupos sao equivalentes a 1/2 DP, um valor de 1
significa que a diferenca é igual a 1 DP, 2 indica que eles diferem em 2 DP e assim
por diante. O d de Cohen é uma medida de tamanho de efeito usado para comparacao
entre duas médias. Informa quantos Desvios-Padrdo (DP) de diferenca existem entre

os resultados dos dois grupos em comparagao.
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Figura 46 — Histograma de distribuicdo das duas técnicas utilizadas no

experimento através do teste de Cohen

Cohen'sd: 1.9

(DI 12.0)

S/ ACP Gel

o)
% 4
T

¥ Fibrose [HE

¢Cohensi vrobabslity of Supcfiont
Fonte: Elaborada pelo autor.

Com um d de Cohen de 1,9,96,9% do grupo sem ACP Gel, estara acima
da média do grupo ACP Gel e h4 90,7% de chances de que uma pessoa escolhida
aleatoriamente do Grupo de Tratamento tenha uma pontuacao mais alta do que uma
pessoa escolhida aleatoriamente do Grupo de Controle (probabilidade de

superioridade).
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7 DISCUSSAO

Sabe-se bem que a formacdo de aderéncias e fibroses pericardicas pos-
operatorias de cirurgias cardiovasculares realizadas previamente sdo inevitaveis e
podem ocorrer em varios graus, dependendo de alguns fatores inerentes ao paciente
e das técnicas cirurgicas empregadas.

Considerando que o desequilibrio entre a deposicao de fibrina e sua propria
dissolucéo pelos mecanismos de defesa do organismo é o gatilho para o surgimento
de aderéncias (BROCHHAUSEN et al., 2012), foi utilizado o ACP Gel como interface
e barreira fisico-quimica entre o Pericardio e o Epicardio de coelhos com o objetivo de
mitigar tais aderéncias que redundam em fibrose pericardica e epicéardica.

A despeito das dificuldades inerentes ao manuseio do animal escolhido
para o experimento, como a intubagao orotraqueal que é feita as cegas (dois animais
foram a Obito por hipdéxia apds a inducdo anestésica), também devido ao Pericardio
ser extremamente delgado e translicido; ainda, pela frequéncia cardiaca ser
extremamente elevada (média de 150 bpm), conseguimos realizar o experimento e
tirar conclusdes bastante promissoras.

O tempo de observacdo (30 dias) se mostrou satisfatério, porém
acreditamos que mais tempo entre as duas etapas do experimento podera conferir
mais confiabilidade aos resultados encontrados. Embora o objetivo deste experimento
seja a observacao da efetividade ou ndo do ACP Gel como interface para evitar a
fibrose, outro ponto que podera ser objeto para futuras observacfes é a quantificacédo
das fibroses encontradas nos dois grupos de trabalho, ja que a qualificacao delas nos
foi fornecida pelos exames histopatoldgicos.

O d de Cohen (FIGURA 46) é uma medida de tamanho de efeito usado
para comparacao entre duas médias. Informa quantos Desvios-Padrao (DP) de
diferenca existem entre os resultados dos dois grupos em comparacao. Isso significa
que, num valor de 0.5, as diferencas entre os dois grupos sao equivalentes a 1/2 DP,
um valor de 1 significa que a diferenca é igual a 1 DP, 2 indica que eles diferem em 2
DP e assim por diante. Quanto mais alto o valor, maior o efeito. Também significa que,
se a diferenca entre as médias de dois grupos for menor que 0,2 DP, a diferenca é
desprezivel, mesmo que seja estatisticamente significativa. E necessario atenta-se

para o fato de que um efeito “grande” ndo é necessariamente melhor do que um efeito
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“‘pequeno”, especialmente em ambientes onde pequenas diferengas podem ter um
grande impacto.

Com relacdo aos achados fotograficos realizados no transoperatério das
primeira e segunda fases para observacdo macroscopica, a despeito de o coracao do
coelho ser bastante diminuto, equivalente ao tamanho de ovo de codorna, também,
devido a elevada frequéncia cardiaca e a necessidade de manter o animal vivo,
conforme previsto na solicitacdo ao Comité de Etica Humana e Animal da UECE,
consideramos que houve alguma limitacdo no registro fotografico, embora néo tenha
havido prejuizo algum para a elaboracdo das conclusdes, ja que 0 registro
macroscopico realizado pelo observador cirurgido corroborou o0s achados
histopatolégicos.

Ambos os laudos dos exames histopatoldgicos foram realizados por
profissionais bastante experientes da Patologia Veterinaria e Humana, sendo em
duplo cego. Dentre as laminas estudadas, sobressaem-se as laminas do Coelho 5,
sem evidéncias de espessamento pericardico e pequena formacédo de fibrose,
também as laminas do Coelho 8, em situacéo oposta, apresentando espessamento
pericardico importante e muita fibrose.

Medidas importantes na prevencdo de aderéncias e fibroses incluem
cuidadosa manipulacdo cirtrgica, uso de agentes quimicos e barreiras mecéanicas
(QUININO et al., 2013). Drogas anti-inflamatérias, drogas antiangiogénicas, ativador
do plasminogénio tecidual, mitomicina C, vitamina E tém demonstrado reduzir a
formacao de aderéncias (HOARE et al., 2014).

Lalountas et al. (2012) avaliaram o uso de um novo filme denominado
statofiime (atorvastatina associada a carboximetilcelulose) na prevengdo de
aderéncias intraperitoneais pds-operatérias e concluiram que tal filme apresentou
reducdo de aderéncias em modelo cecal em ratos. Muitos métodos e substancias
antiaderéncias ja foram testados para reduzir a formacao de fibroses, porém, somente
depois da descoberta das barreiras poliméricas, é que os resultados se tornaram mais
consistentes e reprodutiveis.

Diante desse desafio, o desenvolvimento de um bioproduto natural,
comprovadamente benéfico ao ser humano, com propriedades fisico-quimicas que
favorecem o processo equilibrado de cicatrizagcéo, de baixo custo, apresenta-se na
atualidade como um ramo bastante promissor para mitigar tal problema justificando-se

a pesquisa em tela ora realizada. Nesse sentido, o desenvolvimento de produtos
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naturais para auxiliar na prevencdo de aderéncias poés-cirdrgicas mediastinais vem
sendo pesquisado como alternativa mais efetiva e mais barata. O ACP Gel é de facil
aplicacdo na pratica clinica, além de apresentar custo-beneficio favoravel (R$

200,00/litro), em comparacao com o Seprafilm (06 peliculas por R$ 2.000,00).



66

8 CONCLUSAO

ApOs a observacdo macroscopica intraoperatdria, visualizacdo das
fotografias e dos videos que foram realizados no transoperatorio e leitura
histopatolégica das laminas das biopsias realizadas, pode-se concluir que o ACP Gel
apresenta fortes indicios de que funciona bem como agente fisico-quimico na interface
pericardico-epicardica, impedindo a formacéo de aderéncias e posterior fibrose a curto
prazo, apos 30 dias da manipulagéo cirdrgica cardiaca.

Todavia, ha necessidade de se realizarem estudos prospectivos a médio e
longo prazos com objetivos de qualificar e quantificar o tempo de atividade do ACP
Gel e da propriedade de ele se manter como interface entre os tecidos mediastinais.

Por fim, o ACP Gel se mostrou bastante promissor para o uso futuro em
humanos com o objetivo de mitigar ou evitar aderéncias pericardicas em pacientes

operados do coragao.
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