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RESUMDO

Objetivo: avaliar, através de dopplerfluxometria, de venografia, de histologia e de evolucao clinica, o uso de enxertos
tubulares de biopolimero de cana-de-acucar (BP) na reconstrucao de veias femorais em cdes. Métodos: oito caes adultos
foram submetidos a reconstrucao de veia femoral, a esquerda com enxerto tubular de BP e a direita com veia autéloga.
No periodo pds-operatorio, os animais foram submetidos a avaliagdo clinica e dopplerfluxometria das veias femorais. Apds
360 dias, os caes foram reoperados e submetidos a flebografia das veias femorais com contraste iodado. Os segmentos
das veias femorais contendo os enxertos foram retirados e enviados para avaliacdo histopatoldgica. Resultados: os caes
ndo apresentaram hemorragia, hematoma, infeccdo da ferida operatéria ou edema dos membros operados. Um animal
apresentou dilatacdo venosa superficial na regido inguinal esquerda. A flebografia realizada 360 dias apds a primeira
cirurgia demonstrou que trés (37,5%) enxertos de BP e sete (87,5%) do grupo controle (C) estavam pérvios. Na avaliacao
histopatologica foi encontrada uma reacao inflamatéria com neutréfilos e linfocitos na superficie externa de ambos os
grupos. Na camada intima de revestimento dos enxertos e na camada externa nos dois grupos, foi encontrada fibrose.
Conclusao: com base nos resultados obtidos com o modelo experimental utilizado, conclui-se que a BP apresenta
potencial para ser utilizado como enxerto tubular para revascularizacdo venosa, porém novas pesquisas precisam ser
realizadas para confirmar a sua eficacia na revascularizacdo de veias de médio e grande calibre, o que poderia permitir o
seu uso na pratica clinica.

Descritores: Enxerto Vascular. Veia Femoral. Saccharum. Bioprétese. Procedimentos Cirlrgicos Vasculares. Caes.

INTRODUCAO

Acirurgia de reconstrucao venosa, especialmente
guando envolve o uso de substitutos vasculares,
representa um grande desafio ao cirurgiao vascular
ja que as veias podem facilmente perder sua forma
cilindrica. Atualmente as técnicas cirurgicas de
reconstrucao venosas mais utilizadas, empregam
substitutos vasculares na forma tubular ou como
patchs'3.

Os substitutos vasculares usados na
reconstrucao venosa podem ser autélogos, biolégicos
ou sintéticos. Os substitutos autélogos apresentam o
melhor custo-beneficio, mas tem seu uso limitado
pela disponibilidade de veias autélogas em cada
paciente. Os substitutos sintéticos, tais como os de
Dacron e e-PTFE apresentam alto custo, sdo menos
resistentes a infeccdo e sao utilizados na reconstrucao

das veias de grande calibre*°.

Uma classe especial de material produzido a
partir de substancias sintetizadas por diferentes tipos
de micro-organismos tem sido recentemente estudada.
Esses micro-organismos apresentam caracteristicas de
tecidos organicos, tais como flexibilidade e resisténcia
a ruptura. Um exemplo deste tipo de material € um
polissacarideo extracelular, produzido através da sintese
bacteriana a partir do melaco da cana-de-acUcar,
desenvolvido no Laboratério de Biopolimeros da Estacao
Experimental de Cana-de-AclUcar da Universidade
Federal Rural de Pernambuco. O Biopolimero de Cana-
de-Acucar (BP) apresenta flexibilidade, resisténcia a
ruptura além de ser biocompativel e apresentar baixa
citotoxicidade'""”.

Recentemente a membrana de BP foi
utilizada com sucesso como patch em arterioplastias
e venoplastias nos vasos femorais de caes, ndo sendo
relatados casos de trombose, ruptura ou rejeicao’'”. O
desenvolvimento na producao e a inovacao tecnolégica

1 - Universidade Federal de Pernambuco, Departamento de Cirurgia, Recife, PE, Brasil.
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dos materiais de BP resultaram na criacdo de tubos,
gue podem ser aplicados, com baixo custo, na area da
cirurgia vascular como enxertos venosos tubulares.

O objetivo deste estudo foi avaliar, através
da dopplerfluxometria, venografia, histologia e
evolucdo clinica, o uso de enxertos tubulares de BP
na reconstrucao de veias femorais em caes.

