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NOTES transretal em suinos: aspectos técnicos e avaliacao cicatricial do reto
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RESUMO

A cirurgia endoscopica transluminal por orificios naturais (NOTES) € uma nova
modalidade cirdrgica caracterizada pela auséncia de incisdes cutaneas. Diferentes vias
de acesso para a NOTES ja foram testadas, porém, existem poucos estudos sobre os
efeitos imunomoduladores da via transretal e de sua associacdo com as células-tronco
mesenquimais (MSCs) como adjuvante nos efeitos anti-inflamatérios e na cicatrizagao
retal. Este trabalho objetivou avaliar a exequibilidade da técnica NOTES transretal, os
efeitos imunomodulatérios e regenerativos desta abordagem cirdrgica e sua associagao
com as MSCs em um modelo experimental suino. A tese foi divida em quatro capitulos
sendo que o primeiro trata de uma revisdo bibliogréafica sobre as vias de acesso para a
NOTES e suas implicagdes. O segundo objetivou testar a exequibilidade da via
transretal em trés suinos, o que demonstrou ser um acesso alternativo para
procedimentos abdominais. O terceiro capitulo avalia a resposta inflamatoéria da técnica
NOTES e da sua associacdo com MSC derivadas de tecido adiposo. Para isso, 11 suinos
foram submetidos a NOTES transretal e distribuidos aleatoriamente em dois grupos:
GNOTES e GNOTES+MSC. Amostras de sangue foram coletadas em diferentes
tempos para exames de hemograma, albumina, proteina C reativa (PCR) e interleucina-
6 (IL-6). Nao houveram alteracdes entre os grupos quanto aos valores de hemograma,
albumina e PCR, sendo que a IL-6 foi indetectivel em todos os animais.
Histologicamente, foi observado menor quantidade de células inflamatérias no
GNOTES+MSC na camada muscular. Estes dados sugerem que tanto a técnica NOTES
quanto as MSCs atenuam os efeitos inflamatdrios do procedimento. Um prolapso retal
ocorrido como complicacio da técnica NOTES transretal foi detalhadamente descrito no
quarto capitulo. Assim, a técnica NOTES associada ou nao as MSCs no sitio da incisdo
apresenta minima resposta inflamatéria em suinos submetidos a peritoneoscopia
transretal.

Palavras-chave: Cirurgia sem cicatriz, cirurgia endoscopica, terapia celular, efeitos

anti-inflamatorios.



Transrectal NOTES in porcine: technical aspects and scar evaluation of the
rectum with or without mesenchymal stem cells

Author: Anelise Bonilla Trindade
Supervisor/Advisor: Emerson Antonio Contesini
Co-supervisor: Elizabeth Obino Cirne-Lima

ABSTRACT

Natural orifice transluminal endoscopic surgery (NOTES) is an evolving
surgical approach to be performed without skin incisions. Different access sites have
been tested, however, studies regarding immunomodulation of the transrectal approach
and its association with mesenchymal stem cells (MSC) are still lacking. The viability
of transrectal NOTES and the associated effects of MSC local therapy on rectal healing
and inflammation were tested in a porcine model. The results of the study are depicted
in fours chapters. The first chapter presents a literature review and state-of-the-art on the
accesses for NOTES. The subsequent paper describes the transrectal approach
performed in three pigs and its viability as an alternative access to abdominal
endoscopic procedures. In the third chapter, the evaluation of the inflammatory response
with transrectal NOTES and adipose tissue MSC therapy is presented. For that, 11 pigs
were either submitted to NOTES only or NOTES with local MSC application. Blood
samples, peritoneal fluid, and post-mortem rectal tissue specimens were collected. Total
blood count, albumin and C-reactive protein showed no significant differences between
groups. Interleukin-6 was undetectable in both groups. Histological evaluations
demonstrated less inflammatory cells in the muscular layer of rectum of the animals
where NOTES was associated with MSC. A possible lessening of the immune response
may be seen with NOTES with or without MSCs; however, the presence of MSC
attenuate the local inflammatory reaction in the muscular layer of porcine rectum after
transrectal NOTES. A rectal prolapse that occurred after transrectal NOTES in one pig
is reported in the last chapter. The transrectal NOTES technique with or without the

MSC:s at the incision site shows minimal inflammatory response in porcine.

Key-words: Scarless surgery, endoscopic surgery, cellular therapy, anti-inflammatory

effects.
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INTRODUCAO

A prética médica € marcada por constante evolucao em todos os seus ramos de
atuacdo. Isso também ocorre na clinica cirdrgica, sendo possivel observar diversas
mudancas em curtos periodos de tempo. No que diz respeito as técnicas cirdrgicas, essas
também evoluem cada vez mais a medida que novos arsenais diagnésticos e
terapéuticos sdo criados (SANTOS FILHO et al., 2009).

Assim, a cirurgia endoscOpica transluminal por orificios naturais ou NOTES
(Natural Orifice Transluminal Endoscopic Surgery) é uma nova alternativa, em alguns
casos ainda experimental, para a cirurgia tradicional por eliminar as incisdes abdominais
bem como as complicagdes relacionadas a esta, combinando técnicas endoscépicas e
laparoscépicas para diagnosticar e tratar doengas abdominais (RATTNER; KALLOO,
2006). As vias mais comumente utilizadas para NOTES sdo a via transvaginal, a
transuretral, a transoral ou transgdstrica, a transcolOnica e a transretal (LIMA et al.,
2008; SEID et al., 2008; ALCARAZ et al., 2009; SANTOS FILHO et al., 2009), sendo
as duas ultimas ainda pouco exploradas.

As abordagens transcoldnica e transretal podem representar método promissor
para os procedimentos NOTES sendo que suas principais vantagens em relacdo as
outras vias sdo: a rdpida visualizacdo da cavidade abdominal, o melhor alcance e
estabilidade do endoscépio dentro do abdome e, principalmente, a produ¢ao de maior
orificio para retirada de espécimes de tecidos ou massas. Porém, um dos requisitos mais
importantes para a realizacdo € a necessidade de fechamento seguro da viscera de
acesso a cavidade abdominal e adequada cicatrizagdo, pois o extravasamento de
conteddo fecal na cavidade anula quaisquer vantagens desta nova abordagem cirtrgica
(PAI et al., 2006.; SANTOS FILHO et al., 2009). Portanto, o estudo da unido de novas
técnicas cirdrgicas com terapias diferenciadas, com intuito de proporcionar rapida e
efetiva cicatrizacdo de Orgdos e tecidos € uma alternativa com possibilidades de
resultados promissores.

Dentro do contexto do desenvolvimento tecnoldgico, encontra-se a terapia
celular, que € um conjunto de métodos e abordagens tecnoldgicas fundamentadas no
conhecimento de vdrias ciéncias, que visam a utilizacdo de células para tratamento de
muitas doencas (ZAGO, 2006). No entanto, entre as aplicagdes mais imediatas da

terapia com células-tronco, a qual vem sendo explorada em termos experimentais no
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mundo todo, estdo os seus usos na regeneracdao de 6rgdos e objetivando os efeitos anti-
inflamatorios. Essa modalidade de terapia implica na inoculacdo de células-tronco em
meio ao tecido danificado, na expectativa de que estas proliferem e se diferenciem em
células sadias tipicas daquele tecido
(http://www.academicos.cefetmg.br/admin/downloads/2108/Artigo_BIO_Celulas_Tronco.pdf).

Apesar dos resultados serem animadores em termos de regeneracdo de 6rgaos e
efeitos imunomoduladores, a utilizacdo da terapia celular na rotina e suas aplicacdes
clinicas, ainda € considerado um grande desafio para a engenharia tecidual, a qual segue
buscando por meio de novas pesquisas, e resultados consistentes para sua utilizacdo de
uma forma segura (COVAS, 2006).

Assim, apesar da técnica NOTES representar uma via alternativa para a cirurgia
convencional, a via de acesso transretal ainda carece de estudos, bem como a
combinacdo desta técnica com terapias adjuvantes com intuito de promover melhor
cicatrizacdo da viscera de acesso e, consequentemente, menores efeitos
imunomoduladores, condi¢ao que resulta em melhor e mais rdpida recuperacdo pods-
operatoria.

