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RESUMO

ILGENFRITZ, J.N. Utilizagcao de adesivos a base de cianoacrilato na sintese
cutanea em ratos. Campo Grande; 2016. (Dissertacdo — Programa de Pods-
graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regidao Centro-Oeste — Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul.

O objetivo desse experimento foi comparar o uso de um novo adesivo
cirargico a base de cianoacrilato com a sutura de pontos simples no fechamento de
feridas cutdneas. Foram utilizados 36 ratos machos wistar, submetidos a incisdo
cutanea longitudinal de 4 cm em dorso, 12 submetidos a sutura com pontos simples
com poliamida 6-0, 12 submetidos a sintese da parede com adesivo cirurgico octil-
cianoacrilato (Dermabond®) e 12 realizado sintese cutanea com adesivo cirurgico N-
2-Butilcianoacrilato. No sétimo dia pds-operatério foram submetidos a eutanasia 12
animais de cada grupo e deles retirados sangue para analises bioquimicas, uma
camada de pele e subcutaneo envolvendo a cicatriz operatéria e divida em parte
central e lateral, um para ser submetido a estudo de forca de ruptura mediante ao
uso de tensidmetro e outro para estudo histolégico, avaliando a quantidade de
colageno na linha de sintese. Resultados encontrados foram analisados de acordo
com parametros estatisticos. Conclui-se que: Nao houve alteragdes bioquimicas,
demonstrando que esses adesivos ndo causam reacgao inflamatéria sistémica ou
toxicidade renal e hepatica. Suturas com poliamida sao mais resistentes, devendo os
adesivos serem usados isoladamente em areas de menor tensao.

Palavras-chave: Adesivo. Cianoacrilato. Ratos. Sintese cutanea



ABSTRACT

ILGENFRITZ, J.N. Use of cyanoacrylate adhesives in the cutaneous synthesis
in rats.Campo Grande; 2016. (Dissertation — Graduate Program in Health and
Development in the Midwest Region of the Federal University of the MatoGrosso do
Sul.

The objective of this experiment was to compare the use of a new surgical
adhesive based on cyanoacrylate and suture with separate points in the closure of
skin wounds. Were used 36 male Wistar Rats, who were subjected to a longitudinal
incision of 4 cm on de the dorsum, in 12 the wall syntheses was made using simple
suture with polyamide 6-0, 12 underwent wall syntheses using octyl-cyanoacrylate
(Dermabond®) and 12 was performed cutaneous syntheses with N-2-Butyl-
Cyanoacrylate. twelve animals of each group were submitted to euthanasia In the
seventh postoperative day and their blood taken to biochemical tests, a layer of skin
e subcutaneous tissue surrounding the surgical scar and divided incentral and lateral
segments, one to the submission of rupture force tests using a tensiometer and other
to histological study, evaluating the amount of collagen in the suture line. Results
were analyzed according to statistical parameters. Concluded that: There wasn't
biochemical alterations, demonstrating that this adhesives do not cause any system
inflammation or kidney and hepatic toxicity. Polyamide sutures are more resistant
and the adhesives should be used alone in less tension areas.

Keywords: Surgical Adhesive. Cyanoacrylate. Rats. Skin synthesis.



SUMARIO

T INTRODUGAO. ..o ettt ne e
2 REVISAO DA LITERATURA . ......ooeeeie et
S OBUETIVOS.....ccoe ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnees
3.1 ObJetiVo GEIaLl........cco et
3.2 Objetivo ESPECITICOS. ......ceeieiiieiiiceee et
4 MATERIAIS E METODO ...ttt

4.1 Delineamento experimental.............coouuiiiiiiiiiiiiie e

4 2 ProCAIMENTOS. .. e e

4.3 ANAlISE €S atiStiCa. . .c.oie i
D RE SUL T AD O S . .. e,

5.1 EVOIUGA0 CliNICA.....euuiiiiiiei ittt

5.2 Parametros BioQUIMICOS.........ccuuuuiiiiiiiiiie et

5.2.1 ANAlISE dESCIItIVA......ceiiiiiiiiiiiiie e
0.2, 2 UK.t e e e e e e e eearaaaaa
5.2.3 CreatiniNa. .. ... e
5.2.4 Aspartato amino transferase (AST)........coooiiiiiiiiiiiccccee e,

5.2.5 Alanina amino transferase (ALT).......ouvuuiiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeee e
5.2.6 Proteina C reativa (PCR)........coiiiiiiii e

5.2.7 Inte

Fleucina 6 (IL=6).........ouueueeiiiee i

5.3 ANAlISE BIOMECANICA. ... .. e

5.4 Anadlise Colageno Tipo | € ll......ooeeeeiiiiiiiiei e
B DISCUSSAOD. ...ttt et a e e e e
7 CONCLUSAO. ...ttt ettt ne e,
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ooueeeeeeeeeeeeeeee e,

ANEXOS

15
18
26
26
26
27
27
28
34
36
36
36
36
37
38
38
39
40
40
41
42
45
51
52
64



1 INTRODUGAO

O processo de cicatrizacdo de feridas € um mecanismo sofisticado
dependente de varios fatores, entre eles amplitude e profundidade de uma lesao,
que determinardo uma resposta cicatricial e quanto mais complicada ou demorada
for a oclusdo da ferida, aumentarao as chances de desenvolvimento de uma ferida
de pior qualidade (HERSON etal., 2008).

Danos tissulares, de qualquer natureza (fisica, quimica ou bioldgica)
desencadeiam de imediato uma série de eventos resultantes da ativacao de células
do organismo por estimulagao quimica e fisica. Fragmentos dos elementos inertes
do tecido como, colageno, elastina, fibronectinas extravasam dos vasos rompidos e
por acao de mediadores inflamatorios culminam com o inicio do processo de reparo
tissular (BALBINO, 2005).

O objetivo principal das suturas é a aproximacéao dos tecidos, sendo que esse
processo devera ser feito com o minimo de interferéncia possivel. Atualmente o
conceito mais correto seria de minima interferéncia negativa, por exemplo algumas
telas feitas de polipropileno induzem fibrinogénese atuando positivamente no
processo de cicatrizagcdo. Existe uma grande quantidade de fios de sutura cada um
adequado a determinado tipo de tecido sendo considerados corpos estranhos para o
organismo. A prépria passagem da agulha pela pele desencadeia uma reagao
tissular que progride para um processo inflamatério que € proporcional ao calibre e a
caracteristica fisico quimicas dos elementos implantados na sutura até sofrer
encapsulamento causando sempre algum grau de reacdo tecidual. Uma reagao
inflamatoéria formada por uma sutura, se muito intensa, acaba por retardar o
processo de cicatrizagdo podendo levar a um processo infeccioso (PEREIRA;
FERREIRA, 2008).

Os adesivos cirurgicos, além de representarem uma alternativa as suturas
convencionais, possuem algumas vantagens como facilidade técnica, diminuicdo do
tempo cirurgico, como nao é necessario a introdugdo de corpo estranho também
diminuem o tempo de recuperagao da ferida, resultando em uma menor reagao
inflamatdria e uma melhor sintese tecidual (ANDRADE, 2001).

Normalmente esses compostos tem sido utilizados como complementos as
suturas convencionais, sendo seu uso isolado, quando utilizado, apresentando

resultados questionaveis (FAION, 2011).
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Possuem propriedades unicas incluindo efeito bacteriostatico, hemostatico, é
biodegradavel e biocompativel, com excessao do metil-cianoacrilato. Sdo facilmente
manipulaveis, porém apresentam alguns inconvenientes, como menor resisténcia
em areas de tensdao quando comparados a suturas convencionais e toxicidade em
alguns pacientes, uma das vantagens mais importantes é a facilidade de
manipulacdo em comparagao a outros métodos de sintese como as suturas (LINS,
2012).

Cianoacrilatos (CA) foram descobertos em 1949 por ARDIS e cerca de dez
anos depois ja tiveram seu uso documentado em procedimentos cirurgicos. Sao
mondémeros liquidos que ao entrar em contato com liquidos ou substancias basicas,
formam uma forte cola quando em contato com a pele. Segundo Lamborn, 1970, “o
metil-2-cianoacrilato foi o primeiro mondmero acrilico com propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas avaliadas para uso meédico”. Esses adesivos eventualmente se
degradam em formaldeido e cianeto que sdo sabidamente téxicos ao organismo,
porém até o momento ndo existem evidéncias de toxicidade antes de seu
desprendimento com uso topico (SILVA, 2007; OLIVEIRA, 2010).

