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RESUMO - Objetivo: Pesquisar a eficacia da submucosa de intestino delgado (SID) porcina
como enxerto para reparo de lesdes em esdfago cervical de cdes. M étodos. Foram operados 10
cdes. Ressecou-se parcialmente uma porgéo da parede anterior do esdfago que foi substituida por
um enxerto de SID. Avaliaram-se aresisténciatensiométrica, 0 aspecto macroscdpico, aregeneracao
tecidual eaconcentracéo de colégeno da porgéo esofdgicaonde seimplantou o enxerto. Resultados:
N&o houve infeccdo, fistula ou estenose. Verificou-se ganho semelhante de resisténcia do esbfago
operado em relagdo ao controle: 31.84N contra28.60N em média (p=0,593). A macroscopiarevelou
cicatrizagdo completa com pouca retragdo tecidual. O estudo anatomo-patol égico por HE mostrou
re-epitelizagdo completa da mucosa, proliferagdo vascular discreta a moderada e proliferacéo
fibrobléasticaintensa. Naandlise do coldgeno pel o Sirus-red obteve-se em média 54.04% de col&geno
tipo 1, 16,04% de colégeno tipo 111 e 71.58% de coldgeno total. Conclusdo: A SID mostrou ser, no
cdo, um enxerto eficaz no reparo de lesdes maiores do esbfago, apresentando-se resistente ainfeccéo
e argeicdo. A SID deve ser, portanto, considerada opcao importante no tratamento destas |esdes.

DESCRITORES - Lesfes. Esdfago. Submucosa. Cirurgia experimental.
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Introducéo

O esbfago € a porgéo do trato digestério que
comunicaafaringe ao estbmago. Divide-se em esdfago
cervical, torécico e abdominal®. Caracteriza-se por ndo
apresentar serosa?. As perfuragfes traumaticas séo
responsaveis por considerdvel fracdo das lesbes
esofégicas e normalmente esto associadas a lesfes
vasculares, neurol égicas e de vias aéreas®**8. O reparo
de lesBes esofagicas com perda significante de tecido
esta associado a grande morbidade e mortalidade®*.
Pequenas |esdes detectadas precocemente podem ser
tratadas com sutura priméria. Podem ser também
refor¢adas com retalhos de musculos vascularizados,
bem como enxertos de pleura parietal, fundo do
estdmago, aorta porcina descelularizada, entre
outros®+78, Resseccdo segmentar e anastomose término-
terminal primaria so condutas de excegdo e requerem
extensa dissec¢do e mobilizacdo do esdfago. A tensdo
nalinhade suturanum érgdo sem serosacom freqiiéncia
propicia a formagéo de fistulas e estenoses®#*°. Em
muitas situagdes o paciente apresenta-se clinicamente
instavel havendo anecessidade de umaterapéuticargpida
e de féacil execugcdo. Em lesdes diagnosticadas
tardiamente, certo grau de necrosetecidual podejaestar
instalado e extenso debridamento pode ser necessario,
causando mais perda tecidual®4. O uso de exclusdo
esoféagica predispde a necessidade de gastrostomia,
esofagostomia e/ou alimentagdo parenteral e esta
rel acionado aelevado coeficiente de mortalidade®#°01%,
A submucosa de intestino delgado de suinos (SID) é
uma matriz colégena extracelular®> que vem sendo
utilizada com bons resultados no reparo de tecidos
vasculares®?, do aparelho urinario®, daparede abdomi-
nal®® e das cartilagens'®, entre outros. Segundo diversos
autores, a SID apresenta caracteristicas proprias que
proporcionam a ela vantagens em relagdo aos demais
enxertos biolégicos. Dentre elas estdo a presenca de
glicosaminoglicanos que conferem bioatividade a
diversas citocinas e fatores de crescimento que atuam
na revascularizagdo e cicatrizagdo de ferimentos'’. O
fator de crescimento do endotélio (VEGF) induz a
formagao de estruturas similares acapilaresfenestrados
na matriz de fibrina, promovendo neovascularizagéo
local®®. O fator de crescimento derivado de plaguetas
(PDGF) atua na proliferacéo fibroblastica®* e é
suplementado pelaimediata deposi¢éo de fibronectina,
responsavel primériapelo recrutamento e pelaretencéo
das células do hospedeiro que povoardo o local da
ferida???. Com relagé@o a resposta imune da SID,