Desta maneira, esta tese teve por objetivos:

a) Geral

Analisar a influéncia da terapia celular na cicatrizacdo do reto de suinos
submetidos a NOTES transretal e verificar a exequibilidade desta nova abordagem
cirirgica, bem como as suas repercussoes clinicas e resposta inflamatdria.

b) Especificos

* Verificar a exequibilidade da técnica NOTES via transretal para
peritoneoscopia em modelo experimental suino;

* Verificar se a terapia celular através de células-tronco mesenquimais aplicadas
no sitio da incisdo retal promove melhor cicatrizagdo do mesmo quando comparada aos
animais que ndo a receberam.

* Avaliar a resposta inflamatéria da técnica NOTES transretal e de sua
associacdo com as células-tronco mesenquimais, por meio da mensuragdo dos niveis
séricos da interleucina-6, da proteina c ultrassensivel e da albumina, bem como

hemograma.
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* Verificar e comparar a presenca de contaminac¢do bacteriana abdominal,
através da andlise de lavado peritoneal antes do procedimento cirtrgico e apés 14 dias,
nos diferentes grupos: com e sem terapia celular.

* Analisar a ocorréncia de complicagcdes nos animais submetidos ao
procedimento NOTES transretal.

Desta maneira, essa tese foi dividida em quatro capitulos formatados conforme
indicacdo do periddico submetido ou a ser submetido: o capitulo um referiu-se a uma
revisao bibliografica sobre as diferentes vias de acesso para a realizagdo da NOTES; no
capitulo dois foi relatada a exequibilidade cirdrgica da técnica NOTES transretal em
modelo experimental suino; no capitulo trés foram descritos os efeitos inflamatérios da
NOTES e a associacdo desta técnica com as células-tronco mesenquimais, a
contaminacdo bacteriana da cavidade abdominal e as repercussoes clinicas dos animais
submetidos a este procedimento; e por ultimo, o capitulo quatro descreveu uma

complicacdo grave associada ao procedimento de NOTES transretal.
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2. CAPITULO 1

Cirurgia endoscépica transluminal por orificios naturais (NOTES): Principais

acessos e suas implicacoes - Revisao

Anelise Bonilla Trindade, Giinther Greiwe, Elizabeth Obino Cirne-Lima, Emerson

Antonio Contesini

Manuscrito a ser submetido para a revista

Veterindria em Foco
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Cirurgia endoscépica transluminal por orificios naturais (NOTES): Principais
acessos e suas implicacoes - Revisao
Natural Orifices Transluminal Endoscopic Surgery (NOTES): Main access and

implications- Review

Anelise Bonilla Trindadel, Giinther Greiwez, Elizabeth Obino Cirne-Lima3,
Emerson Antonio Contesini*

' Médica Veterindria, Doutoranda no Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias

Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

% Aluno de graduacio do curso de Medicina Veterindria na Universidade Federal do Rio

Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS.

3Bi(’)loga, Doutora, Professora na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),

Porto Alegre, RS.

* Médico Veterinario, Doutor, Professor na Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(UFRGS), Porto Alegre, RS.

RESUMO

As cirurgias endoscopicas transluminais por orificios naturais ou NOTES (Natural
Orifice Transluminal Endoscopic Surgery), significam um novo conceito de cirurgia
uma vez que sdao produzidas pela hibridizacio de endoscopia e laparoscopia,
culminando em uma modalidade cirdrgica com auséncia de incisdes abdominais.
Diversas vias de acesso para a NOTES ja foram descritas na literatura dentre elas: a via
transvaginal, a transgdstrica, a transuretral, a transcolOnica e a transretal, sendo os

acessos transvaginal e trangdstrico os mais estudados até o momento. Apesar da
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NOTES apresentar vantagens como menor dor abdominal, rdpida recuperagdo pds-
operatdria, menor risco de aderéncias e herniacdes, auséncia de cicatriz € menor reposta
inflamatodria sistémica, a necessidade de um fechamento seguro da viscera de acesso a
cavidade abdominal, bem como adequada cicatrizacdo do 6rgao ainda sao desafios desta
nova abordagem cirdrgica. Desta maneira, o presente trabalho tem por objetivo trazer
uma revisdo bibliografica da cirurgia por orificios naturais, como também suas

implicacdes clinicas decorrentes dos diferentes acessos a cavidade abdominal.

Palavras-chave: cirurgia endoscépica, cirurgia transluminal, cirurgia sem cicatriz.

ABSTRACT

Natural orifices transluminal endoscopic surgery (NOTES) is a new concept in surgery
produced from the hybridization of endoscopy and laparoscopy and results in incionless
to the abdominal cavity. Different routes for NOTES have been described in the
literature among them, the transvaginal , the transgastric , transurethral , transcolonic
and the transretal , but the transvaginal and trangastric access the most studied to date.
Present advantages, such as lower abdominal pain, rapid postoperative recovery, less
risk of adhesions and hernias, no scar and lower systemic inflammatory response,
however the secure closure and cicatrization of the viscera are still challenges of this
new surgical approach. This study aims to review of natural orifice surgery, as well as

their clinical implications of different access to the abdominal cavity.

Key-words: endoscopic surgery, transluminal surgery, scarless
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INTRODUCAO

A prética médica é marcada por constante evolu¢do em todos os seus ramos de
atuacdo. Isso também ocorre na clinica cirdrgica, sendo possivel observar diversas
mudancas em curtos periodos de tempo. No que diz respeito as técnicas cirdrgicas, essas
também evoluem cada vez mais a medida que novos arsenais diagnésticos e
terapéuticos sdo criados (SANTOS FILHO et al., 2009).

Assim, a cirurgia endoscépica transluminal por orificios naturais ou NOTES
(Natural Orifice Transluminal Endoscopic Surgery) € uma técnica cirurgica, a qual a
via de acesso até as cavidades corporais € adquirida através de incisdo na parede de uma
viscera, evitando, assim, incisdes de pele e complicagdes relacionadas ao acesso
convencional (BONIN et al., 2012). Constituindo-se, entdo, em uma nova alternativa
experimental para a cirurgia tradicional por eliminar as incisdes cutaneas, combinando
técnicas endoscdpicas e laparoscOpicas para diagnosticar e tratar doencas abdominais
(RATTNER; KALLOO, 2006).

As vias utilizadas para a NOTES, até o momento, s@o a transvaginal, a transoral
ou transgdstrica, a transuretral, a transcoldnica e a transretal (LIMA et al., 2008; SEID
et al., 2008; ALCARAZ et al., 2009; SANTOS FILHO et al., 2009), sendo as duas
primeiras mais comumente utilizadas para procedimentos de peritoneoscopia
diagndstica, biopsia hepatica, ligadura tubdrica, apendicectomia e colecistectomia
(BONIN et al., 2012).

Por evitar incisdes na parede abdominal, os procedimentos por orificios naturais
apresentam vantagens como menor dor pds-operatdria, rdpida recuperagdo, menor
tempo de hospitalizacdo e auséncia de cicatriz, o que € importante esteticamente em

animais de exposi¢do e em humanos (SEID et al., 2008; SHIN; KALOO, 2009).
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Porém, um dos requisitos mais importantes para a realizagdo € a prevencao de
infeccdo (BONIN et al., 2012), a necessidade de fechamento seguro da viscera de
acesso a cavidade abdominal e adequada cicatrizagdo, pois o extravasamento de
conteddo na cavidade, anula quaisquer vantagens desta nova abordagem cirdrgica (PAI
et al., 2006.; SANTOS FILHO et al., 2009).

Desta maneira, o presente trabalho tem por objetivo fazer uma revisao
bibliografica da cirurgia por orificios naturais, considerando também suas implicagdes

clinicas decorrentes dos diferentes acessos a cavidade abdominal.

DESENVOLVIMENTO

Natural Orifices Transluminal Endoscopic Surgery (NOTES)

A NOTES significa um novo conceito de cirurgia, onde se combinam duas
abordagens cirdrgicas convencionais guiadas por imagens: a endoscopia flexivel e/ou
rigida e as cirurgias laparoscopicas, culminando em uma modalidade cirurgica marcada
pela auséncia de incisdes abdominais (BARON, 2007; DENK et al., 2008). Essa técnica
cirtirgica também ¢ denominada de cirurgia endoluminal, transluminal, cirurgia sem
incisdo (incisionless), sem cicatriz (scarless) ou mais habitualmente conhecida como
cirurgia endoscépica transluminal por orificios naturais (LEE et al., 2006). Existe uma
classificacdo, ainda ndo oficial das técnicas de NOTES, que mudam a sigla de acordo
com auxilio ou ndo de materiais videolaparoscOpicos acessOrios juntamente com
diminuta incisdo cutanea e, por isso, sdo divididas em duas: T-NOTES e H-NOTES. A

NOTES total (T-NOTES) € conhecida quando todo o material de trabalho é inserido
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apenas através de orificios naturais; ja na NOTES hibrida (H-NOTES), o acesso se da
através de uma viscera e € auxiliado por laparoscopia. A H-NOTES permite a execugao
segura de viscerotomias enquanto ainda nao ha dominio total sobre a realizacdo de
portais transluminais as cegas (LUZ et al., 2009; BASSO et al., 2012).