Os primeiros adesivos a serem produzidos para utilizagdo na pratica médica
eram compostos de cadeias laterais mais curtas (metil e etilcianoacrilato) o que os
tornava mais sujeitos a quebras, dessa maneira seu uso era restringido a situacoes
de baixa tensdo. Conseguiu-se aumento a resisténcia de tensées com o uso de
cadeias alquil maiores e diminuicdo da toxicidade retardando a degradacéo. Por
esse motivo os mais utilizados em medicina sdo o N-butil-2-cianoacrilato (Indermil®),
2-octilciano-acrilato (Dermabond ®) e butil-2-cianoacrilato (Histoacryl®), que
possuem cadeias maiores (BOZKURT; SAYDOM, 2008).

Dermabond® foi introduzido no mercado na Alemanha, desde entdo varios
estudos demonstram que se usado corretamente, o resultado cosmético é igual ou
superior as suturas, com taxas similares de infecgdo e deiscéncia. Dermabond® é
um adesivo de cianoacrilato que forma uma camada sobre a ferida mantendo as
bordas préoximas permitindo o processo de cicatrizagdo, pode ser usado para
substituir suturas com fios 5-0 ou menores em feridas incisionais ou laceragdes,
sendo também resistente a agua (LEE et al., 2013).

Uma vez que, devido ao elevado custo que esses adesivos de CA possuem, a
utilizagao se torna inviavel na pratica médica apesar de estudos demonstrarem seus

beneficios. O propdsito desse estudo foi avaliar um novo adesivo cirurgico composto
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de N-2-Butilcianoacrilato produzido pelo laboratério de quimica da Fundagao
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) em acordo de cooperagao
com empresa privada sob protocolo de numero 23104.001269/2010-21-UFMS onde

esse adesivo pode ser produzido e utilizado localmente.



2 REVISAO DA LITERATURA

A capacidade auto-regenerativa € um fendmeno universal nos organismos
vivos. A partir de danos tissulares, seja ele de qualquer natureza, ocorre a ativagao
de células nervosas, estromais, vasculares e circulatérias por estimulos fisicos e
estimulacdo quimica. Colageno, elastina, fibronectina entre outras proteinas séricas
extravasam dos vasos lesados e por estimulo de mediadores inflamatérios pré-
formados liberados de granulos de plaquetas, mastécitos e terminagdes nervosas
periféricas se ligam a receptores de células locais, induzindo uma mudancga brusca
em seu metabolismo e posteriormente uma segunda onda de natureza lipidica
(eicosandides) e peptidica (citocinas, fatores de crescimento e neuropeptideos). O
préprio trauma ou a ativagao celular leva a alteracdo da composigao fisico-quimica
do ambiente (baixa tensdo de O2, queda do PH, presenca de espécimes reativas de
nitrogénio e oxigénio) sendo processos de sinalizacdo que ativam o reparo tissular
(BALBINO, 2005)

Pesquisas envolvendo técnicas de fechamento de feridas tem evoluido muito
nos ultimos anos, levando ao surgimento de diversos trabalhos envolvendo suturas
sintéticas e absorviveis, uso de grampeadores, fitas entre outros métodos. O
aparecimento dos adesivos cirurgicos se enquadram nas novas formas de
fechamento de feridas e vem sendo estudado ha aproximadamente quatro décadas
(SCHIVAMURTHY et al., 2010)

Faion et al. (2011) ao compararem fechamento de lesbes em ceco de Rattus
Norvegicus Albinus com etil-2-cianoacrilato e suturas convencionais, concluiram que
a deposicao de colageno foi uniforme nos diferentes grupos estudados, formado
uma cicatriz qualitativamente semelhante em todos os animais (FAION et al., 2011).

O processo de cicatrizacdo € um processo dinamico envolvendo eventos
bioquimicos e fisiolégicos a fim de garantir a reparagdo tissular. Dividido
didaticamente em trés fases, levando em conta seus aspectos macroscopicos e
histolégicos (BALBINO, 2005).

Constitui-se uma série de eventos quimicos, fisicos e biolégicos que ocorre
imediatamente apds uma lesao de qualquer natureza, formada por varias fases que
se superpdem e se relacionam, constituindo um processo unico, continuo e
harménico (FONTES et al., 2004).
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Na fase inflamatéria os eventos iniciais estao voltados para o tamponamento,
iniciando com a deposicao de plaquetas, formando um trombo rico em plaquetas que
posteriormente € infiltrado por fibrina, formando um trombo fibrinoso que por sua vez
€ infiltrado por eritrécitos e se torna vermelho. O trombo vermelho é o principal
responsavel pela oclusdo do vaso sanguineo rompido. As plaquetas ativadas
liberam fatores de crescimento como o fator de transformagao do crescimento beta
(TGF-B) e o fator de crescimento derivado de plagquetas humanas (PDGF),
tromboxano e o fator ativador de plaquetas (PAF) formam um gradiente quimiotatico
ao se difundirem pela matriz provisoria orientado a migracao de células envolvidas
com a instalagao da fase inflamatéria (MANDELBAUM et al., 2003; BALBINO, 2005).

A fase fibroblastica e de deposicao de matriz extracelular (proliferativa) inicia-
se com a presenca local de macréfagos levando a migracdo acentuada de
fibroblastos atraidos pelos mediadores quimicos liberados pelos macréfagos,
surgindo cerca de 48 horas apds a lesdo. Forma-se o tecido de granulagao,
fibroplasia e neoangiogénese. Nessa fase ocorre uma grande producao de colageno
o qual se torna o principal componente da cicatriz em formag¢ao (BALBINO, 2005;
JUNIOR; TORRES, 2012).

O colageno é o grande responsavel pela forca e integridade de todos os
tecidos, sendo que o tipo e a quantidade dessas fibras resulta também na forca e
integridade de um tecido em reparagado. A fase inicial de producdo se inicia no
interior do fibroblastos onde se processam as hidroxilas de prolina e glicina
formando a estrutura primaria do colageno. A estrutura secundaria deve-se ao
processamento da tropocolina, onde estdo incluidos cerca de 1.000 aminoacidos
dispostos em 3 cadeias, duas cadeias denominadas alfa 1 pela sua semelhancga e
uma alfa 2. As trés cadeias se unem e formam uma grande molécula
correspondente ao tropocolageno ou estrutura terciaria, essas por sua vez, sofrem
polimerizacao fora do fibroblastos unindo varias cadeias, formando uma estrutura
quaternaria formando as fibras colagenas (FONTES et al., 2004; JUNIOR; TORRES,
2012).

Durante o processo inflamatério a degradacdo do colageno se inicia
precocemente e € muito ativa, ocorrendo sua digestdo em ambiente extracelular
mediada por colagenases especificas. Quatro tipo principais s&o conhecidas
atualmente, as séricas: Elastase, catepsina C, proteinase neutra e as
metaloproteinases (CAMPOS et al., 2005).
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A sintese de colageno que comecga a ser evidente na segunda fase do
processo de cicatrizagdo, se caracteriza por fibroplastia, angiogénese e
reepitelizacdo. O colageno é uma fita tripla de cadeia helicoidal formada por trés
cadeias polipeptidicas, até o0 momento existem cerca de 20 tipos. Na matriz dérmica,
ha essencialmente dois tipos de colagenos: tipo I, que apresenta um diametro de
cerca de 1 a 20um e tipo lll, com diametro de 0,5 a 2 um, correspondendo
respectivamente a cerca de 80-85% e 15-20% respectivamente do total dessa
proteina. Na ferida, ao contrario da derme integra, ha uma maior proporcao de
colageno tipo Ill em relagdo ao tipo I. Os miofibroblastos alinham-se as fibras de
colageno de maior didmetro puxando-as em direcao a eles, sendo esse fendmeno
responsavel pela contragao da ferida (ISAAC et al., 2010).

Fase de remodelamento inicia-se por volta do décimo dia apds o leito da
ferida estar totalmente preenchido por tecido de granulagdo o qual vai sendo
infiltrado cada vez mais por colageno, surgindo as primeiras fibras do tipo I. A
resolucao completa de uma ferida é considerada apds a conclusdo da maturagao e
remodelagem da matriz extracelular levando varios meses e até anos, mesmo assim
uma cicatriz cutdnea madura possui, geralmente, apenas 70% da resisténcia de uma
pele normal (BALBINO, 2005).