METODOS

Qito caes adultos, seis machos, com média
de peso de 16,8Kg foram utilizados neste estudo. Os
animais foram mantidos no Biotério do Nucleo de
Cirurgia Experimental do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal de Pernambuco (NCE-CCS-
UFPE). Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco
(CEEA-UFPE), sob o processo no 23076.000105/2012-
22, de acordo com as normas vigentes no Brasil,
especialmente a Lei n¢ 11.749, de 2008, regulamentada
pelo Decreto n2 6899, de 15 de julho de 2009, que trata
da questao do uso de animais para fins cientificos.

Todos os animais antes de serem submetidos
a qualquer procedimento cirirgico receberam: 1)
Duramune Max 10® para a imunizacao contra o virus
da cinomose, do adenovirus tipo 2 do coronavirus
e do parvovirus CPV2b, do virus da parainfluenza
e contra as variacbes de Leptospira (L. canicola, L.
icterohaemorrhagiae, L. grippotyphosa e L. pomona; 2)
vacina antirrabica. Os caes receberam como vermifugo,
Ancilex® por via subcutanea, na dose de 1ml/5kg,
para tratamento das verminoses ancilostomiase,
espirocercose e toxocariase. Permaneceram no
biotério sob vigilancia por periodo de 21 dias antes
de serem submetidos ao procedimento experimental.
Foram alimentados, no pré-operatério e durante todo
o periodo do experimento, diariamente com agua e
6Kg de racdo especifica para caes adultos. O modelo
de estudo empregado foi 0 experimental randomizado
controlado.

O experimento foi dividido em dois grupos:
grupo controle, constituido por oito veias femorais
direitas com enxerto de veia femoral autéloga, e o
grupo experimental, formado por oito veias femorais
esquerdas com o enxerto tubular de BP. Nesta pesquisa
cada animal foi o seu proprio controle. Durante o
periodo do estudo, os animais foram conduzidos por
técnicos e veterinarios habilitados seguindo as normas
internacionais para pesquisa com animais.

Antes da cirurgia 0s animais permaneceram
em jejum por 12 horas. A anestesia foi realizada com
tiopental sodico (12,5mg/Kg), cloridrato de cetamina
(2,5mg/Kg) e brometo de pancurénio (0,2mg/Kg).
Cada animal foi entdo colocado em decubito dorsal
e a intubacdo orotraqueal foi realizada. A seguir, a
tricotomia e a antissepsia das regides inguinais foi
realizada, e as veias femorais foram acessadas através
de uma incisdo cutanea inguinal longitudinal com
5cm de comprimento. Apds a exposicdo das veias
femorais, um segmento de 10mm de comprimento
foi ressecado da veia femoral esquerda que, entao, foi
reconstruida com o enxerto tubular de BP, através de
sutura continua, término-terminal, proximal e distal
com fio de polipropileno cardiovascular 7.0. A sequir,
o mesmo procedimento foi realizado na veia femoral
direita, mas sua reconstrucao foi feita com 10mm de
segmento venoso retirado da veia femoral esquerda. Os
caes foram acompanhados por 360 dias apds a cirurgia
através de avaliacao clinica e da dopplerfluxometria.

Na primeira semana, 0s animais receberam
avaliacao clinica diria e, a partir do oitavo dia, a avaliacdo
foi semanal até o 302 dia de pds-operatério. A partir
de entdo, os animais foram avaliados mensalmente
até o final do periodo de avaliacdo. Apds 360 dias de
monitoramento, os cdes foram submetidos a nova
intervencao cirlrgica sequindo as mesmas condicoes
de anestesia e acesso das veias femorais da primeira
cirurgia. Apos a exposicao das veias femorais e puncao
das veias safenas internas, direita e esquerda, uma
flebografia foi realizada. Ap6s a flebografia, os animais
foram sacrificados com uma dose toxica do anestésico
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e, entao, foi realizada a retirada dos segmentos das
veias femorais, esquerda e direita, contendo os enxertos
do BP e do grupo controle.

Para a avaliacdo histolégica, os segmentos
venosos removidos foram fixados em formalina
neutra a 10%. O material foi entdo corado por
hematoxilina e eosina, e tricrdmicro de Masson,
para estudo microscopico. Os espécimes foram
processados no Laboratério de Pesquisa de
Histopatologia da Pés-Graduacdo em Anatomia
Patoldgica da Universidade Federal de Pernambuco.