O conceito de cirurgia endoscdpica transluminal através de orificios naturais tem
crescido em aceitacao (GIDAY et al., 2008). O grupo denominado NOSCAR (Natural
Orifice Surgery Consortium for Assessment and Research), composto por lideres da
Society of American Gastrointestinal and Endoscopic Surgeons e da American Society
of Gastrointestinal Endoscopy, tem estabelecido a taxonomia, delineando as atuais
limitagcdes da NOTES e motivando a unificacdo de um plano de pesquisa. Os maiores
obstaculos obtidos com cirurgias NOTES sdo esbocados pelo grupo NOSCAR, que
apresentam como principal objetivo obter resultados sélidos e seguros da cirurgia

transluminal, para entdo aceitar como pratica clinica (GIDAY et al., 2008).

Vantagens e Indicacoes

Existem vantagens potenciais propiciadas por esta modalidade cirdrgica quando
comparado com técnicas tradicionais como a laparotomia e a laparoscopia. O
procedimento NOTES tem a capacidade de realizar uma intervengdo cirdrgica na
cavidade abdominal sem violar a integridade da parede do abdomen. Dessa forma, a dor
pOs-operatdria € reduzida, eliminando a possibilidade de herniacdo incisional da parede
de acesso e reduzindo a possibilidade de aderéncias de visceras abdominais, visto que
estas se correlacionam com o tamanho da incisdo cirdrgica (SEID et al., 2008; SHIN;

KALOO, 2009).
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Anvari; Marescaux (2008) relataram, como vantagem, que a utilizacdo da
NOTES podera permitir uma redu¢ao da necessidade de anestesia e analgésicos, pois a
viscerotomia provoca menor estresse metabdlico (COHEN et al., 2003). Com base
nestes dados, alguns autores afirmaram que os avangados procedimentos endoscopicos
poderdo ser realizados utilizando sedacdo profunda, o que sugere procedimentos
transluminais, em humanos, poderiam ser desenvolvidos sem anestesia geral (GIDAY et
al., 2008).

Ainda, os procedimentos da NOTES também apresentam potencial para serem
utilizados no tratamento de pacientes com cicatrizes ou queimaduras abdominais da
mesma forma que portadores de obesidade moérbida, que apresentam alto risco de
complicagdo da incisdo cirdrgica, incluindo a ma cicatrizacdo (DELLA FLORA et al.,
2007; VOSBURGH; ESTEPAR, 2007). O outro grupo de pacientes onde a NOTES
pode ser benéfica € o de pacientes criticos internados em Unidades de Terapia Intensiva
(UTI), especialmente aqueles com indicacdo de gastrostomia endoscOpica percutianea
para nutricdo entérica, sem necessitar de gastrotomia aberta. Esse procedimento
transluminal além de ser menos traumdtico também facilita o diagndstico de isquemia
intestinal em pacientes criticos, situacOes extremamente dificeis de serem
diagnosticadas radiograficamente (NESARGIKAR; JAUNOO, 2009).

Além de todas essas indicagdes, Onders et al. (2007) também sugerem que a via
de acesso transluminal pode ser vantajosa para diagnosticar afec¢cdes abdominais em

pacientes com sepse abdominal de origem indeterminada.

Rotas de acesso para a NOTES
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As primeiras experiéncias clinicas da cirurgia endoluminal ndo foram publicadas
oficialmente em periddicos, sendo realizadas e apresentadas por dois cirurgides indianos
Reddy e Rao em 2004 no Annual Conference of the Society of Gastrointestinal
Endoscopy of India. Estes profissionais utilizaram o acesso transgéstrico para realizar
uma apendicectomia em um paciente com graves queimaduras abdominais.

Publicacdes oficiais foram realizadas por Kalloo et al., no ano de 2004. Estes
autores utilizaram o acesso transgdstrico para proceder a uma peritoneoscopia e biopsia
hepatica em modelos experimentais suinos, apresentando como complicagdes
microabscessos intrabdominais. Ja Jagannath et al. (2005), publicaram o resultado da
cirurgia de seis suinos operados pela via transgdstrica para realizacdo da ligadura
tubdrica, onde ndo obtiveram complicacdes pds-operatdrias, relatando a rdpida
recuperacdo dos animais. Estes ultimos resultados também se repetiram em outras
pesquisas as quais utilizaram o acesso transoral/ transgdstrico tanto para colecistectomia
quanto para gastrojejunostomia (KANTSEVOY et al., 2005; PARK et al.; 2005).

A NOTES hibrida com acesso transoral/transgdstrico foi utilizada em modelo
experimental canino por Lee et al. (2010), para a realizac@o de tiflectomia em trés caes.
Estes autores relataram apenas aderéncia local, observada durante a necropsia dos
animais, porém nao houve sinais de extravasamento de contetudo visceral ou peritonite.
Ainda pela via transgdstrica, Sood et al. (2012) compararam a NOTES transgastrica
com a endoscopia digestiva alta e a laparoscopia quanto a resposta inflamatdria
sist€émica e contaminagdo bacteriana da cavidade abdominal em suinos. Nos trés grupos
comparados, os autores encontraram valores semelhantes nos niveis de fator de necrose
tumoral (TNF-a) nas primeiras horas apds o procedimento cirtirgico, interleucina-1p,

interleucina-6, interleucina-10 e IFNy. Além disso, o grupo NOTES apresentou menor
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contaminacdo microbiolégica quando comparado ao grupo laparoscopia. Os autores
concluiram que a resposta imunomoduladora do acesso NOTES é semelhante ao acesso
por meio da laparoscopia.

Ainda, a via transvesical foi utilizada em suinos para realizacio de
esplenectomia, ooforectomia, histerectomia parcial e gastrojejunostomia (LIMA et al.,
2008), além de toracoscopia para biopsia pulmonar (LIMA et al., 2007).

Pai et al. (2006), foram os primeiros pesquisadores a realizarem as cirurgias
endoluminais por via transcoldénica em modelo experimental. Para tal, procederam
colecistectomias em cinco suinos obtendo sucesso em quase todas as intervencoes.
Apenas um animal evoluiu para peritonite por falha no fechamento da incisdo
transcolonica 48 horas apds o procedimento. Os autores concluiram que este acesso é
factivel de ser realizado, e que o fechamento adequando da incisdo transluminal € um
passo importante para evitar graves complicagdes.

A NOTES transretal hibrida, também foi utilizada para a realizacdo de
nefrectomia em trés suinos, os quais foram eutanasiados imediatamente apds o
procedimento. Nao foram observados quaisquer indicios de sangramento abdominal ou
laceragdo do local de retirada do espécime. Os autores concluiram que a nefrectomia por
meio de NOTES hibrida € um procedimento exequivel, porém sugerem ensaios clinicos
experimentais em animais mantidos vivos no pds-operatério (BAZZI et al., 2011)

A abordagem transcolOnica/transretal apresenta varias vantagens tedricas sobre
a via transgéstrica, como a inser¢do de instrumentais de maior didmetro e remocao de
espécimes maiores (baco, rins, c6lon e neoplasias); na jun¢do anorretal, melhor
visualiza¢do da cavidade abdominal com eliminagdo da necessidade de retroflexdo do

endoscopio, melhor estabilidade do endoscopio e instrumentais, permitindo acesso mais
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direto. No entanto, obsticulos técnicos iniciais como: risco de infeccdo pela
translocacdo intraluminal bacteriana em espago peritoneal previamente estéril, formagao
de fistula e abscessos e fechamento confidvel do orificio colonico, permaneceram como
possiveis problemas que retardam o uso dessa modalidade, quando comparada com os
acessos vaginal e transgastrico (PAI et al.; 2006; SHIN; KALOO, 2009; ZORRON et
al., 2010).