observou-se que esta € restrita aos linfécitos T-hel per
2, que ativam interleucinas que produzem anticorpos
ndo ligados a complementos e, conseqlientemente, Nn&o
ha uma rejeicdo tipica do tecido implantado®2+. A
resisténcia a infecgdo esta provavelmente correlacio-
nada ao rico e rgpido desenvolvimento de suprimento
sangliineo®. A SID ja foi utilizada como enxerto no
reparo de lesdes esofagicas em cées. Apresentou baixo
grau de estenose, epitelizacdo completa, organizagdo
das fibras musculares e moderada vascul arizag&o®. As
promissoras caracteristicas da membrana submucosa,
0s bons resultados descritos na literatura em relacéo a
sua aplicacdo, a morbidade das lesfes esofagicas e a
auséncia de um consenso em relagdo a seu tratamento
nos motivou a pesquisar, experimentalmente, aeficacia
da SID porcinacomo enxerto parcial no reparo delesbes
com perda de substancia do esdfago cervical em caes.

M étodos

O enxerto de submucosa de intestino delgado de
suino € obtido da seguinte maneira: uma porc¢éo do
jejuno éremovidadentro de 10 minutos apdsaeutanasia
do animal eimediatamente colocadanumasolugdo salina
a0,9%. O segmento inicialmente € invertido e atinica
mucosa € mecanicamente removida; posteriormente é
re-invertido e tanto a serosa quanto a tdnica muscular
s30 removidas. E entfo obtido um fino e transltcido
tecido composto da submucosa. Irriga-se com solugéo
salina a 0,9% e conserva-se em solucdo de sulfato de
neomicina 10%.

Dez cées mesticos, com peso entre 10 e 20 Kg,
foram mantidos no Biotério daPUCPR e 0 experimento
foi realizado no Laboratério de Técnica Operatéria e
Cirurgia Experimental daPUCPR

Sob anestesia, realizou-se cervicotomia paratra-
queal esquerda de 8 cm ExplOs-se 0 esdfago e de sua
parede anterior, ressecou-se uma porgao eliptica de
aproximadamente 3,5cm de comprimento, correspon-
dendo a um terco da circunferéncia total do 6rgéo
(Figural). Redlizou-se o reparo dalesdo com o enxerto
composto de dois folhetos de SID de 3x4cm, que foi
fixado a brecha feita no esdfago com sutura continua
entre o enxerto e as camadas mucosa e submucosa do
esdfago. Usou-se fio de poliglecaprone 25(Mono-
cryl®)4.0 (Figuras 2 e 3). Fez-se a sintese da pele com
fio monofilamentar de nailon 3.0 (Mononylon®), com
pontos & Donatti. A lesfo foi induzida e corrigida no
segmento superior do esbfago cervical. O segmento
inferior foi utilizado como controle.
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FIGURA 3- SID aplicadaao esdfago.

Avaliaram-se os resultados apds sessenta dias,
quando fez-se a eutandsia aos animais. Analisaram-se
0S aspectos. macroscopi co, microscopico (regeneragdo
tecidual, vascularizagdo, incorporagdo do enxerto,
fibrose, inflamagdo e colédgeno) e tensiomeétrico.
Realizou-se a tensiometria no Laboratério de Andlises
Destrutivas da PUCPR através do equipamento EMIC®,
onde se avaliou a for¢ca méxima de ruptura. Analisou-
se a forca méxima de ruptura da porgdo superior
(esofagoplastia) e da inferior (esbfago normal). Na
andlise estatistica adotou-se o teste ndo-paramétrico
de Wilcoxon?’. Um vaor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significante.