Um método histolégico para diferenciacao de tipos de colageno que é de
grande utilidade na pratica € a polarizagao com picrosirius. Quando ocorre a reagao
do corante F3AB, um acido forte, com o colageno sua birrefringéncia normal é
aumentada devido suas moléculas serem paralelamente acopladas as fibrilas de
colageno, criando uma diferenciagdo com diferentes cores entre colagenos |, Il ou Il
criando a possibilidade de diferenciagao tecidual. O tipo | aparece como fibras mais
espessas, amarelas ou vermelhas devido a sua forte birrefringéncia. As do tipo Il
aparecem com aspecto mais fino, com fraca birrefringéncia de coloragao esverdeada
(CAMPQS et al., 2007).

Cianoacrilatos sdo monémeros liquidos que polimerizam em uma reagao
exotérmica que em contato com a pele formam uma forte cola. O calor produzido por
essa reacao € inversamente proporcional ao tamanho do grupo alquil da molécula,
por esse motivo, novos adesivos foram produzidos com cadeias alquil maiores,
conseguindo assim retardar a degradacdo aumentando assim a resisténcia a tensao
e diminuindo sua toxicidade (OLIVEIRA, 2010).
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O facil manuseio do CA tem despertado uma atengao especial para seu uso
em cirurgia. O efeito adesivo na pele apresenta excelentes resultados sendo que os
de cadeia mais longa demonstram uma maior adesividade, menor toxicidade sem
prejudicar o efeito adesivo final (BORBA, 2000).

Os adesivos de CA sao auto-esterilizaveis, produzem uma pelicula adesiva
que serve como barreira fisica contra invasdo bacteriana, sdo também capazes de
realizar hemostasia imediata e efetiva, suas propriedades bactericidas sao
decorrentes de seus produtos de degradagao além de serem facilmente aplicados e
possuir uma excelente adesao a tecidos moles e duros. Quanto a sua propriedade
bactericida, foi documentado que nao possuem efeito bacteriostatico ou bactericida
contra S. mutans, S. Xylosis e P. aeruginosa, levando a indicacdo de manter a
antibioticoprofilaxia quando necessaria (SILVA et al., 2007; LINS et al., 2012).

Alguns estudos prospectivos tem sido feito utilizando adesivos de CA,
demonstrando melhores resultados em relacdo a cicatrizagao da ferida e menor
cicatriz em relagédo as suturas convencionais. Greene e cols. (1999), demonstraram
em seu estudo, utilizando blefaroplastia em palpebra superior, que a sintese com
octil-2-cianoacrilato foi equivalente a sutura convencional, suportando a hipétese de
qgue nao ha diferenca na cura da ferida entre os dois métodos.

Os adesivos cirurgicos a base de CA, apesar de ja aparecerem no mercado
por volta de 1940, foi a partir de 1960 que comecaram a aparecer com boas
perspectivas de resultados, por apresentarem uma boa adesdo e serem
bactericidas, sendo o primeiro a ser utilizado o metil-2-cianoacrilato, que
apresentava propriedades téxicas. Esse adesivo foi extensivamente estudado e
posteriormente rejeitado para o seu uso cirurgico devido a inflamacéao local extensa
e reagao de corpo estranho. Os grupos metil foram substituidos por etil, butil, hexil e
até dexil, com o objetivo de diminuir a toxicidade (BORBA, 2000).

Os CA compreendem mondémeros mono-funcionais puros, cujas bases sao
esteres do acido cianoacrilico. Em geral esses adesivos ndo possuem co-reagentes
ou estabilizadores, por que contém propriedades de hemopolimerizagdo rapida a
temperatura ambiente. Sdo contraindicados em feridas infectadas ou profundas e
também n&o deve ser usado em sangramento excessivo de artérias porque, apesar
de cicatrizantes, podem nao ser capazes de estancar totalmente o sangramento
(SILVA et al., 2007).
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O adesivo ideal € aquele em que se tem seguranga com uso tépico,
facilmente aplicado, ndo necessitando de profissional capacitado para realizar o
procedimento, apresenta rapida polimerizacdo e também capaz de suportar forgas
de tensdao mantendo as bordas da ferida coaptadas (SALE et al., 2003).

Os CA possuem vantagens obvias com sua utilizagcdo quando comparado a
meétodos de sutura tradicionais. A aplicagdo geralmente € rapida, indolor, néo €
necessario uso de anestésicos locais. O desprendimento do adesivo ocorre com
cerca de 5 a 10 dias da aplicacdo, nao sendo necessario portanto a retirada de
nenhum dispositivo, vantagem essa que se torna expressiva quando é usado em
criancas, pois a retirada de pontos pode ser dolorosa e dificil nesses pacientes.
Estudos tem sido realizado avaliando a relagao custo beneficio desse tipo de sintese
e apesar dos adesivos possuirem pre¢cos maiores do que as suturas convencionais,
quando se contabiliza o custo do material para realizar a sutura, o kit para realizar o
procedimento, outro para a retirada dos pontos e material de protecdo, os adesivos
acabam por se mostrar um método mais econdmico. Risco de acidentes associados
a material perfuro cortante também é reduzido expressivamente com uso desse tipo
de sintese além de prevenir o aparecimento de marcas na ferida proveniente dos
fios. Possuem a vantagem de reduzir o tempo operatério, principalmente em feridas
graves e lacerantes (SINGER et al., 2008).

A Manejo de feridas cirurgicas em criangas difere da conduta em adultos,
sendo, em alguns casos, mais dificil. Criangas de pouca idade ndo entendem a
importancia do manejo de uma ferida cirargica e a remogao manual pelo préprio
paciente ndo € incomum, além de feridas em regides de perineo e escroto serem
facilmente contaminadas por fezes e urina. Adesivos cirlrgicos vem ganhando
espaco com alternativa em diversas especialidades cirurgicas (LEE et al., 2013).

Apesar da facilidade de aplicacdo e disponibilidade no mercado, esses
adesivos nao tem conquistado muita popularidade devido seu alto custo e possiveis
efeitos toxicos associados ao seu uso. Esses efeitos sdo associados aos produtos
de degradacgao do polimero de CA (SALE et al., 2003).

A toxicidade associada aos ésteres de CA esta associado com os produtos de
degradacdo dos seus mondmeros, apos sua aplicagdo ocorre liberagdo de gas
cianeto, formacao de formaldeido e alquil-cianoacetato que sdo subprodutos toxicos.
Os cianoacrilatos de cadeia curta degradam-se mais rapidamente do que os de

cadeia longa, produzindo maior quantidade de subprodutos téxicos e reagao
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inflamatoria mais intensa. A toxicidade tecidual deve ser lembrada especialmente
quando se faz uso de metil e propilcianoacrilato e quando presente se caracteriza
por inflamacgao, necrose tecidual, formagao de granulomas por corpo estranho e
ainda afastamento das bordas da ferida. A citotoxicidade depende da quantidade
utilizada e da vascularizagao tecidual, portanto a aplicagdo de pequenos volumes
n&o implicam em risco de intoxicacdo (DEBONO, 1997; GUERIOS, 2000).

Em tecidos com vascularizagdo abundante ha relatos de desenvolvimento de
reacao inflamatodria leve, moderadas ou severas, ja em locais menos vascularizados
como cartilagem e ossos nao sao observadas lesdes teciduais. A degradagao do
polimero de CA varia de acordo com o tamanho da cadeia de carbonos do éster de
cianoacetato, quanto maior a cadeia, menor a velocidade de degradacao (TROTT,
1997; LINS, 2012).

O metil-2-cianoacrilato, assim como outros CA de cadeias curtas estimulam
reacao inflamatéria severa, apresentando propriedades necrotizante e também
piogénica quando aplicado a superficie hepatica, no tecido subcutadneo, no musculo
e na medula 6ssea, promovendo reagao intensa com apenas 6 horas de aplicagao.
Posteriormente forma-se tecido de granulagao envolvendo o polimero de CA e em
aproximadamente 63 dias, parte do adesivo desaparece e ndao se observa mais
fagocitose no local. No tecido hepatico foi observada resposta semelhante, s6 que
com 63 dias apds a aplicagao do cianoacrilato constatou-se a presenca de uma fina
cicatriz fibrosa no local (GUERIOS, 2000).

O processo inflamatério que pode ser causado pela liberacdo de subprodutos
toxicos liberados apos o desprendimento do cianoacrilato, desencadeia a liberagao
de inumeras proteinas capazes de acusar o evento lesivo quando pesquisado e
quantificado no sangue. Esses marcadores sdo apontados como marcadores
precoces do processo inflamatério. A proteina C reativa (PCR), um reagente da fase
aguda produzida no figado, tem sido empregada na pratica clinica com importante
respaldo cientifico (GOMES et al., 2009).