Por conseguinte, vérios pesquisadores ainda procuram realizar a NOTES por
diferentes acessos em busca da melhor via para adentrar a cavidade abdominal de
acordo com o procedimento cirdrgico a ser realizado.

Atualmente, a forma mais segura de se realizar a cirurgia através de um orificio
natural € a vagina, pois os orificios abertos nos outros 6rgaos podem nao ser ocluidos
com seguranga, ja que hd grande dificuldade de rafia da viscera quando sdo utilizados
endoscopios tradicionais. Desta maneira, o fechamento da parede vaginal de 2 a 3 mm
no fundo vaginal, o qual se comunica com a cavidade abdominal, pode ser suturado
com seguranga porque € feito sob visualizagdo direta, pela exterioriza¢do da ferida de
acesso (DE CARLI et al., 2009).

Desde que Branco et al. (2007), Marescaux et al. (2007), Zorron et al. (2007),
Zorning et al. (2008), descreveram bem sucedidas colecistectomias NOTES por via
transvaginal em 2007, outros grupos seguiram e publicaram seus resultados clinicos
iniciais das técnicas na maior parte com assisténcia laparoscOpica para propodsito de
retracdo das visceras e melhor visualizacdo da cavidade abdominal. Apendicectomia
transvaginal também foi descrita por Palanivelu et al. (2008) e Ramos et al. (2008), os
quais também apresentaram os primeiros relatos clinicos de gastrectomia em manga

(sleeve gastrectomia) via NOTES transvaginal.
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A rota transvaginal ja foi descrita para a ovariossalpingohisterectomia (OSH) em
cadelas (BRUN et al., 211), onde os autores utilizaram a técnica NOTES hibrida, com a
introducdo do endoscépio rigido através da parede abdominal para assim realizar o
procedimento por meio da insercdo de instrumentais através da pun¢do junto a cérvix,
sem intercorréncias trans e pds-operatdrias.

Sabe-se que a extracdo transcolOnica ou transvaginal de espécimes em cirurgia
laparoscépica tem sido bastante utilizada nos ultimos anos por permitir a remog¢ao de
espécimes grandes, o que elimina a necessidade de incisdo auxiliar como ocorre na
laparoscopia. Estas técnicas sdo classificadas como NOSE (natural orifice espécime
extraction) e demonstram bons resultados com poucas complicacdes relatadas
(ZORRON et al., 2010).

Desafios e complicacoes

Apesar de alguns estudos experimentais jid evidenciarem sucesso em seus
procedimentos, esta nova abordagem cirtrgica esbarra ainda em alguns desafios
importantes. Um deles, diz respeito ao método de promover o pneumoperitoneo, ja que
0 abdomen € insuflado com ar de forma descontrolada pelo endoscoépio flexivel (SHAFI
et al., 2006). A insuflacdo através desses instrumentos geralmente ndo tem controle de
pressdo e a taxa de fluxo é muito mais lento que um insuflador laparoscépico tipico,
além disso, descreve-se o uso de ar ambiental, ndo estéril, diferentemente da
laparoscopia, a qual utiliza normalmente CO, medicinal (SANTOS FILHO et al., 2009).
Dessa forma, os cldssicos efeitos hemodinamicos do aumento da pressdo abdominal
decorrente da insuflagcdo desgovernada tém sido descritos em vérios animais e humanos.
Esses efeitos sdo taquicardia, arritmias cardiacas, aumento da pressdo arterial,

vasoconstricdo periférica, diminuicio do volume sistolico e débito cardiaco e
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diminui¢do do fluxo sanguineo renal e do retorno venoso, especificamente com a
pressdo acima de 15 mmHg. Algumas técnicas foram desenvolvidas para minimizar
esses problemas, uma delas € introduzir uma agulha de Veress percutinea para
monitorar a pressdo intra-abdominal e agir como um escape. Alternativamente,
insufladores autorregulados podem ser conectados nessa agulha para fornecer melhor
controle da pressao intrabdominal, contudo, Pai et al. (2006) e Ko et al. (2007) sugerem
insuflacdo da cavidade abdominal previamente a incisdo transluminal com agulha de
Veress adaptada ao insuflador autorreguldvel. Portanto, esta manobra pode facilitar a
viscerotomia e minimizar o risco de lesdes iatrogénicas de 6rgaos adjacentes.

Em colecistectomias via transvaginal em suinos, Zorron et al. (2008) utilizaram
5 a 6 mmHg de pressdo de CO, para a insuflagdo da cavidade abdominal por intermédio
de insuflador acoplado ao colonoscépio. Ja Ryou et al. (2008) promoveram o
pneumoperitoneo com agulha de Veress inserida percutaneamente na linha média do
abdomen caudal dos modelos suinos, mantendo a pressao de CO, intraperitoneal de 8 a
10 mmHg para os procedimentos por via transcoldnica. Ja Ko et al. (2007), utilizando a
mesma técnica de insuflacdo com agulha de Veress, mantiveram o pneumoperitdneo em
12 mmHg.

Outra complicacdo em potencial dos procedimentos da cirurgia endoscOpica
transluminal € a infeccdo intrabdominal. Durante o acesso a cavidade peritoneal pode
tornar-se contaminada pelo contato com o endoscépico ndo esterilizado ou pela
passagem deste e do instrumental cirirgico por meio de um orificio contaminado
(BERMAN; MELVIN, 2008). Desta maneira, a prevencdo de infec¢des com

antibioticoterapia e lavagem abundante da viscera de acesso € um passo importante.



25

A prevencao de infec¢des para a rota transvaginal consiste em limpeza vaginal e
antissepsia da pele perivaginal com solucao de povidone iodine associados a ampicilina
e sulbactam por via parenteral (BONIN et al., 2012).

Para prevenir infec¢des pos-operatérias na NOTES transgastrica, é recomendada
dieta liquida seguida por jejum de 24 horas (SHAFI et al., 2006). Posteriormente,
realiza-se uma lavagem gastrica com solucdo salina estéril pelo meio de gastroscopio
até a remocao total do conteido gastrico. Em seguida, recomenda-se a lavagem do
estdbmago com solugdo antibidtica como a cefazolina 1g diluida em 100 ml (SOOD et
al., 2012) ou 300 ml de solugdo salina, mantendo a solu¢do em contato com a mucosa
por um periodo de 10 minutos, sendo a mesma removida por succao (LEE et al., 2010).
Os usos de antibidticos parenterais, como a cefazolina, também sao indicados
associados aos procedimentos anteriormente citados (SOOD et al.,, 2010). Estudos
mostram que o uso de inibidores da bomba de prétons promove maior crescimento
bacteriano intraperitoneal e, dessa maneira, estariam contraindicados nesses
procedimentos (BERMAN; MELVIN, 2008).

Para o acesso transcolonico e transretal, a prevencdo de infecgdes poOs-
operatdrias consiste em jejum alimentar de 48 horas, uso profildtico parenteral de
antibidtico como a cefazolina, remoc¢ao mecanica das fezes, lavagem coldnica e retal
com solucdo salina e, posteriormente, lavagem com solu¢@o contendo antibitico como
a cefazolina 1g diluida em 500 mL de solucdo salina estéril (Pai et al., 2006).
Especialmente para a via transretal, Bazzi et al. (2011) recomendam a lavagem
intestinal com solu¢do monobésica e dibasica de sddio associada a antibioticoprofilaxia

parenteral.
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E por fim, outro principal desafio para a realizagdo da NOTES ¢ saber qual a
forma e o material ideal para a rafia da viscera pela qual o endoscépio obteve acesso a
cavidade. Os trabalhos que utilizaram a via de acesso transgdstrica e transcolOnica,
realizaram a sutura visceral por intermédio de endoclipes e endoloop (PAI et al., 2006),
porém, os estudos experimentais avaliaram a cicatrizacdo em um curto periodo de

tempo.