Analisou-se aregeneracdo epitelial, avasculariza-
¢do, afibrose, ainflamagdo eaincorporagdo do enxerto
em cortes histol6gicos corados pela Hematoxilina-
Eosina, enquanto que aconcentragéo do colégeno, pelo
Sirus-Red. Avaliou-se neste Ultimo a presenca de

FIGURA 2 — SID sendo fixada a brecha produzida no eséfago.

colageno tipo | — (fibras mais espessas, fortemente
birrefringentes e vermelho-alaranjadas) e colégenotipo
Il — (fibras finas e dispersas, pouco birrefringentes e
esverdeadas). As imagens foram capturadas numa
camera Sony CCD 101 e transmitidas para um monitor
colorido Trinitron Sony. Utilizou-se 0 aplicativo Image-
Pro® Plus versdo 4.5 para Windows® da Media
Cibernetics num computador da linha Pentium. Leu-
se a porcentagem de coldgeno em 3 campos com au-
mento de 200 vezes, obtendo-se a média de cada corte
examinado.

Iniciou-se a alimentagdo com 24 horas de pos-
operatério, com uma dieta pastosa (Sustagemd). Este
alimento foi ingtituido durante 5 dias, quando entdo os
cdespassaram aser alimentados com aragdo tradiciona.
N&o foi administrada antibioticoterapia.

Resultados

N&o houve infecgdo, fistula ou estenose. Os caes
alimentaram-se precocemente. A tensiometria
demonstrou ganho de resisténcia do tecido onde se
implantou o enxerto, umavez quearesisténciaaruptura
foi semelhante ao controle, com discreta tendéncia a
ser maior. A ruptura ocorreu, em todos 0s animais,
craniddmente ao local de implantagdo do enxerto. A
média da forca de ruptura foi de 28,60 N na metade
inferior do esbfago cervical (controle) e de 31.84 N na
metade superior (com enxerto). (Tabelas 1 e 2)
(p=0,593).

TABELA 1 — Tensiometria das porc¢des esofagianas de controle (Newtons).

Forca Méaxima (N) — Controle

Céol 15.87 Céo 6 23.67
Céo2 30.69 Cao7 27.94
Céo 3 40.24 Céo 8 29.99
Céo4 22.10 Céo9 37.02
Céo5 30.21 Céo 10 28.28
Média = 28,60 N
Desvio Padrdo = 6.66
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TABELA 2 — Tensiometria das por¢des esofagianas com enxerto SID (Newtons).

Forca Méxima (N) — Com Enxerto SID
Céo1l 23.37 Cé6 31.16
Cén2 42.37 Céo7 28.45
Cé3 37.24 Cé8 30.44
Cén4 26.64 Cé9 41.22
Cé5 32.65 Céo 10 24.87

Média  =3184N

Desvio Padrdo = 6.38

O aspecto macroscopico demonstrou o local do
enxerto ja cicatrizado, com cobertura completa da

camada mucosa. Externamente ndo foi possivel
identificar cicatriz na camada muscular (Figura 4).

FIGURA 4 — Segmento de estfago, visto pela sua superficie
mucosa, demonstrando a &rea do enxerto.

O estudo anatomo-patoldgico pela coloragdo HE
revelou re-epitelizacdo completa e incorporagdo do
enxerto em todos os casos (Figura 5). A proliferagéo
fibroblastica foi intensa em 80% dos cdes e moderada
em 20%. Em relagdo a proliferagdo neovascular, esta
foi moderada em 30% dos casos e discreta, em 70%.
A resposta inflamatéria por monomorfonucleares foi
ausente na maioria dos cées (60%). Em 20% foi

mucosa totalmente epitelizada.

FIGURA 5 — Fotomicrografia de area de enxerto demonstranto

discreta e nos outros 20%, moderada. Em 30% dos
caes a resposta histoldgica foi a ideal para todos os
parémetros analisados (re-epitelizagcdo completa,
incorporacdo do enxerto, neovascul arizagao, inflamacéo
eproliferacdo fibrobl&stica). Nosdemais 70% aresposta
foi quase a ideal considerando-se 0s 5 parametros
avaiados (Tabelas 3 e 4).