Os leucécitos sao ativados por ledo tecidual, iniciando uma resposta com
producao de diferentes citocinas e interleucinas. A interleucina 6 (IL-6) estimula os
hepatdcitos a produzir RNAm para a producdo de proteinas de fase aguda
(fibrinogénio, PCR, amildide sérico A). A PCR tem sido também observada através
de técnicas de imunohistoquimica em tecidos inflamados. Seu papel biolégico nao

esta totalmente esclarecido, mas sabe-se que ela é capaz de ativar o sistema de
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complemento relacionado ao estimulo da sintese de fator tecidual pelos mondcitos
(efeito pro coagulante) e aos estagios iniciais da formacao de placa ateroscleroética
(SANTOS et al., 2003).

A IL-6 é uma citocina com atuagao tanto na resposta imune inata como na
adaptativa. Ela é sintetizada por células endoteliais, mondcitos, fibroblastos e outras
células em resposta a microrganismos e também €& estimulada por outras citocinas,
principalmente interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF-alfa). A IL-6 esta
entre os mediadores mais potentes da resposta aguda ao trauma, ela participa de
uma cascata de reagdes que inicia com o dano tecidual que objetiva, em ultima
instancia, a restauracdo do tecido. A IL-6 se constitui em importante marcador
inflamatorio, € envolvida numa série de atividades imunoldgicas, em especial a
sintese de substancias de fase aguda pelo figado, estando envolvida na regulagao
metabdlica da propria PCR. Tal como o seu receptor (gp130), € amplamente
expressa durante a reacao inflamatéria, produzindo efeitos indesejaveis em varios
orgaos. A IL-6 normalmente é expressa em niveis baixos, exceto durante infecgao,
trauma ou outros fatores estressantes (SILVA et al., 2007; GOMES et al., 2009).

O Formaldeido é um dos principais subprodutos da degradacdo do
cianoacrilato, é considerado um produto toxico quando ingerido, inalado ou quando
entra em contato com a pele, por via intravenosa, intraperitoneal ou subcutanea. Em
altas concentragdes causa irritagao, € considerado um produto carcinogénico (INCA,
2013).

As enzimas aminotransferases estdo amplamente distribuidas nos tecidos
humanos e seus niveis aumentam consideravelmente nas lesdes ou processos
infecciosos no miocardio, figado, musculos esqueléticos, rins, pancreas, baco,
cérebro, pulmbes etc. Nas desordens hepatocelulares causadas por intoxicagdes e
viroses também ha aumento das enzimas alanina (ALT-TGP) e aspartato (AST-
TGO). ALT é uma enzima especifica do tecido hepatico e tem como funcao auxiliar
em diagndsticos de patologias associadas ao figado, quando seus valores se
encontram elevados ou inibidos podem indicar necrose hepatocelular ou ictericia
(BARBIERI et al., 2010).

Muito se tem discutido na literatura cientifica em relagdo ao real maleficio
causado pelo formaldeido a 6rgaos e sistemas. Varios estudos apresentando
resultados conflitantes. Podemos citar o trabalho de Coon et al., que demonstrou o

desenvolvimento de mudancgas inflamatdrias crénicas em coracédo e rins de ratos
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expostos ao formaldeido através da inalagcao, porém outro estudo de Heck et al.,
ressaltam que €& remota a possibilidade de toxicidade do formaldeido em sitios
distantes (PRZYBYSZ et al., 2009; BARBIERI et al., 2010).

Embora os adesivos de CA tenham inumeras vantagens em potencial,
também possuem algumas desvantagens notaveis quando comparados com outros
métodos de sintese. Por exemplo, eles nao sao tao fortes quando comparados a fios
3-0 ou 4-0, quando usados isoladamente tem um risco maior de deiscéncia em
feridas de alta tensédo (SINGER et al., 2008).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Estudar os efeitos da sintese cutadnea com adesivo cirurgico composto de N-

2-Butilcianoacrilato em ratos Wistar (rattus norvegicus albinus).

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar quantitativamente o colageno tipo | e tipo Ill da cicatriz cirurgica.

- Avaliagao tensiométrica da sintese cutanea em cada animal.

- Estudar parametros bioquimicos relacionados e inflamacao sistémica do
cianoacrilato.

- Analise da funcao renal e enzimas hepatica dos animais submetidos ao uso

de cianoacrilato.



4 MATERIAIS E METODO

Essa pesquisa foi avaliada pelo comité de ética no uso de animais (CEUA) da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e todos os procedimentos foram
realizados de acordo com o Animal Experimentation Ethics Committee sob o

protocolo numero 520/2013.

4.1 Delineamento experimental

Foram utilizados 36 ratos wistar (rattus Norvegicu salbinus), machos, adultos,
com peso entre 250 e 350g, procedentes do biotério central da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul.

Os ratos foram alojados em caixas de polipropileno, adequadas para a
espécie (50X40 cm), com trés animais por caixa; recebendo ragao prépria para a
espécie (Nuvilab®, Nuvital Nutrientes Prod. Vet. LTDA — Curitiba — PR) e agua a
vontade. Permaneceram em ambiente controlado, em ciclos claro/escuro de 12
horas, com temperatura estavel (23+1°C) mantida por ar condicionado sem
restricoes na movimentacao. Os dejetos e as caixas dos animais foram substituidos
a cada 48 horas.

Os animais foram identificados por pintura da cauda, utilizando combinagao
de trés cores, azul, preto e verde com canetas de tinta permanente e em 3 grupos
de 12 animais e foram alojados em caixa de polipropileno apropriadas para a
espécie, com forracdo de maravalha.

As caixas receberam etiqueta adesiva externa com a identificacdo dos
animais e foram depositadas, lado a lado, em estante metalicas com a prateleira
inferior distando 1m do piso.

Em cada caixa foi instalado um bebedouro de vidro com bico de ponta reta,
suspenso na grade metalica e o comprimento de solidos preenchido com ragao
peletizada propria para a espécie.

Os animais foram distribuidos por sorteio em trés grupos com 12 animais em
cada um.

G | — Foi realizado tricotomia e confecgdao de uma incisao cutanea de 4cm em

dorso e sintese cutanea utilizando octil-2-Cianoacrilato (Dermabond®).
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G Il - Foi realizado tricotomia e confecgdo de um incisdo cutanea de 4 cm em
dorso e sintese com adesivo cirurgico composto de N-2-Butilcianoacrilato.

G Il (controle) — Foi realizado tricotomia e confecgdo de um incisdo cutanea
de 4 cm em dorso e sutura com pontos simples com poliamida 6-0.

Apos o procedimento os animais foram alojados novamente em caixas de
polipropileno respeitando a separagao dos grupo ficando o G-I com 12 animais e
analise em 7 dias, G-Il com 12 animais e analise em 7 dias e o G-lll com 11 animais,

pois um animal foi a 6bito devido ao plano anestésico, com analise em 7 dias.

4.2 Procedimentos

Antes do inicio dos procedimentos operatérios no laboratério de técnica
cirurgica da UFMS, os animais foram isolados em caixas de polipropileno em sala
anexa a operatoria por um periodo de 3 horas, com objetivo de diminuir o estresse
pré operatorio.

Para a indugao anestésica os animais foram pesados em balancga eletrénica
de precisdo e anestesiados com injecao intraperitoneal de solugdo de 2:1 de
Cloridrato de Cetamina (Cetamin®), 50mg/ml, e Cloridrato de Xilazina (Xilazin®),
20mg/ml, respectivamente, na dose de (0,1ml/100g).

Com tesoura foi feito o corte dos pelos do dorso seguida de limpeza mecanica
com escova de cerdas macias embebida em polivinilpirrolidona iodo 1% e enxague
com solugéo de cloreto de sédio 0,9%.

Com os animais instalados em mesa operatoria em decubito ventral foi feita a
antissepsia do dorso com solugéo de alcool iodado 2% e a colocagado dos panos
operatdrios esterilizados, isolando-se a area depilada.

Com bisturi lamina 15 foi feita uma incisdo em pele e subcutaneo do dorso,
com 4cm, em todos grupos, tendo como referéncia a ultima costela como margem

caudal e a espinha para margem dorsal, a hemostasia foi feita por tamponamento.
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FIGURA 1 - Aspecto da incisdo cutanea realizado em dorso, Campo Grande 2013.

No grupo |, o defeito foi restaurado utilizando octil-2-cianoacrilato
(Dermabond®), no grupo Il o defeito foi restaurado utilizando N-2-Butilcianoacrilato,
cujas margens foram aproximadas com o adesivo cirurgico produzido pela
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul em parceria com empresa privada,
depositado na superficie interna das bordas, no grupo Il o defeito foi restaurado
utilizando sutura com pontos simples utilizando poliamida 6-0 servindo como grupo
controle. Foi feita a devolugdo dos animais as gaiolas utilizadas no pré-operatdrio,
expostas a luz incandescente até a recuperacao anestésica e foram mantidos com

dieta avontade.