CONCLUSAO

Em suma, as cirurgias realizadas através de orificios naturais sdo consideradas
como possiveis alternativas aos procedimentos convencionais e laparoscopicos por
apresentarem potencial vantagem quanto a recuperacdo do paciente. Todavia, mais
estudos ainda sdo necessdrios no intuito de esclarecer o melhor método de prevencao de

infec¢des, fechamento e cicatrizagdo da viscera de acesso, para assim tornar este

procedimento seguro.
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Abstract

The natural orifices transluminal endoscopic surgery (NOTES) represent a new surgery
concept, characterized by the absence of abdominal incisions. The most commonly used
accesses are the transvaginal and the transgastric. However, the transcolonic and
transrectal routes are promising alternatives. To evaluate the feasibility of the transrectal
NOTES technique in three swines subjected to liver biopsy and its clinical and
hematologic implications. A transversal incision was made on the rectum for the
passage of the endoscope into the abdominal cavity in three swines for liver biopsy.
There were no clinical alterations and no signs of peritonitis, adherence or dehiscence
of the suture at the necropsy in all animals. The transrectal NOTES in porcine model is
feasible and showed no important implications, representing an alternative access route
for liver biopsy.

Keywords: endoscopic surgery, endoscopy, rectal access.

Natural Orifice Transluminal Endoscopic Surgery (NOTES) is a surgical
technique produced from combiniation of endoscopy and laparoscopy to diagnose and
treat abdominal diseases, characterized by absence of abdominal incisions (Rattner and
Kaloo, 2006).

The NOTES approach has several proposed benefits including potentially

decreased abdominal pain, wound infections, and hernia formation (Seid, et al, 2008;
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Shin and Kaloo, 2009). The most common routes for NOTES are transvaginal and
transoral/transgastric; however, the viability of transurethral, transcolonic and
transrectal routes have been studied (Lima et al, 2008; Seid et al, 2008; Alcaraz et al,
2009; Santos-Filho et al, 2009; Bazzi et al, 2011).

Therefore, this work aimed at evaluating the viability of the transrectal NOTES
in a swine model subjected to liver biopsy and its clinical and hematological
repercussions.

All the procedures were conducted at the Faculty of Veterinary Medicine of the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGY), in accordance with the standards
issued by the ethics and research committee of the same university, protocol number
23376.

Three swines were used in the experiment - two females and one male, 120 days
old, weighting 40+5 kg..

All animals were restricted from food 30 hour. The bowel preparation included the
administration of 0,23 mg.kg", bisacodyl and 12 mg.kg" of mannitol 20% ® both per
oral 48 and 24 hours prior to the surgical procedure.

The surgical procedure was conducted under general anesthesia. The animals
were first sedated with intramuscular dose of a mixture containing 15 mg.kg™" ketamine,
Imgkg"' of midazolam and 3 mgkg' meperidine. Anesthesia was induced with
intravenous (i.v) dose of 5 mgkg' of propofol. After endotracheal intubation,
anesthesia was maintained with isoflurane 1-5% inhaled. All the animals were given

ceftriaxone (30 mg.kg'l, 1.v) immediately after the liver biopsy.
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The animals were positioned in left lateral decubitus. The rectum was cleaned
with mechanically emptied, intestinal washing with 500 mL of iodine
polyvinylpyrrolidone (PVP-I) 0,1% and 140 mL fleet enemas.

The abdominal cavity is insufflated using a Veress needle with medicinal CO, (2
L.min"', pressure kept at 12 mmHg). The rectum was pulled out and three repair points
were inserted with nylon 3-0. Under direct visualization, a 3 cm transverse incision was
made, 5 cm distant from the anal sphincter (Fig. 1). A Kelly straight forceps was placed
in order to divulsion the pelvic adjacent tissues. A flexible colonoscope (Pentax®) with
14 mm in diameter and 150 cm length was, then, inserted through the anus into the
rectal incision until reaching the abdominal cavity. The animals were positioned in
dorsal decubitus and in Trendelenburg position seeking to keep the ventral wall of the
abdominal cavity in focus, so the abdominal visceras could be located with special
attention being paid to the hepatic lobes (Fig. 2). Sterile biopsy forceps with 2 mm in
diameter were introduced through the working channels to grasp and pull a hepatic
fragment collected in the edge of the left lateral liver lobe. The specimen was
immediately immersed in transport medium with brain heart infusion (BHI) broth, for
microbiological analysis and sent to bacteriologic culture. The samples were incubated
in aerobiosis at 37°C for 120 hours. The sample with bacterial growth in BHI broth was
seeded on blood agar supplemented with 5% sheep blood and on MacConkey agar and
incubated at 37°C under microaerophilic condition, for 24 to 72 hours [14].

The rectal wound was closed under direct visualization using conventional
instruments. Each animal received a different kind of suture. The first swine (number])
received a suture in two planes (simple isolated points and running 3-0 inabsorbable

suture). Swine number 2 received a polypropylene synthetic mesh measuring 3 x 3 cm
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that was accommodated in the serous region and sutured to it in simple isolated points
with polyglactin 910 3-0. A simple continuous suture was done on the submucosal layer
with the same suture. On the third swine, it was used bovine pericardium membrane
conserved on 98% glycerin, first immersed in NaCl 0,9% solution for 15 minutes and,
then, molded (3 cm x 3 cm) and accommodated in the serous portion of the rectum and
sutured with polyglactin 910 3-0, in simple isolated pattern. Finally, this animal
received a simple continuous pattern suture in the submucosa region with the same
wire.

After the surgical procedure, an abdominocentesis was performed in order to
withdraw the remaining abdominal medical CO,. During the postoperative, the animals
were given metronidazole (10 mg.kg”, bid), cephalexin (13 mg.kg" bid) for five days,
meloxicam (0,05 mg.kg'l, bid), and tramadol hydrochloride " (2,5 mg.kg'1 bid), both for
three days. All the drugs postoperative were administered orally.

For the swines hematologic evaluation, blood was collected from the superior
vena cava in two occasions - before the surgical procedure and at the seven day of the
postoperative. After the clinical evaluation period of 20 days, the animals were
euthanized.

As from the date of the surgical procedure, the animals were evaluated daily
regarding abdominal pain on palpation, dyschezia, hematochezia, appetite and water
ingestion, in addition to the evaluation of mucosa and rectal temperature.

For that, initial sedation was achieved using tiletamine associated with
zolazepam ° (2mg.kg'1, i.m), morphine (0,3 mg. kg, i.m), sodium thiopental 2,5%
(approximate dosage 30 mg.kg'l, i.v) and induction of cardiorespiratory arrest with

potassium cloride.
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During the necropsy, liver and rectal scars, the presence of dehiscence of the
rectal suture, abdominal adherences and peritonitis signs were evaluated
macroscopically. A hepatic fragment was collected for microbiologic analysis. The
bacterial identification was based on colony morphology, microscopic morphology and
biochemical tests (Quinn et al, 2011).

For the three swines subjected to the liver biopsy procedure via transrectal
NOTES, the possibility of conducting the entire surgical procedure without any trans
and postoperative intercurrences was verified.

The absence of abdominal adherences and signs of peritonitis during the
necropsy procedure suggest that, among other features, the technique applied promoted
a proper bowel preparation, leading to a reduction of the rectal content and the
consequent reduction of the bacterial count that could be carried into the cavity and
cause inflammatory signs preceding peritonitis. Other factors that could justify the
absence of adherences in the animals subjected to this study are the absence of
abdominal incision, since most of the adherences are situated at the abdominal access
(Shin and Kaloo, 2009), added to the type of procedure associated to the few
manipulations.

Another advantage of the transrectal access observed in this work is the
possibility of performing the approach incision on the exposed portion of the viscera,
therefore, under direct visualization, similarly to what was done by Bazzi et al. (2011).
This access allows the use of conventional sutures and/or rectal reinforcements. If this
conditions shows necessary, with meshes or membranes, preventing the need for

specialized devices.
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Regarding the hematologic alterations, only swine number 1 showed significant
increase in the total leukocytes count. However, it is worth stressing that this animal
was the only male among two other females, showing dominant behavior. Thus, it is
reasonable to assume that this alteration could be due to the contention stress. The other
two animals presented normal test results.

The presence exclusively of Staphylococcus sp in the liver fragment collected
during the surgical procedure can be due to translocation from the skin with the
insertion of the Veress needle or of the endoscope or biopsy forceps, this bacteria are
commonly found in the normal skin flora (Scott et al, 2011; Sood et al, 2012).