Para andlise dos dados foram obtidas
distribuicbes absolutas e percentuais das medidas
estatisticas, média, mediana, desvio padrao,
coeficiente de variacdo e os valores minimo e
maximo (técnicas de estatistica descritiva) e foram
calculadas as frequéncias percentuais e construidas
as respectivas distribuicbes de frequéncia das
variantes. Foi aplicado o teste de Qui-quadrado para
homogeneidade a fim de avaliar se a distribuicao
das variaveis diferia entre os grupos. Nos casos em
gue as suposicoes do teste Qui-quadrado nao foram
satisfeitas, foi aplicado o teste alternativo Exato de
Fisher. Em todas as conclusbes foi utilizado o nivel
de significancia de 5%. Os dados foram digitados

na planilha do Excel e foram analisados através do

programa Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) na versao 18.

RESULTADOS

Todos os oito animais sobreviveram ao
periodo estabelecido de 360 dias para observacao
clinica e realizacdo da segunda cirurgia. Durante o
periodo de observacdo, os cdes nao apresentaram
sinais clinicos de hemorragia ou hematoma na ferida
operatoria. Também nao foram encontrados sinais de
infeccdo da ferida operatéria ou edema nos membros
operados, em ambos 0s grupos. Um cdo apresentou
dilatacdo das veias superficiais no membro e regido
inguinal esquerda (BP) (Tabela 1). A avaliacdo, através
da dopplerfluxometria no poés-operatério, demonstrou
a presenca de fluxo fasico com a respiracao nas veias
femorais em todos os caes avaliados no primeiro dia
de pos-operatério (DPO). O padrao do fluxo sofreu
alteracdo, perdendo a caracteristica de ser fasico com a
respiracao e tornando-se continuo no grupo do BP da
seguinte forma: no oitavo DPO, um cdo apresentou o
fluxo continuo, no 302 DPO, dois caes e, 360 dias apds
a cirurgia, cinco caes. Ja no grupo controle observou-se
gue no oitavo e 302 DPO, os cdes mantiveram o fluxo
fasico com a respiracao, porém, 360 dias apds a cirurgia,
um cao apresentou fluxo de padrao continuo (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo do fluxo ao Doppler, edema, dilatacdo venosa superficial em diferentes momentos da avaliacao.

1@ dia 8° dia 30¢ dia 36092 dia
BP Controle BP Controle BP Controle BP Controle
Fluxo Fasico
Sim 8 (100%) 8(100%) 7(87,5%) 8(100%) 6(75%) 8(100%) 3(37,5%) 7 (87,5%)
N&o 0 (0%) 0(0%) 1(12,5%) 0(0%) 2 (25%) 0(0%) 5(62,5%) 1(12,5%)
p-valor* Sk 1.000 0.467 0.119
Edema
Sim 0 (0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%)
N&o 8 (100%) 8(100%) 8(100%) 8(100%) 8(100%) 8 (100%) 8 (100%) 8 (100%)
p_valor* _k* _k* _k* _k*
Dilatacao Venosa Superficial
Sim 0 (0%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0(0%) 1(12,5%) 0(0%)
N&o 8 (100%) 8(100%) 8(100%) 8 (100%) 8(100%) 8 (100%) 7 (87,5%) 8 (100%)
p-valor* Sx K Sx K Sx 1.000

* p-valor do teste exato de Fisher (se p-valor <0,05 a distribuicdo do fator em estudo é homogénea entre os momentos de analise);
** Nao pode ser calculado, pois, a auséncia/presenca foi constante nos momentos avaliados.
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A flebografia realizada 360 dias ap6s a
primeira cirurgia demonstrou que trés (37,5%)
enxertos de BP e sete (87,5%) do grupo controle
estavam pérvios (Figura 1).

Figura 1. flebografia apds 360 dias: agulhas radiopacas
destacam os enxertos.

A avaliacdo macroscopica, as veias femorais,
nos dois grupos, estavam revestidas externamente
por uma espessa camada de tecido conjuntivo
frouxo e apresentavam aderéncia cicatricial aos
tecidos vizinhos. Nao foi observada modificacdo
da coloracdo ou da consisténcia do enxerto de BP
(Figura 2). A avaliacao histolégica dos segmentos
venosos demonstrou que a camada intima de
revestimento dos enxertos, nos dois grupos, era
continua com a camada intima da veia femoral
receptora, sendo formada por uma camada espessa
de tecido fibroso firmemente aderida a superficie
interna dos enxertos (Figura 3). A superficie externa
dos enxertos no grupo do BP era circundada por
uma camada de tecido conjuntivo rica em linfécitos,
neutréfilos e raros macréfagos firmemente aderida
aos enxertos. Esta camada com células inflamatérias
era revestida externamente por uma espessa
camada de tecido fibroso. Os implantes do grupo
controle estavam também revestidos externamente

por uma camada de células inflamatdrias, porém,
estas ocorriam em menor quantidade que no
grupo experimental, demonstrando uma reacao
inflamatoéria leve. No grupo controle a camada
de células inflamatérias também estava revestida
externamente por uma espessa camada de tecido
fibroso. Nao foram encontrados focos de processo
degenerativo ou areas de calcificacao.