FIGURA 2 - Aspecto da sutura com poliamida 6-0 em dorso, Campo Grande 2013.
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FIGURA 4 - Aspecto da sintese com N-2-Butilcianoacrilato, Campo Grande 2013.

Decorrido o periodo de observagao de 7 dias (Grupos GI-7, GlI-7 e GllI-7) os

animais foram submetidos a eutanasia por aprofundamento do plano anestésico.
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FIGURA 5 - Aspecto da sintese com N-2-Butil cianoacrilato apés 7 dias, Campo Grande
2013.
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A seguir, cada rato foi imobilizado na mesa cirurgica, efetuando-se a retirada
da sutura mecanica no grupo controle, nos demais grupos ndo houve a necessidade
pois foram submetidos a sintese com adesivo cirurgico. Foi retirado um segmento de
pele e tecido celular subcutaneo de aproximadamente 5x3cm, onde a regiao central
do retalho foi utilizada para realizagao do teste de for¢ca de ruptura e a regiao lateral

da cicatriz utilizada para analise do colageno.
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FIGURA 6 - Esquema de divisao do retalho para testes tensiométricos e analise do
colageno.

Uma parte foi levada diretamente a freezer a uma temperatura de -20°C para
posteriormente ser submetida a estudo da forca de ruptura e outra fixada
imediatamente em formol tamponado 10% para analise histolégica (TOGNINI et al.,
2000).

Dessa maneira, aleatoriamente, para cada rato um segmento de pele e tecido
celular subcutédneo do dorso foi preparado para exame histolégico e outro para
avaliacao de forga de ruptura.

Em 1853, Paget, introduziu o conceito de medicao de forga ténsil ao seccionar
e reparar tenddes de coelhos, observando que este segmento ganhava forga ao
longo do periodo pds operatério. Em 1929 Howesetal sistematizaram a técnica de
medida de forca ténsil através de um tensidmetro, dispositivo mecanico para
aferi¢gao da forca ténsil (CAMPOS, 2007).

A maneira de avaliar as técnicas de sintese neste experimento foi realizar

estudo da forga de ruptura da sintese cutdnea dorsal mediante ao uso de
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tensibmetro e estudo quantitativo de colageno na cicatrizagcdo, realizando uma

medida quantitativa de colageno existente na linha de sintese.

As amostras para o estudo de for¢ca de ruptura foram levadas congeladas
para a submissdo ao teste de resisténcia a tensdo no laboratério de ensaio
mecanico (Servigo Nacional de Aprendizagem Industrial - SENAI, Teresina - PI), por
meio da maquina de ensaio DL 20000 (EMIC- equipamentos e sistemas de ensaio
Ltda, Brasil, calibrada em 22/05/13 com certificado de n°463/13) com garras de
preensao ajustaveis manualmente e sistema eletrénico de aquisicao de dados com

software Tescversao 3.04.

Os segmentos da linha de cicatrizagdo foram presos a garras de aluminio
paralelamente a linha de sintese e essas garras conectadas ao aparelho que
exerceu a forca de tensdao no sentido perpendicular a sutura. Os valores foram
fornecidos em quilograma forca e transformados em grama forca. A forca de ruptura
corresponde ao maior valor de forga necessario durante a tracdo da amostra, ou
seja, o maior valor de resisténcia da amostra para que se atinja a ruptura. A tragao
ocorreu em uma velocidade de 50mm/min e a forga de tracdo constantemente
mensurada automaticamente.

FIGURA 7 — Tensiébmetro utilizado para realizagcado deste experimento, Teresina 2013.
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FIGURA 8 - Data de calibragem do tensiémetro utilizado neste experimento — Teresina
2013.

Os seguimentos destinados para histologia foram desidratados em alcool
80%, seguido de 95% e 100% na sequéncia, foram fixados em formol a 10% por 24
horas, posteriormente passados em xilol P.A para em seguidas serem levados ao
banho de parafina a 60°c chamado de impregnacao. Préximo passo foi a inclusao
em moldes ou blocos de parafina, levados ao microtomo com navalha descartavel
para a realizacdo de cortes transversais de 5 micrédmeros, foram novamente
passados em xilol para remogao da parafina e em seguida corados com coloragao
histoquimica especial chamada de Picrosirius Red, totalizando 1 Iaminas para cada
segmento.

O Critério adotado para o estudo microscépico foi a avaliagdo quantitativa de
colageno existente na sintese cutanea observado na coloragdo de Picrosirius Red,
assim como a classificagdo quanto a maturagao (tipo | e Tipo Ill). Utilizando-se de
um microscopio da marca Zeizz com objetiva de 40 vezes e um microcomputador
com programa Proc_image para quantificar o colageno em porcentagem, baseados
nos principios de espectrofotometria, sendo que os valores refletiram uma relagao
da quantidade de colageno num maximo de 100 pontos, levando-se em
consideragdao 20 campos de 25 Hitz. Os valores foram submetidos a analise
estatistica (TOGNINI et al., 2000).
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FIGURA 9 — Aplicativo utilizado para analise quali-quantitativa de colageno, Campo Grande
2013.
Fonte: CAMPOS , 2007.

Para a analise dos parametros bioquimicos do cianoacrilato foram colhidos,
apos 7 dias, 10 mililitros de sangue de cada animal por pun¢ao direta na veia cava.
Foram dosados laboratorialmente em cada animal, as enzimas hepaticas (AST,
ALT), ureia e creatinina. Para analise da resposta inflamatéria foi dosado
laboratorialmente a proteina C reativa (PCR) e a produgéo sérica de interleucina-6
(IL-6). Todos os testes foram realizados no laboratério da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul e com controle de qualidade da Sociedade Brasileira de
Andlises Clinicas (SABC) e Sociedade Americana de Patologia (SAP).

4.3 Analise estatistica

Para anadlise estatistica foi realizado uma analise descritiva dos resultados
encontrados para os valores séricos de ureia, creatinina, AST, ALT, Proteina C
Reativa e Interleucina-6 além da analise por postos de Kruskal-Wallis e Brown-
Forsythe, com o objetivo de comparar os 3 grupos (sutura com poliamida, sintese
com Dermabond® e sintese com N-2-Butilcianoacrilato)

Uma analise descritiva foi realizada para demonstrar a quantidade de
colageno tipo | e tipo lll encontrada nesse experimento. Para analise estatistica foi

utilizado teste 2-way ANOVA, complementado pelo teste de Turkey.
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Para analise e comparagao da forga de ruptura encontradas em cada grupo

foi aplicado o teste de Tukey para comparag¢des multiplas.



5 RESULTADOS

5.1 Evolugao clinica

Dos 36 ratos utilizados, um morreu nas primeiras 24 horas apds o
procedimento, sendo excluido da analise dos critérios avaliados apos 7 dias. Nos
animais do grupo controle ndo foram observadas deiscéncia de suturas. Nos animais
do grupo | observamos um total 33,3% de deiscéncia da sutura e no grupo Il um total

de 41,6% de deiscéncia.

3
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FIGURA 10 - Aspecto macroscopico da deiscéncia de sutura e retracdo cicatricial
observados com utilizacdo de CA, Campo Grande 2013.

5.2 Parametros bioquimicos
5.2.1 Analise descritiva

A Tabela 1 traz os resultados da analise descritiva dos parametros estudados

em cada grupo, com excegao do colageno representado em uma tabela a parte.
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Tabela 1 - Resultados encontrados para os valores séricos de ureia, creatinina, AST,
ALT, PCR, IL-6 e tensao de ruptura apos 7 dias da realizagao da sintese

cuténea.
Grupos

Grupo | Grupo |l Grupo lll
Ureia (mg/dL) 48,3+7,8 47,8+29 48,6 + 2,7
Creatinina (mg/dL) 0,39 £ 0,03 0,38 £ 0,04 0,39+ 0,03
AST (U/L) 127,2 + 35,9 145,1 + 31,3 170,4 £ 72,2
ALT (U/L) 50,67 £ 8,5 54,27 £ 5,7 53,42 £ 5,7
PCR (mg/dL) 0,20 £ 0,15 0,19+0,18 0,18 £ 0,11
IL-6 (pg/mL) 1,51+ 0,03 1,51 £ 0,03 1,51 £ 0,03

Tensdo de ruptura (g)  849,6 + 403,3 799,4 £ 303,4 1508,1 + 353,6

5.2.2 Ureia

O teste de normalidade indicou uma distribuicdo gaussiana dos dados que,
entretanto, careciam de homoscedasticidade (teste de Brown-Forsythe, p = 0,032).
Por conseguinte, foi aplicado o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, que

apontou similaridade estatistica entre os trés grupos (p = 0,613).
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Figura 11 — Média dos valores séricos de ureia encontrados nos grupos experimentais.
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5.2.3 Creatinina

O teste de normalidade indicou uma distribuicdo ndo-paramétrica dos dados.
As tentativas de transformacao foram infrutiferas, razdo pela qual optou-se pelo
teste de Kruskal-Wallis, que revelou nao haver diferengas entre os grupos
experimentais (p=0,704).