The transrectal NOTES procedure for liver biopsy in live porcine model is

possible, with a fast recovery, without any clinical and hematologic consequences.
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Fig 1- The mucosal rectal is pull out through three repair
points for the rectal incision under direct visualization

Fig 2- Endoscopic view of the liver and gallbladder before
the biopsy.
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Resposta inflamatéria da associacao da cirurgia endoscépica transluminal por
orificios naturais (NOTES) pelo acesso transretal com a terapia por células-tronco
mesenquimais em suinos
Inflammatory response of natural orifice transluminal endoscopic surgery (NOTES)

with mesenchymal stem cell therapy in a transrectal access in a porcine model

Anelise Bonilla Trindadel; Carlos Afonso de Castro Beckz; Priscila Regina Guerra,
Naila Cristina Duda, Fabiana Schiochetl; Tuane Nerissa Garcez, Monnalyza Cadori
Gongalves; Daniel Guimaraes Gerardiz; Elizabeth Obino Cirne—Lima2’3; Emerson
Antonio Contesini’

Resumo

Introdugdo: A cirurgia endoscopica transluminal por orificios naturais (NOTES) é uma
nova, e potencialmente menos invasiva, possibilidade alternativa para a cirurgia
laparoscopica. Porém o risco de contaminacdo das cavidades corporais pelo acesso pode
favorecer o aumento nos biomarcadores inflamatorios sistémicos. Portanto, o uso
adjuvante da terapia celular podera facilitar a evolug@o na cicatriza¢io de tecidos, além
de reduzir a resposta inflamatdria. Este trabalho objetiva avaliar os efeitos inflamatdrios
da associacdo da NOTES transretal com o emprego de células tronco mesenquimais em
suinos.

Metodologia: Dez animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: GNOTES
(sem a terapia com células-tronco mesenquimais) e GNOTES+MSC (com aplicacdo de
células-tronco mesenquimais). Amostras de sangue e do fluido de lavagem peritoneal
foram coletadas para andlise de biomarcadores inflamatérios e crescimento
microbiol6gico. Os niveis de interleucina-6 (IL-6) séricos foram quantificados usando o
teste ELISA (enzyme —linked immunosorbent assay); a proteina C reativa ultrassensivel
foi quantificada pelo método de imunotubidimetria; a albumina foi dosada por
intermédio de andlise bioquimica. A histologia do reto foi realizada com coloragdo de
hematoxilina-eosina (HE), tricrdmico de Masson (TM) e microscopia eletronica de
varredura (MEV).

Resultados: A 1L-6 foi indetectdvel em ambos os grupos. Houve um aumento
significante na albumina do GNOTES+MSC no t=24h (p=0,03) em relacdo ao

GNOTES. A PCR e a contaminac¢do bacteriana foram similares em ambos os grupos.
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Na técnica de HE, houve reducdo significativa (p<0,05) de células inflamatérias na
camada muscular do GNOTES+MSC.

Conclusoes: Os efeitos imunomoduladores da técnica NOTES e da associacdo da
NOTES com a terapia celular sdo semelhantes em ambos os grupos, contudo, a
utilizacdo das células-tronco mesenquimais promoveu maior efeito anti-inflamatério
local, observado na camada muscular do reto.

Palavras-chave: cirurgia transluminal, cirurgia endoscépica, interleucina, terapia

celular, cicatrizacdo retal.

Abastract

Introduction/Background: Natural orifice transluminal endoscopic surgery (NOTES) is
a novel and likely less invasive alternative to laparoscopic surgery. Yet, the risk of
contamination of body cavities may favor systemic inflammation. Since cellular therapy
can facilitate tissue healing, its adjuvant use may attenuate inflammatory responses. The
inflammatory effects of associating mesenchymal stem cells (MSC) to transretal
NOTES were evaluated in a porcine model.

Methods: Ten animals were randomly assigned to one of two groups: NOTES or
NOTES+MSC. The only difference between the treatments was the use of adjuvant
local stem cell therapy in the NOTES+MSC group. Blood samples and peritoneal
lavage fluid were collected for inflammatory biomarkers analyses and microbiological
culture, respectively. Serum concentrations of interleukin-6 (IL-6) were determined by
enzyme—linked immunosorbent assay (ELISA), while serum levels of C-reactive protein
(CRP) were measured by immunoturbidimetry. Albumin was quantified in the serum
and peritoneal fluid by biochemical assays. Histopathological evaluation of the rectum
was performed by hemotoxilin-eosin (HE) and Masson’s trichrome stains and through
scanning electron microscopy (SEM).

Results: 1L-6 levels were not detected in any of the groups. A significant increase in the
serum albumin level (p=0,03) was observed in the NOTES+MSC group after 24h of the
surgical procedure. CRP concentrations and microbiological growth did not differ
between groups. An statistical lower amount of inflammatory cells (p<0,05) was noticed

in the rectum muscular layer of the NOTES+MSC group by the HE staining.
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Conclusion: Cytokine activity after NOTES with and without local stem cells therapy is
similar; however, local inflammatory cellular response is diminished in the muscular
layer of rectum with the use of mesenchymal stem cells.

Key words: transluminal surgery, endoscopic surgery, interleukin, cell therapy, rectal

healing

Introducao

Um trauma cirirgico ou uma infeccdo promovem uma série de reagdes
inflamatérias no organismo as quais objetivam limitar o dano tecidual, restaurar a
estrutura lesionada e/ou eliminar os patdgenos [1,2].

Todavia, de acordo com a severidade cirtrgica, um aumento exacerbado na
concentracdo sist€émica de citocinas inflamatérias [3] pode, por sua vez promover
efeitos deletérios, levando o paciente a apresentar sinais de taquicardia, taquipneia,
leucocitose e febre [4].

Alguns biomarcadores inflamatérios como a proteina C reativa, interleucina 1 e
interleucina 6, apresentam seus niveis séricos baixos, reconhecidos como benéficos por
atuarem como imunomoduladores, porém seus niveis elevados cursam com a piora no
quadro clinico [5,1].

Neste contexto, a cirurgia endoscépica transluminal por orificios naturais
(NOTES) significa um novo conceito de cirurgia, onde podem se combinaram duas
abordagens cirdrgicas guiadas por imagens: a endoscopia flexivel e as cirurgias
laparoscopicas, culminando em uma modalidade cirdrgica marcada pela auséncia de
incisdes abdominais [6,7,8] com decorrente reducdo da resposta inflamatdria [9].

As vias utilizadas para a NOTES sdo a via transvaginal, a transuretral, a
transgdstrica, a transcolOnica e a transretal [10, 11, 12,13], sendo esta ultima ainda
pouco explorada.

O acesso transretal pode representar método promissor para os procedimentos
NOTES sendo que suas principais vantagens em relagdo as outras vias s@o: a rdpida
visualizacdo da cavidade abdominal, o melhor alcance e estabilidade do endoscépio
dentro do abdome e, principalmente, a produ¢cdo de maior orificio para retirada de
espécimes de tecidos ou massas. Entretanto, um dos requisitos mais importantes para a

sua realizacdo € a necessidade de fechamento seguro da viscera de acesso e, com
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adequada cicatrizacdo, pois o extravasamento de conteudo fecal na cavidade anula
quaisquer vantagens desta nova abordagem cirtrgica [13,14]

Apesar de ter sido demonstrada reduzida concentracdo de marcadores
inflamatorios na técnica NOTES, ainda nio foram estudados os efeitos das citocinas e
proteinas de fase aguda com o acesso transretal, bem como a qualidade de cicatriza¢ao
das camadas do reto associada a terapia celular. Portanto, o estudo da unido de novas
técnicas cirdrgicas com terapias diferenciadas, com intuito de proporcionar rapida e
efetiva cicatrizacdo de oOrgdos e tecidos € uma alternativa com possibilidades de
resultados promissores.

As células-tronco mesenquimais (MSC= mesenquimal stem cells), ou células
estromais multipotentes, sdo um grupo de células clonogénicas (Abdallah & Kassen,
2008), capazes de suportar a hematopoiese e de se diferenciar em diversas linhagens
celulares [16]. As MSCs apresentam alta plasticidade, facilidade de cultivo por serem
aderentes, podendo ser isoladas, principalmente, da medula 6ssea e do tecido adiposo
(Pereira et al., 2008). Possuem capacidade de diferenciacdo multipotente in vitro, com
morfologia semelhante ao fibroblasto [18].

Recentemente, as MSCs foram exploradas pela medicina regenerativa ndo
somente pelo seu potencial de diferenciacdo e reparo de lesdes teciduais, mas também
por apresentarem capacidade imunomodulatdria em tecidos naturalmente contaminados
[19].