Lo O
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TABELA 3 — Estudo histopatol 6gico (HE). Regeneragdo completa da mucosa.

animal fibrose iimmn reepitelizagéo Proliferagéo Vascular
Céol 3 1 3 1
Céo2 2 2 3 1
Céo3 3 2 3 1
Céod 3 0 3 1
Céo5 2 1 3 1
Céob 3 0 3 2
Céo7 3 0 3 1
Céo8 3 0 3 2
Céo9 3 0 3 1
Céo10 3 0 3 2

Grau 0 = ausente  Grau 1 = discreta
Grau 2 = moderada Grau 3 = intensa/completa
iimmn: inflamag&o induzida por monomorfonucleares

TABELA 4 - Variaveis histopatol égicas: percentua dos fatores analisados.

classificacdo fibrose inflamag&o (iimmn) reepitelizacdo Proliferac8o vascular
Ausente 0 (0%) 6 (60%) 0 (0%) 0 (0%)
Discreta 0 (0%) 2(20%) 0 (0%) 7 (70%)
Moderada 2 (20%) 2 (20%) 0 (0%) 3 (30%)
Intensa 8(80%) 0 (0%) 10 (100%) 0 (0%)

A quantificago do coldgeno pelacoloragdo Sirus-  54,04%. A de coldgeno tipo 111 oscilou entre 7,08% e
red demonstrou haver maior porcentagem de coldgeno  30,09% (média de 16,04%) e a de colageno total, entre
tipo 1. em 90% dos esbfagos. A concentragdo de  39,28% e 93,12% (média de 71,58%) (Tabela 5). Os
colégeno tipo | entre 18,02% e 80,89%, com médiade intervalos de confianca s8o demonstrados na tabela 6.

TABELA 5 — Percentagem da &rea da ferida ocupada por colageno.

Animd Colageno Imaturo ( 111) Colégeno Maduro (1) Colageno Total
Cao1l 16,05 % 30.84 % 46,90 %
Céo 2 10,47 % 76,76 % 87,23 %
Céo 3 30.09 % 30.52 % 60.61 %
Cao 4 26.91 % 37.59 % 79.07 %
Cao5 09.32 % 36.71 % 45,93 %
Céo 6 21.53 % 18.02 % 39.28 %
Cao7 07.08 % 80.89 % 88.69 %
Céo 8 12.35 % 80.77 % 93.12 %
Cao 9 15.18 % 74.71 % 89.89 %
Céo 10 11.47 % 73.66 % 85.13 %

MEDIA 16.04 % 54.04 % 71.58 %
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TABELA 6 — Intervalos de 95% de confiancga para os percentuais médios de col&geno.

Vaiéve Média Vdor Vaor Desvio Intervalo de 95%
Minimo Maximo Padr&o de Confianga

Colégeno 11 (%) 16,05 7,08 30,09 7,727 (10,52;
21,57)

Coléageno | (%) 54,05 18,02 80,89 25,218 (36,01;
72,09)

Colégeno tota (%) 71,59 39,28 93,12 21,101 (56,49;
86,68)

Discussao

Grandes|esdes esof agicas com significativaperda
tecidual sdo preocupantes e de dificil tratamento®™™.
Requerem técnicas inovadoras e apresentam elevada
morbidade. Em setratando devitimasdeferidastraumé
ticas, as quais normal mente apresentam |lesdes associa
das como dos grandes vasos do pescogo, traquéia e
coluna cervical, as chances de sobrevida e qualidade
de vida sdo melhores quando o reparo dalesdo é reali-
zado de maneira concreta e definitiva e num menor
espaco de tempo. O reparo primario é vidvel somente
em lesBes peguenas e recentes, pois, do contrério, as
técnicas de exclusdo e estomizagdo poderdo predispor
a posteriores procedimentos de reconstrucdo, mais
extensos, como as interposic¢des gastrica e coloni-
ca*®5919 Mesmo com 0 avango da terapia intensiva e
dos antibi éticos, que diminuiram os indices de mortali-
dade, os custos e a morbidade continuam altos.

Bons resultados foram obtidos recentemente com
diferentes tipos de enxerto para reparo de laceractes
esofagicas, como 0 uso da propria submucosa de intes-
tino delgado®, o uso de pele humana descel ul arizada?®
e de aorta porcina descel ularizada’.

O enxerto que empregamos no reparo de lesbes
esof agicas cervicai s pode ser obtido facil e rapidamente,
com baixo custo. A SID proporciona uma barreira no
sitio da lesdo enquanto, rapidamente pela matriz
colégena, o tecido local cresce e se regenera, tomando
seu lugar'®2,

A tensiometria das pegas esoféagicas demonstrou
gue aos 60 dias a forca necesséria para ruptura
semelhante nas areas com enxerto, a das &reas
controle. 1sso significa que a resisténcia do material
se apresenta adequada a curto-médio prazo. Badylak
(2000) relatou ser olocal do enxerto discretamente mais
resistente do que o es6fago normal num estudo
semel hante®.