A figura 12 ilustra estes achados.
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Figura 12 — Média dos valores séricos de creatinina encontrados nos grupos experimentais.

5.2.4 Aspartato amino transferase (AST)

O teste de normalidade indicou uma distribuicdo ndo-paramétrica dos dados,
razao pela qual optou-se pelo teste de Kruskal-Wallis. Este revelou nao haver
diferengas entre os grupos experimentais (p=0,124).

A figura 13 ilustra estes achados.
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Figura 13 — Média dos valores séricos de AST encontrados nos grupos experimentais.

5.2.5 Alanina Aminotransferase (ALT)

O teste de normalidade indicou uma distribuicdo gaussiana dos dados, com
variancias semelhantes entre os grupos experimentais, razao pela qual optou-se
pela analise de varidncia para deteccao de diferengas entre os grupos
experimentais. O teste revelou similaridade estatistica entre os grupos (p=0,416).

A figura 14 ilustra estes achados.
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Figura 14 - Média dos valores séricos de ALT encontrados nos grupos.
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5.2.6 Proteina C Reativa (PCR)

O teste de normalidade indicou uma distribuicdo paramétrica dos dados,
razao pela qual optou-se pela analise de variancia. Este teste revelou ndo haver
diferengas entre os grupos experimentais (p=0,963).

A figura 15 ilustra estes achados.
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Figura 15 — Média dos valores séricos de PCR encontrados nos grupos. A linha vertical
representa o desvio padréao.

5.2.7 Interleucina 6 (IL-6)

O teste de normalidade indicou uma distribuicdo ndo-paramétrica dos dados,
razao pela qual optou-se pelo teste de Kruskal-Wallis. Este revelou nao haver
diferengas entre os grupos experimentais (p=0,997).

A figura 16 ilustra estes achados.
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Figura 16 — Média dos valores séricos de IL-6 encontrados nos grupos. A linha vertical
representa o desvio padrao.

5.3 Analise tensiométrica

O teste de normalidade indicou uma distribuicdo gaussiana dos dados, com
respeito a homoscedasticidade entre os grupos, razao pela qual optou-se pela
analise de variancia. Foram encontradas diferengas significantes entre os grupos
experimentais (p<0,001), razdo pela qual aplicou-se o teste de Tukey para
comparagdes multiplas.

O teste complementar indicou similaridades estatisticas entre os grupos | e Il
(p>0,05), porém o grupo Il mostrou-se diferente dos outros (p<0,001).

A figura 17 ilustra estes achados.
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Figura 17 — Média dos valores de forga de ruptura encontrado nos grupos. A linha vertical
representa o desvio padrao.
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5.4 Analise de colageno tipolell

A Tabela 2 mostra os resultados encontrados para a quantidade de colageno

Tipo | (em porcentagem), enquanto o grafico apresentado na Figura 18 ilustra estes
achados.

Tabela 2 - Quantidade média de colageno tipo | e Il (em porcentagem)
encontrada na derme dos animais testados.
Colageno Gl (%) Gll (%) Controle (%)
Tipo | 88,6+3 87,7 £2,15 89,5 + 2,05
Tipo Il 11,4 £3 12,3 £2,15 10,5 £2,05
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Figura 18 - Porcentagem de colageno tipo | encontrada em derme frouxa e
compacta dos animais submetidos a diferentes tipos de sintese.

Os resultados da analise estatistica (2-way ANOVA complementado por teste
de Tukey) indicam que, na derme frouxa, o grupo | promoveu maior formacao de
colageno tipo | do que os outros métodos de sintese testados (p<0,01), que
apresentaram resultados semelhantes (p=0,97).

Ja na derme compacta, utilizando-se os mesmos testes estatisticos, temos o
Nylon apresentando maior formacao de colageno tipo | (p<0,001), com os outros 2

grupos apresentando resultados semelhantes entre si (p>0,49).
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Figura 19 — Fotomicrografia da derme mostrando fibras colagenas espessas coradas
pela coloragao de Picrosirius Red — Grupo I.

Figura 20 — Fotomicrografia da derme mostrando fibras coldgenas espessas coradas
pela coloracao de Picrosirius Red — Grupo Il.



Figura 21 — Fotomicrografia da derme mostrando fibras colagenas espessas coradas
pela coloragao de Picrosirius Red — Grupo Ill.
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6 DISCUSSAO

O animal escolhido para esse estudo foi o rato devido as suas caracteristicas
semelhantes ao homem e seu metabolismo acelerado, podendo assim permitir uma
analise tardia do processo de cicatrizagao e possiveis alteracbes hematoldgicas em
tempo menor de observacao (FONTES, 2004).

Nessa pesquisa foi constatado que nado houve alteragdo na fungao renal
quando se avaliou os niveis séricos de ureia (p = 0,613) e creatinina (p = 0,704),
mostrando que nao ocorreu disfungao renal segundo os parametros de normalidade
para a espécie estudada (28,6 mg/dL— 55,3 mg/dL), (0,4mg/dL — 1 mg/dL),
respectivamente (figura 11 e 12). O rim é um 6rgao de fundamental importancia na
homeostasia corpérea, recebendo aproximadamente 25% do débito cardiaco, a
doenca renal é definida como ocorréncia de lesdes morfolégicas renais ou qualquer
anormalidade bioquimica relacionada a fungao renal (VENIAL, 2013).

Coon et al. (2013) demonstraram o desenvolvimento de reagdes inflamatorias
crbnicas em coragao e rins de ratos expostos ao formaldeido, se mostrando
contrario ao resultado encontrado, onde nao houve qualquer tipo de alteragao renal,
onde formaldeido liberado pelo despreendimento dos adesivos ndo causou agressao
renal.

A creatinina € um produto de degradagao nao enzimatica da fosfocreatinina
no musculo, a producéo diaria de creatinina € determinada em grande parte pela
massa muscular do individuo e nao é afetada consideravelmente pela dieta.
Alteracdes nos seus valores podem ser decorrentes de mudangas hemodinamicas,
catabolismo, aumento na produgao e liberagao por miocitos lesionados. Apesar de
todos os animais serem submetidos a incisées em dorso, com algum grau de lesao
muscular, isso nao foi suficiente para alterar os niveis séricos de creatinina, mesmo
nos grupos onde foi utilizado adesivo cirargico (VENIAL, 2013).

Na analise das enzimas hepaticas, apenas 2 animais do grupo | e 3 animais
do grupo lll obtiveram resultados acima dos niveis de normalidade dos parametros
fisiolégicos de AST para espécie (88,24 — 175,31) e nenhum animal obteve valores
anormais de ALT apés 7 dias (45,6-69,5), demonstrando que o adesivo ndo causou
agressao hepatica (Figuras 13 e 14) (LIMA, 2014).

A anadlise das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina

aminotrasnferase (ALT) sao importantes indicadores de lesbes nas células
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hepaticas. Uma célula ndo provoca dano algum no figado sem interferir com a
atividade normal dessas enzimas. Em estudo realizado por Simon et al. (2011)
utilizando 84 camundongos n&o se observou alteragdo em enzimas hepaticas com 7,
15 e 30 dias apo6s uso de etil-cinoacrilato e n-butilcianoacrilato aplicado no tecido
subcutaneo desses animais apos incisdo dorsal, sendo observado alteragdes
significativas nessas enzimas apenas apos 45 dias (SIMON, 2011).