Assim, o presente trabalho avaliou os efeitos inflamatdrios e regenerativos da
técnica NOTES transretal e de sua associagdo com células tronco mesenquimais

derivadas de tecido adiposo em modelo experimental suino.

Material e Métodos

Animais

Este trabalho foi avaliado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), sob protocolo de nimero 130148 e da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) sob protocolo nimero 23376,
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seguindo principios e normas para a utilizagdo de animais experimentais. Os
procedimentos que envolveram o uso de animais foram realizados no Hospital de
Clinicas Veterindrias da UFRGS e o cultivo celular e exames laboratoriais foram
realizados no Laboratério de Embriologia e Diferenciagdo Celular do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Foram utilizados 11 suinos origindrios do cruzamento das racas Landrace e
Large White, higidos, do sexo feminino, pesando 20,26kg + 2,97 de massa corporal,
com aproximadamente 90 dias de idade, provenientes do Setor de Suinocultura da
Faculdade de Veterinaria (FAVET)-UFRGS.

Os animais passaram por um periodo de adaptacdo ambiental minimo de 60 dias
no Hospital Veterinario da FAVET-UFRGS, onde receberam como alimentacio ragao
comercial peletizada de crescimento especifica para suinos. Foram alocados em baias
com no méaximo dois animais, todos com a mesma dieta e acesso ilimitado a dgua. Sete
dias antes do procedimento cirdrgico, foi realizado, em cada animal, exame
parasitologico de fezes e exame parasitologico da maravalha. Estando negativo, foram
encaminhados para o procedimento cirdrgico.

Os suinos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos de igual nimero:
Grupo NOTES (GNOTES) e grupo NOTES associado a células-tronco mesenquimais
(GNOTES+MSC), sendo que apenas o grupo NOTES+MSC recebeu a terapia celular

com células-tronco mesenquimais provenientes de tecido adiposo subcutaneo.

Estabelecimento de culturas primdrias

A gordura subcutanea (10 g) foi colhida, sob anestesia geral, a partir da area
abdominal ventral de um suino do sexo feminino, sem raga definida com idade
aproximada de 70 dias, apresentando hérnia umbilical, sendo o tecido adiposo coletado
de forma estéril no momento da herniorrafia umbilical. A amostra foi transportada para
o Laboratério de Embriologia e Diferenciacdo Celular do HCPA a uma temperatura de
4° C, imersa em solu¢do Dulbecco tamponada com bicarbonato (DMEN; Gibco, Grand
Island, NY, EUA) contendo 200 U / mL de penicilina e 200 pg / mL de estreptomicina
(P / S; Gibco). O tecido foi fragmentado com laminas de bisturi em uma placa de Petry,

lavado com PBS e passado para um tubo falcon.
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Adipécitos foram separados do estroma e fragdo vascular por centrifugacdo a
110 G durante 5 min.

A amostra foi homogeneizada com um volume igual de colagenase 1 mg/mL
tipo I (255 UI/ ml; Gibco) em DPBS com 1% de albumina de soro bovino num agitador
(vortex) e em seguida colocada em banho-maria a 37° C, homogeneizando e amostra no
vortex a cada cinco minutos durante 30 minutos. Apds este periodo, para inativar a
colagenase, a amostra foi retirada do aquecimento lento e uniforme para receber meio
DMEN 20% trés vezes o volume inicial de gordura perfazendo uma concentragao de
3:1. O tubo foi centrifugado durante 10 minutos a 600 G (2000 rpm) e o sobrenadante
foi desprezado. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de meio DMEN 20%, sendo
plaqueado em uma placa com seis pocos. Cada poco foi completado com mais 1 mL de
meio com glucose e suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB; Hyclone), 100 U /
ml de penicilina, 100 pg /ml de estreptomicina e 2,5 pg / mL de Fungizone em um meio

com 75—cm2, sendo incubadas a 39 °C em 5% de CO, [20].

Manutenc¢do de cultura de células

Meio fresco foi fornecido a cada 3-4 dias. Na confluéncia de 70-90%, células
adiposas foram passadas por tripsinizag¢do, foram contadas usando um hemacitémetro e
ressemeadas a uma concentracdo inicial de 6.700 células / cm’. Duplicacdes da
populacdo foram calculadas a cada passagem através da seguinte equagdo: log
(concentragdo final / concentracdo inicial) x 3,33. Também o ciclo celular e
comprimento foram calculados com base na equacdo seguinte: nimero de dias em
cultura / populagdo duplicacdes. As células foram passadas até a senescéncia replicativa
ser observada. A senescéncia replicativa foi alcangada quando as células deixaram de se
dividir, sendo definidas por uma mudanca na morfologia celular de alongadas,
fusiformes para achatadas, irregulares com citoplasma disperso e com o aparecimento

de vacuolos citoplasmaticos [20].
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Capacidade clonogéncia

As células foram isoladas de acordo com o procedimento acima descritos e
plaqueadas
(Passagem 0) em aproximadamente 5 células / cm” em 10 mL de meio de expansio
numa placa de 100-mm de cultura e incubadas a 39 ° C em 5% de CO,. As células
aderentes que formaram coldnias apds 10 dias em cultura, o halo foi selecionado para a
clonagem (passagem () com base nos seguintes critérios: colonias contendo pelo menos
100 células, sendo localizadas por meio da verificacio de um campo microscépico de
todas as outras colonias. As células passaram entdo por tripsinizacdo e foram
ressemeadas numa placa de cultura 1,9 cm? (Passagem 1); em confluéncia de 70-90%,
foram passadas para uma placa de cultura de 9,62 cm® (passagem 2) e, apés, para uma
placa com 25 cm (passagem 3). Posteriormente foram passadas para uma placa de 75

cm (passagem 4).

Diferenciacdo de culturas primdrias e clones

Na confluéncia de 70-90% (seguidas de 4 passagens), as cé€lulas foram passadas
por tripsiniza¢do e cultivadas durante 21 dias em meio de cultura anteriormente citada
para induzir a diferenciagdo. O meio de cultura foi trocado a cada trés a quatro dias
durante todo o estudo. Para adipogénese, as células foram cultivadas em um a quatro
dias em meio de diferenciacdo contendo DMEM suplementado com 3% de SFB, 100 U
/ mL de penicilina e 100 pg / mL de estreptomicina, 2,5 pg / mL de fungizona, 10 ng /
mL de insulina, 10° M de dexametasona, 250 uM isobutilo metilxantina e 0,2 mM
indometacina. O meio de cultura para além de quatro dias continha DMEM com SFB a
3%, 100 U / ml de penicilina e 100 pug / ml de estreptomicina, 2,5ug / ml de fungizona,
10 ng/ ml de insulina e 10° M de dexametasona.

Para a condrogénese, as células continuaram sendo cultivadas até a duracdo da
diferenciacao em meio contendo DMEM com 10% de SFB, 100 U / mL de penicilina e
100 pg / mL de estreptomicina, 2,5 ug / mL de Fungizone, 6,25 pg / mL de insulina, 10

ng / ml de transformador do fator B de crescimento e 10” dexametasona M.
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Para a osteogénese, as células foram cultivadas em meio de diferenciacdo
contendo DMEM com 10% de FBS, 100 U / mL de penicilina e 100 pg / mL de
estreptomicina, 2,5 ug / mL de fungizona, 10 mM B-glicerofosfato, 50 ng /ml de acido
ascérbico e 10° M de dexametasona.

Técnicas de coloracdo histologica foram utilizadas para determinar a
diferenciagdo celular. Nilo vermelho formou uma mancha que detecta acumulo de
lipidios intracelulares e foi utilizado para determinar a diferenciacdo de adipdcitos.
Safranina O foi incorporada para identificar os glicosaminoglicanos na matriz
extracelular dos condrdcitos diferenciados. Apds a indugdo da osteogénese, o vermelho

de alizarina S foi empregado para detectar depdsito de cdlcio mineralizado.

Preparacao pré-operatoria e Anestesia

Os animais de ambos os grupos foram submetidos a redugdo gradual da
alimentacdo, iniciando com dieta pastosa (300 g) no periodo compreendido de 36 horas
antes do procedimento cirdrgico, sendo realizado jejum total de sdlidos, sem jejum
hidrico, de 20 horas. Para a limpeza intestinal, os suinos receberam bisacodil (0,5
mgkg') por via oral, e Manitol 0,5% (10 mL. kg'), 48 e 24 horas prévios ao
procedimento cirdrgico.