Figura 2. Aspecto da veia femoral no grupo do BP apods
360 dias.

Figura 3. Superficie interna do enxerto de BP \/v- vasa-
vasorum, E- endotélio, CT- tecido conectivo.
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DISCUSSAO

Os cades tém sido utilizados como modelo
experimental em diversos trabalhos cientificos.
Alguns autores descrevem que o comportamento
das proteses vasculares nos caes é o que mais se
assemelha a humanos. Isto explica a sua preferéncia
como modelo animal habitualmente usado para
avaliacdo de enxertos vasculares'®?".

Devido tanto a simplicidade para o
acesso quanto ao seu calibre, as veias femorais
para a
experimentos. Na exposicdo da veia femoral nao
ha o trauma sobre a musculatura abdominal, que

foram escolhidas realizacdo destes

¢ frequentemente relacionado a dor e a limitacao
dos movimentos no poés-operatério, e ndo ha
manipulacao dos érgaos intra-abdominais, como
ocorre na cirurgia sobre a veia cava inferior. Ha
menor risco de alteracdes hemodinamicas graves
e, além disto, a ampla rede de veias colaterais
nesta regiao garante, na maioria dos casos, a
drenagem do membro quando ocorre trombose
da veia femoral'®17:20,

Apesar do enxerto de BP apresentar
algumas propriedades diferentes de uma veia
autéloga, como por exemplo, a elasticidade menor,
ainda assim, ndo houve dificuldade na realizacdo
da sutura. Esta caracteristica ja foi demonstrada
em outros trabalhos que utilizaram a membrana do
BP como patch em angioplastias de artérias e veias
femorais de cdes'®"’.

Outro aspecto do presente estudo é que
o grupo controle foi realizado na veia femoral
contralateral a do implante do enxerto de BP.
Isto permitiu que um menor nimero de animais
fosse utilizado no estudo, e, consequentemente,

sacrificados, o que estd de acordo com os
principios bioéticos atuais. Além disto, o fato de
cada animal ser seu préprio controle tornou os
grupos mais homogéneos, assim como em outros
trabalhos que utilizaram o mesmo principio,
como nos casos de remendos de biopolimero em
veias e artérias femorais de cdes, e no uso de
latex como prétese em artéria femoral, também
de caes'®"’.

O tempo de observacdo dos grupos foi
de 360 dias. Este periodo estd em acordo com
0 observado em varios trabalhos experimentais
gue avaliam o uso de substitutos vasculares em
modelos animais. Isto ocorre porque 0 processo
de cicatrizacdo dos enxertos vasculares, que
envolve sua incorporacao pelos tecidos organicos
adjacentes ocorre entre 180 e 360 dias ap6s o
implante320.21,

Os exames complementares empregados
neste estudo, para a avaliacdo dos enxertos
venosos, foram a dopplerfluxometria e a flebografia
ascendente. A dopplerfluxometria é um exame nao
invasivo que utiliza principios da ultrassonografia
para avaliar o fluxo venoso, porém nao fornece
informacdes sobre a morfologia da veia. Varios
trabalhos experimentais tém demonstrado que
a dopplerfluxometria pode ser utilizada nas
avaliacbes poés-operatérias na cirurgia vascular
reconstrutora. A flebografia é um exame invasivo
qgue utiliza contraste iodado e permite estudar
tanto a fisiologia quanto a morfologia venosa, por
isso é considerada o padrdao ouro para a avaliacao
do sistema venoso e tem sido utilizada amplamente
em modelos experimentais que utilizam animais
para testar substitutos vasculares'®'”. A associacao
entre a avaliacdo clinica, a dopplerfluxometria
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e a flebografia, permitiu uma alta sensibilidade
no diagndéstico da trombose e da perviedade do
enxerto venoso. O uso destes exames em associacao
tem sido descrito em outros estudos experimentais
gue avaliam enxertos venosos'®"’.