Nesse experimento observou-se um indice semelhante a literatura de
deiscéncia a curto prazo, mostrando que o adesivo € menos eficiente em areas de
tensdo que a sutura convencional, limitando seu uso isolado a areas de baixa tensao
(figura 10). Ao se analisar a forgca de ruptura de animais submetidos a sintese
cutanea, viu-se que tanto no grupo | quanto no grupo Il cicatrizes significativamente
mais fracas com 7 dias de evolugdo em relacdo ao grupo controle (p < 0,001)
demonstrando que para areas de tensdo o adesivo n&do deve ser utilizado
isoladamente (figura 17). Ao se comparar ambos o0s grupo submetidos a sintese com
adesivo de CA nao houve diferenga significativa entre as forgas de ruptura (P >
0,05). Em um estudo Singer et al. (2008) analisaram 20 trabalhos e sugeriram a
utilizacao concomitante de fitas adesivas porosas para facilitar a coaptacdo das
bordas e reforgar a sutura (OLIVEIRA, 2010; HINES et al. 2012).

As amostras retiradas para andlise de forca de ruptura foram levadas
imediatamente ao freezer na temperatura de -20°C e transportadas congeladas ao
laboratério para realizagdo do teste. De acordo com Tognini et al. (1994), a
velocidade de congelagao influencia diretamente na qualidade do material, devendo
ser o mais rapido possivel, reduzindo assim modificagdbes microorganicas e
enzimaticas e nao existe diferenga significativa na forgca de ruptura e na deformagao
de segmentos ao se comparar métodos de armazenamento em ratos submetidos a
laparotomia seguido de laparorrafia, quando comparado as forgas de ruptura na
cicatriz cirdrgica imediatamente apos a eutanasia, apos conservacgao por 20 dias em
congelador a -17°C e ap6s conservagao em anidrido carbdnico por 20 dias.

Esses adesivos demonstram apresentar vantagens em relacdo as suturas
convencionais para pele e mucosas, sendo indicados para uma variedade de
sinteses como para fechamentos de lesdes gengivais, lacera¢des de pele e mucosa,
com boa biocompatibilidade e pouca reacao tecidual secundaria, lesdes essas de
baixa tensao, ndo compativeis com lesdes em dorso de ratos como utilizadas nessa

pesquisa, com tensdo mais elevada (LINS et al., 2012).



47

As complicagdes poés-cirurgicas do CA, tais como inflamagéo e deiscéncia,
sdo semelhantes ao verificado com uso de sutura convencional em criangas
submetidas a incisdes cirurgicas de baixa tensdo. O adesivo quando aplicado de
forma continua nas bordas da ferida bloqueia o trajeto para crescimento de vasos e
quando aplicada em excesso pode causar dano térmico ao tecidos circundantes.
Vale salientar que as feridas induzidas nesse experimento foram submetidas,
primeiramente, a aproximagao manual de seus bordos para posterior colocagao do
adesivo cirurgico (SHIMIZU, 2003).

Estudos revisados tem demonstrado bons resultados com o uso de colas a
base de cianoacrilatos para sutura de pele em humanos, comparaveis aos métodos
tradicionais de sutura. Estudos prospectivos tem sido feitos utilizando adesivos de
CA, demonstrando melhores resultados em relagao a cicatrizagao da ferida e menor
cicatriz em relacdo as suturas convencionais (GREENE et al., 1999; OLIVEIRA,
2010).

O uso do adesivo deve ser limitado lesdes ndo infectadas ou contaminadas,
locais de baixa tensdo, feridas traumaticas ou cirurgicas, desde que ndo haja
dificuldade para coaptagdo das bordas. Em regides de pele fragil apresenta
vantagens em relagdo aos fios pois nao provoca lesao ou isquemia (OLIVEIRA,
2010).

Apesar das diversas vantagens documentadas pelos adesivos de CA, sua
utilizagdo se mantém restrita devido ao seu uso limitado em areas de tensao.
Utilizando animais do tipo Cavia Porcellus, Noordzij et al. (1994), encontraram uma
diferencga significativa na tensdo da ferida operatéria imediatamente apds o reparo.
No grupo da sutura, houve uma forca de tensdo 12 vezes maior que o grupo do
adesivo, porém apés 7 nao houve mais diferenga na forga de ruptura. Pelo fato de o
teste ter sido realizado imediatamente apos o experimento, se testou na realidade os
meétodos de sintese, pois ndo houve tempo para que ocorresse um processo de
cicatrizacdo adequado com formacéao de colageno e tecido cicatricial.

Bettes (2003) encontrou diferenga nas forgas de ruptura ao se comparar octil-
cianoacrilato e suturas intradérmicas apenas com 14 a 21 dias de experimento, onde
0 grupo de sutura obteve forca maxima de tensdo com 21 dias. Nesse experimento
encontrou-se cicatrizes mais resistentes no grupo controle com 7 dias de evolugao
comparado aos grupos | e Il, mostrando que a sutura é mais adequada para areas

de tensao (Figura 17).
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Os adesivos de CA séao indicados para areas cirurgicas de baixa tensao e
laceragdes traumaticas onde as bordas da ferida s&o facilmente aproximadas. Ha
varios relatos do uso com sucesso desses adesivos no selamento de nefrostomias e
vazamento de fluido cérebro espinhal. Devem ser evitados em areas de mucosas e
regidbes com muita humidade ou atrito, a exposi¢ao continua a agua induz o
desprendimento prematuro do adesivo. Nao devem ser usados isoladamente para o
fechamento de feridas com tensao elevada, porém podem ser usados nessa regiao
quando associados a suturas para diminuir a tensao local ou em conjunto com fitas
adesivas (SINGER et al., 2008).

Nesse experimento foi observado que nao houve alteracdo nos marcadores
inflamatorios estudados no grupo |, demonstrando nao haver toxicidade do novo
adesivo. Os valores para os marcadores nos grupos |l e controle também
mantiveram-se no limite inferior. Os padrbes de PCR e IL-6 se mantiveram nos
valores minimos de leitura do aparelho sem ocorrer diferenga significativa entre os
trés grupos (p = 0,963 e p = 0,997 respectivamente) (figura 15 e16).

Os CA de cadeia curta degradam-se mais rapidamente do que os de cadeia
longa, produzindo maior quantidade de subprodutos toxicos. A citotoxicidade
depende da quantidade utilizada e da vascularizagao tecidual, portanto a aplicagao
de pequenos volumes nao implicam em risco de intoxicacdo (GUERIOS, 2000).

A coloragédo de Picrosirius Red se destaca pela sua maior seletividade para
tecido conjuntivo e por ser mais adequada na leitura microscépica por luz polarizada.
Nessa pesquisa essa foi a coloragao de escolha por atender aos objetivos e pela
rapida disponibilidade. Devido a birrefringéncia do colageno corado por essa técnica,
produz imagens claras capazes de diferenciar os tipos dessa substancia (PAUL,
2011).

Demonstrou-se que com 7 dias de experimento, que os trés grupos
apresentavam uma maior concentragao de colageno tipo | em relagéo ao tipo Il
tanto na derme frouxa como na derme compacta, refletindo uma ferida com uma
maior quantidade de colageno maduro e resistente (figura 18).

Ao se comparar os 3 grupos apenas em relagao ao colageno tipo |, como
exposto na tabela 1, o grupo | promoveu uma maior formagao de colageno maduro
na derme frouxa do que os outros métodos de sintese(p<0,01), que apresentaram
um resultado semelhante (p=0,97). Na derme compacta utilizando-se dos mesmos

métodos estatisticos temos uma maior formagao de colageno tipo | no grupo
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controle (P<0,01), com os outros 2 grupos de colas apresentando um resultado
semelhante entre si (p>0,49).

A derme compacta se encontra abaixo da epiderme e é formada por tecido
conjuntivo denso modelado, constituido por fibras colagenas espessas, onduladas e
paralelas a superficie da epiderme. A derme frouxa se encontra a baixo da
membrana basal com fibras colagenas mais finas e vasos sanguineos. Nessa
pesquisa observou-se que o grupo controle formou maior quantidade de colageno
tipo | na derme compacta, demonstrando uma cicatriz com colageno mais resistente
(SOUZA, 2003).

Resultados semelhantes foram encontrados a sintese cutanea em 36 ratos
utilizando sutura intradérmica e octil-cianoacrilado em fechamento de feridas
dorsais, onde encontrou-se valores ascendentes de colageno tipo | até o 14 dia de
experimento enquanto o colageno tipo Ill apresentou queda nos seus valores
percentuais com o passar dos dias de experimento tendendo a se estabilizar
(BETTES, 2003).