A histologiaevidenciou proliferagao fibroblastica
intensa em 80% dos casos'®. 1sso representa que
ocorreu excelente cicatrizagdo do local do enxerto,
confirmando o resultado do estudo tensiométrico. Houve
re-epitelizagdo completa da mucosa em 100% dos
casos?, no entanto, ndo foi possivel avaliar com
precisdo a regeneracdo da camada muscular®2; para
isto serd necessdria contagem de células através de
imunohistoquimica. Segundo Badylak (2000), ha uma
organizacso rel ativa da camada muscular quando aSID
€ implantada no esdfago. Quanto a neovascularizagdo,
esta foi de discreta a moderada®"'#% . |sto foi
considerado bom para um 6rgdo que certamente
apresentou desvascularizagdo importante ao ser
manuseado e é, naturalmente, pouco angiogénico. A
incorporagéo do enxerto foi completa em 100% dos
casos e a resposta inflamat6ria, aos 60 dias, foi nula
na maioria dos animai 24192022

Os resultados verificados na coloragéo Sirus-red
vieram a confirmar a satisfatéria resposta cicatricial
apresentada pelo enxerto. Com 60 dias de pos-
operatorio, a porcentagem de colageno tipo 11 foi de
54,04% e de coldgeno total de 71,58%, valores
considerados suficientes para uma boa cicatrizago.
Certamente este coladgeno conferiu a boa resposta
tensiométrica ao enxerto.

Baseados na experiéncia de Badylak (2000), ndo
nos dispusemos a substituir uma eventual perda pela
resseccéo da totalidade da circunferéncia do esAfago.
Segundo o autor, quando executado este procedimento,
h& elevada morbidade e mortalidade associadas ao
elevado grau de estenose instalado®.

Com caracteristicas de ndo haver rejeicdo ou
infeccdo e de neovascul arizag80™%%, amatriz coldgena
extracelular se encaixa como uma base propicia para
uma regeneracdo tecidual, com baixissimo grau de
retracéo tecidual, sem estenose significante e sem o
aparecimento de fistulas.
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Conclusao

A submucosa de intestino delgado porcina é um

enxerto eficaz no reparo de lesbes com perda de
substancia do esdfago cervical em caes.
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Emprego da submucosa de intestino delgado porcina no reparo de lesdes do esdfago cervical. Estudo experimental em cées

Souza Filho ZA, loshii SO, Greca FH, Biondo-Sim8es MLP, Rocha SL, Duda JR, Oliveira Filho
HR. Small intestine submucosa for repair of cervical esophagea lesions in a dog model. Acta Cir
Bras [serid onlineg] 2003 May-Jun;18(3). Available from URL: http://www.sciel o.br/ach.

ABSTRACT - Purpose: Study of porcine small intestinal submucosa (SIS) efficiency asagraftin
the handling of lesions of the cervical esophagus in dogs. Methods. Ten dogs were operated. A
resection of a portion of the anterior wall of the esophagus was performed, followed by its repair
with a SIS graft. The tensiometric resistance, macroscopic appearance regeneration process and
collagen contents of the esophagus tissue were evaluated. Results: No cases of fistula, stenosis or
infection occured. Tensiometric evaluation showed a similar resistance in the operated esophagus
when compared to the control (an average of 31.84N against 28.60N). Macroscopic analysis
reveal ed complete healing with littletissue retraction. Pathology HE study showed complete mucous
membrane regeneration, discrete to moderate vascular proliferation and intense fibroblastic
proliferation. Collagen analysis by Sirus-red staining found 54.04% of mature collagen, 16,04% of
imature collagen aswell as 71.58% of total collagen. Conclusion: SIS has proved to be an efficient
graft when used in the repairing of canine large esophagus lesions, featuring infection and rejection
resistance. Complete regeneration was observed in 100% of the cases. SIS should, therefore, be
considered as an important option in trestment of esophageal injuries.

KEY WORDS - Injuries. Esophagus. Submucosa. Experimental surgery.
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