As principais complicacées decorrentes do
uso dos enxertos venosos tubulares sdo trombose,
ruptura e infeccao da ferida operatéria. Varios
autores tém relatado, em trabalhos experimentais, a
ocorréncia destas complicacdes. A taxa de trombose
encontrada na literatura referente as reconstrucdes
que utilizaram substitutos sintéticos da veia cava
varia de 20 a 30% apds um ano da cirurgia. Nas
reconstrucdes das veias iliacas em humanos, que
apresentam menor calibre que a veia cava, utilizando
proteses sintéticas de e-PTFE, é relatado uma taxa de
trombose apds um ano de cerca de 50% enquanto
gue nas reconstrucoées endovasculares, também das
veias iliacas, a taxa de trombose apds um ano varia de
70a80%’1°. Estudo de Greca etal., que utilizou patch
com enxerto bioldégico na veia cava de caes, revelou
que, apos 40 dias, dos 16 caes do estudo, apenas
um apresentou trombose parcial, e a anticoagulacao
foi realizada no periodo transoperatério®. No
presente estudo, ndo foi realizada nenhum tipo de
anticoagulacao, o que pode ter contribuido para a
maior taxa de trombose no grupo do BP.

Nao foram identificados casos de infeccao
ou hemorragia na ferida operatéria, em ambos os
grupos, achados que tém sido relatados em outros
trabalhos experimentais'®'’. Foi observado em todos
0s casos do grupo controle e do grupo experimental,
o desenvolvimento de reacao inflamatéria cronica
na superficie externa e a presenca de fibrose
na superficie interna, de forma semelhante a
encontrada na literatura®'’.

O processo de cicatrizacao dos enxertos
de BP ocorreu de forma similar ao dos enxertos de
veia autéloga no que concerne a presenca de células
inflamatdrias na sua superficie externa e fibrose nas
duas superficies, porém no grupo experimental
houve uma reacao inflamatéria mais importante
do que no grupo controle. Nao foram encontradas
células fagocitarias na reacdo inflamatéria da
superficie externa, em nenhum dos enxertos
de ambos os grupos. A auséncia destas células
inflamatérias confirma o baixo teor antigénico de
ambos 0s enxertos, uma vez que a presenca de
células fagocitarias tem o objetivo de defesa do
organismo diante de um agente agressor. Nao
foram encontrados focos de calcificacdo na prétese
de biopolimero, como é observado nos enxertos
heter6logos?®-2.

A reacdo inflamatdria, observada neste
estudo se concentrou na periferia dos implantes, tanto
no enxerto autélogo quanto na protese de BP. Foi
observado também que as camadas intima e adventicia
estavam firmemente aderidas, respectivamente, as
faces interna e externa da prétese de biopolimero.
Este aspecto j& foi descrito em trabalhos anteriores
gue utilizaram remendos da membrana de BP em
arterioplastias e venoplastias femoral em caes''".

Os avancos no tratamento cirdrgico das
lesbes venosas agudas crénicas vém evoluindo
lentamente. Os resultados obtidos neste estudo
representam uma perspectiva para a cirurgia de
reconstrucdo venosa em seres humanos. Por seu
baixo custo, o uso dos enxertos do BP pode trazer
novas possibilidades para o tratamento de diversas
doencas venosas, porém, novas pesquisas devem ser
realizadas para a confirmacdo e aperfeicoamento
dos resultados encontrados.
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ABSTRACT

Objective: to evaluate, through Doppler flowmetry, venography, histology and clinical evolution, the use of sugarcane
biopolymer (BP) tubular grafts in the reconstruction of femoral veins in dogs. Methods: we submitted eight adult dogs to
femoral vein reconstruction, on the left with BP tubular graft and on the right with autologous vein. In the postoperative
period, the animals underwent clinical evaluation and femoral vein Doppler flowmetry. After 360 days, we reoperated
the dogs and submitted them to femoral vein phlebography with iodinated contrast. We removed the segments of the
femoral veins containing the grafts and sent them for histopathological evaluation. Results: the dogs did not present
hemorrhage, hematoma, surgical wound infection or operated limb edema. One animal had superficial venous dilatation
in the left inquinal region. Phlebography performed 360 days after the first surgery showed that three (37.5%) BP grafts
and seven (87.5%) grafts from the control group (C) were patent. In the histopathological evaluation, we found an
inflammatory reaction, with neutrophils and lymphocytes on the external surface of both groups. In the intimal layer of
the grafts and in the outer layer in the two groups, we observed fibrosis. Conclusion: based on the results obtained with
the experimental model used, BP presents potential to be used as a tubular graft for venous revascularization. However,
new research must be performed to confirm its efficacy in the revascularization of medium and large diameter veins,
which could allow its use in clinical practice.

Keywords: Vascular Grafting. Femoral Vein. Saccharum. Bioprosthesis. Vascular Surgical Procedures. Dogs.
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