Na cicatrizacao de feridas, destaca-se, apés 48h de ocorrido a lesdo, uma
fase de fibroplasia que tem por caracteristica a intensa invasao de fibroblastos e sua
multiplicagdo, proliferacdo e producao de proteinas caracteristicas do tecido em
reparagao. As primeiras fibras colagenas surgem com 4 a 5 dias provenientes de
uma  substancia fundamental produzida pelas fibroblastos (amorfa-
mucopolissacarideos) que além de produzirem também orientam essas fibras. O uso
da coloragao Picrosirius Red foi de imensa relevancia no sentido de mensurar a
quantidade e o tipo de colageno, maduro ou jovem ao colorir a proteina das fibras de
vermelho quando maduras e verde quando jovens. (tipo | e lll respectivamente)
(figuras 19, 20 e 21) (FONTES et al., 2004).

Sutura com poliamida e sintese com CA nao apresentaram diferencas
significativas como verificado por Borba et al. (2000), em relacdo a aspectos
macroscopicos e microscopicos. Nao houve, também, diferenca na substancia
fundamental nos diferentes grupos estudados (BORBA et al., 2000).

Ao comparar o N-Butil-2-cianoacrilato com suturas de acido poliglicélico no
fechamento de feridas dorsais em coelhos, Pelisser et al. (2001) demonstraram ao
aplicar a cola na base e nas margens da ferida a persisténcia do filme de
cianoacrilato na avaliacdo histoldégica apds 2 semanas. Foi encontrado reagao

inflamatéria aguda média e focal com edema difuso de células gigantes
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multinucleadas semelhantes a reagdo de corpo estranho. No grupo sutura, ocorreu
reacao inflamatéria média, com células gigantes ao redor do fio. Os autores
concluiram que o n-butil-2-cianoacrilato n&o atrasou ou inibiu o processo de
cicatrizacdo ou sua qualidade, além da rapidez e facilidade de aplicagao
(PELISSIER, 2001; SHIMIZU, 2003).

O colageno tipo | € o mais frequente, sintetizado pelas fibroblastos e € mais
predominante em ossos e tenddes, ja o tipo Ill € mais comumente encontrado em
vasos sanguineos, derme e fascia. A derme saudavel possui cerca de 80% de
colageno tipo | e 20% de colageno tipo Ill, Nesse experimento o colageno tipo |
predominou em todos os grupos tanto na derme frouxa como compacta com valores
significativamente maiores do que a quantidade de colageno tipo Ill (CAMPQOS,
2005).

Fontes et al. Encontraram uma maior quantidade de fibras colagenas tipo | e
[l em ratos ao se comparar o uso de cianoacrilado com cola de fibrina na reparacao
tecidual (FONTES, 2004).

O uso de CA possui algumas desvantagens como seu alto custo, menor
disponibilidade, menor resisténcia a tensdo e a umidade. Nesse experimento foi
utilizado um adesivo de N-2-Butilcianoacrilato produzido no laboratério de quimica
da UFMS com boa disponibilidade para utilizagao local, facilitando o uso desses
adesivos a pratica médica (OLIVEIRA, 2010).



7 CONCLUSAO

Adesivos de Cianoacrilato n&o interferem na producgado de colageno da ferida

operatdria, tanto no tipo de colageno como em sua quantidade presente na cicatriz.

Adesivos de CA nao causam alteragdes laboratoriais que indiquem reagao
inflamatdria sistémica.

Nao causam alteragdes em funcao renal ou liberagao de enzimas hepaticas.

Suturas com poliamida resultam em cicatrizes mais resistentes, porém ao se
comparar os adesivos estudados nao houve diferenca na resisténcia das cicatrizes

entre os 2 grupos de colas.
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ANEXOS

TABELAS

As tabelas 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 representam os valores médios e desvios-
padrao das analises bioquimicas de cada grupo apds 7 dias de estudo. A analise da
variancia por postos de KRUSKAL - WALLIS mostrou que ndo houve diferenca

significativa entre os grupos.

Tabela 3 - Ratos dos grupos |, Il e Ill segundo os valores séricos de ureia apés 7
dias da realizagao da sintese cutanea de cada corpo de prova (CP).

Grupo | Grupo |l Grupo lll
CP1 42 46 48
CP2 40 47 46
CP3 55 51 49
CP4 56 48 52
CP5 44 44 43
CP6 44 53 48
CP7 66 47 52
CP 8 53 52 51
CP9 46 46 46
CP 10 49 45 50
CP 11 41 47 50
CP 12 44 48
Media 47,818 49,909 48,636

Desvio Padrao 7,867 2,926 2,803
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Tabela 4 - Ratos dos grupos |, Il e lll segundo os valores séricos de creatinina apos
7 dias da realizagao da sintese cutanea de cada corpo de prova (CP).

Grupo | Grupo Il Grupo lll
CP1 0.4 0.4 0.4
CP2 0.4 0.4 0.4
CP3 0.4 0.3 0.3
CP4 0.4 0.4 0.4
CP5 0.4 0.4 0.4
CP6 0.4 0.4 0.4
CP7 0.4 0.4 0.4
CP 8 0.3 0.3 0.4
CP9 0.4 0.4 0.4
CP 10 0.4 0.4 0.4
CP 11 0.4 0.4 0.4
CP 12 0.4 0.4
Média 0,391 0,382 0,391

Desvio Padrao 0,03 0,04 0,03
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Tabela 5 - Ratos dos grupos I, Il e lll segundo os valores séricos de AST apds 7 dias
da realizagao da sintese cutanea de cada corpo de prova (CP).

Grupo | Grupo |l Grupo lll
CP 1 201 171 158
CP 2 105 174 175
CP3 87 161 219
CP 4 184 163 109
CP5 141 149 151
CP 6 17 168 125
CP7 110 170 145
CP 8 137 97 186
CP9 117 84 95
CP 10 121 131 150
CP 11 129 128 374
CP 12 77 158
Média 120,455 145.091 171,545

Desvio Padrao 31,268 75,613

28,612
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Tabela 6 - Ratos dos grupos [, Il e Ill segundo os valores séricos de ALT apos 7 dias
da realizacao da sintese cutanea de cada corpo de prova (CP).

Grupo | Grupo |l Grupo lll
CP1 54 56 51
CP2 43 52 62
CP3 53 61 63
CP4 46 53 46
CP5 65 49 54
CP6 45 59 45
CP7 50 58 51
CP 8 62 44 53
CP9 61 59 56
CP 10 38 59 50
CP 11 44 47 59
CP 12 47 51
TR T

8,812
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Tabela 7 - Ratos dos grupos |, Il e lll segundo os valores séricos de PCR apoés 7
dias da realizagao da sintese cutanea de cada corpo de prova (CP).

Grupo | Grupo Il Grupo lll

CP1 0.2 0.6 0.2
CP2 0.1 0.2 0.3
CP3 0 0.3 0.2
CP4 0.2 0.1 0.4
CP5 0.5 0 0.2
CP6 0.2 0 0.2
CP7 0 0.3 0.2
CP 8 0.3 0.2 0.2
CP9 0.4 0.3 0

CP 10 0.2 0 0

CP 11 0.1 0.1 0.1
CP 12 0.2 0.2
Médi? ) 0.2 0,191 0,182
Desvio Padrao ’ 0,181 0,117

0,155
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Tabela 8 - Ratos dos grupos |, Il e lll segundo os valores séricos de IL-6 apos 7 dias
da realizacao da sintese cutanea de cada corpo de prova (CP).

Grupo | Grupo |l Grupo
CP1 1.5 1.5 1.5
CP2 1.5 1.5 1.5
CP3 1.5 1.5 1.5
CP4 1.6 1.5 1.6
CP5 1.5 1.5 1.5
CP6 1.5 1.5 1.5
CP7 1.5 1.5 1.5
CP 8 1.5 1.6 1.5
CP9 1.5 1.5 1.5
CP 10 1.5 1.5 1.5
CP 11 1.5 1.5 1.5
CP 12 1.5 1.5
Médi? ) 15 1,5 1,5
Desvio Padrao ’ 0,00 0,00
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Tabela 9 - Ratos dos grupos |, Il e lll segundo os valores de intensidade de forga
(em grama-forga) necessaria para romper a cicatriz obtida apds 7 dias
da realizag¢ao da sintese cutanea de cada corpo de prova (CP).

Grupo | Grupo |l Grupo lll

CP 1 637,21 700,93 1529,31
CP2 509,77 892,1 1784,2
CP3 764,66 382,33 1975,36
CP 4 573,49 892,1 1019,54
CP5 828,38 382,33 1401,87
CP6 446,05 1210,7 892,1
CP7 1656,75 573,49 1146,98
CP 8 1019,54 700,93 1401,87
CP9 446,05 764,66 1720,47
CP 10 1083,26 955,82 1975,36
CP 11 700,93 1338,15 1720,47
CP 12 1529,31 1529,31

Média 849,6 799,4 1508
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