Para evitar catabolismo proteico, os animais receberam reposicao caldrica 827,5
kcal ou 207.000 mg de glicose por via oral, cinco horas antes do procedimento.

Para a realizacdo da NOTES transretal, todos os animais foram submetidos a
anestesia geral, que constou como medicacdo pré-anestésica a associacao de quetamina
(15 mgkg™"), midazolam (0,5 mgkg"') e cloridrato de petidina (3 mgkg™), todos
administrados por via intramuscular. Com os animais sedados, o acesso venoso foi
realizado pela cateterizagdo percutanea da veia marginal da orelha, administrando-se
solucdo de NaCl 0,9% (10 mL.kg.h'l), com equipo macrogotas. Os suinos foram
induzidos a anestesia geral com propofol (5 mg.kg" , IV). Na sequéncia, foi instilada
lidocaina sem vasoconstritor a 1% na regido da glote (1 mL) e posteriormente, os
animais foram intubados com sonda endotraqueal nimero 5,0. Procedeu-se entdo, a
vaporizacio de isoflurano em oxigénio 100% a 2 L.min"' para a manutencio do plano

anestésico a 2 V% em sistema semiaberto. Em seguida, os animais tiveram o reto
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esvaziado manualmente, acrescido de lavagem intestinal com 500 mL de solucdo de
1odopovidona (PVPI) 0,1%.

Durante todo o procedimento cirdrgico, foram monitoradas a frequéncia
cardiaca, a frequéncia respiratéria, a oximetria, a capnografia e a temperatura corporal
interna em todos os animais por meio de um monitor multiparamétrico (Datex-Ohmeda

s/ 5_TM - Finlandia).

Procedimento ciriirgico

Para o acesso abdominal foi utilizado um colonoscépio flexivel da marca
Pentax®, medindo 150 cm de comprimento € 14 mm de didmetro com um canal de
trabalho.

Os animais foram colocados inicialmente em dectbito dorsal para a realizagao
do pneumoperitoneo, o qual foi obtido anteriormente a incisdo retal, por meio da
insuflacio com CO, medicinal acoplada a agulha de Veress inserida na parede
abdominal 2 cm craniais a cicatriz abdominal, a uma pressdo de 12 mmHg e na
velocidade de 2 L.min™. A incisdo ciriirgica da mucosa retal ocorreu com o suino em
decubito lateral esquerdo (Fig.1A) através da tragdo e exteriorizacdo da mucosa retal,
sendo produzida transversalmente na mucosa retal, de aproximadamente 3 cm, com
localizag@o aproximada de 5 cm do esfincter anal.

Posteriormente, o endoscépio foi introduzido através do anus e, na sequéncia,
inserido através do orificio retal criado cirurgicamente, sendo o paciente posicionado
novamente em decubito dorsal (Fig. 1B), procurando-se manter, sob visualizacdo, a
parede ventral da cavidade abdominal para, posteriormente, localizar as visceras
abdominais. O endoscopio foi mantido por um periodo de 15 minutos na cavidade
abdominal para localizar as visceras abdominais e logo em seguida foi removido.

A sutura retal foi realizada sob visualizacdo direta, em plano unico, extra-
mucoso, com padrao continuo simples na regido serosa, muscular e submucosa com fio
poliglactina 910 3-0.

Os animais do GNOTES+MSC receberam o transplante de 1 x 10’ células-
tronco mesenquimais em um volume total de 0,5 mL. Os animais do GNOTES

receberam 0,5 mL de PBS. Em ambos os grupos, o volume de 0,5 mL foi aplicado ao
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redor de toda a incisdo cirdrgica retal, com agulha 12,7 x 0,33 mm, a uma profundidade

de aproximadamente 5 mm no tecido, totalizando 10 aplicagdes.

Procedimentos pos-operatorios

Para controle da dor pds-operatdria, os animais receberam, ao final da cirurgia

e nos trés dias subsequentes, cloridrato de tramadol (3 mg.kg” v.o, b.i.d).
A partir da data do procedimento cirdrgico (dia zero), os animais foram
avaliados diariamente quanto a disquezia, hematoquezia, apetite e ingesta de dgua, além

da avaliacdo da temperatura corporal.

Avaliagdo dos Biomarcadores inflamatorios

Amostras de sangue foram coletadas da veia cava cranial, em frascos estéreis
com e sem dcido etilenodiaminico tetra-acético (EDTA) para posteriores exames de
hemograma, albumina, proteina C reativa e interleucina-6 respectivamente. Assim
obteve-se os valores dos biomarcadores inflamatérios em diferentes momentos: antes do
procedimento cirdrgico (tempo= 0) , subsequentemente 1 hora apdés o término da
cirurgia (tempo= 1) , 24 horas (tempo= 2), 48 horas (tempo= 3), 72 horas (tempo= 4), 7
dias (tempo= 5) e 14 dias (tempo= 6). As amostras foram congeladas a -80° C até sua
andlise. Para a avaliacdo dos niveis de citocina no soro, utilizou-se o método enzyme-
linked immunosorbent assay kit (ELISA) para interleucina 6 (IL-6 quantikan kif; Uscn
Life Science Inc, Houston, Texas, USA) com detec¢do minima de 5,1 pg/mL.

A proteina C reativa (PCR) ultrassensivel foi mensurada a partir do soro dos
animais, pelo método de imunoturbidimetria intensificada por litex (ADVIA®
Chemistry, Siemens Healthcare Diagnostics Inc.) nos tempos 0= basal, 2= 24h, 3= 48h,
4=T2h.

Eutandsia

A eutandsia dos animais foi efetuada no 14° dia de pds-operatério, seguindo

condutas regulamentadas em leis estaduais e federais de ética na experimentacdo animal
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(CFMV- resolucdao 714/02 e lei federal 11794). A sedagdo inicial foi realizada com
quetamina (15 mg.kg™) associada ao midazolam (0,5 mg.kg'l) e morfina (0,5 mg.kg™),
ambos por via i.m. Em seguida, foi acessada a veia marginal da orelha para a aplicacao
de sobredose de propofol até atingir um efeito anestésico desejado seguido-se entdo com

a administracdo de cloreto de potassio.

Avaliacdo Microbioldgica por meio do Lavado peritoneal

Para verificar a presenca de microrganismos na cavidade abdominal, a andlise
microbiolégica foi realizada por meio do um lavado peritoneal previamente ao
procedimento cirdrgico € no momento da eutandsia (14 dias de pds-operatério). Ambos
obtidos com o animal sob anestesia geral.

Para o lavado peritoneal, foi infundida 250 mL de solucao de NaCl 0,9%, estéril
no abdome. A solu¢do recuperada foi encaminhada para o Laboratério de Medicina
Veterindria Preventiva da UFRGS onde foi centrifugada a 1018G durante 15 minutos,
sendo que sedimento obtido ressuspendido em 0,1 mL de solucdo salina estéril. O
volume de 10 pL da amostra foi distribuido nos seguintes meios de cultura: (1) dgar
sangue suplementado com 5% de sangue ovino (incubacdo aerébica e microaerofila);
(2) agar TSA- trypticase soy agar (incubacdo aerébica e microaerofila); (3) édgar
MacConkey (incubagdo aerdbica); (4) Caldo Tioglicolato (incubacdo aerdbica e
anaerdbica); (5) Caldo BHI- Brain Heart Infusion (incubacio aerdbica e microaerofila);
(6) agar SPS- Sulfite Polymyxin Sulfadiazine (incubacdo anaerdbica). Todas as amostras
foram incubadas a 37°C em condi¢Oes atmosféricas apropriadas, durante 48 a 120
horas. As amostras que apresentaram crescimento bacteriano nos meios de cultura
descritos foram identificadas de acordo com a observagdo macroscopica das coldnias, a
morfologia microscopica e os testes bioquimicos, segundo Holt et al. (1994) [21].

Todos os animais receberam ampicilina (30 mgkg"'), como
antibioticoprofilaxia, por via intravenosa (IV) imediatamente apds a primeira lavagem
abdominal para evitar interferéncia no exame microbioldgico realizado no liquido

recuperado.
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Avaliag¢do macroscopica

Foi realizada a necropsia do animal a fim de avaliar a cavidade abdominal
procurando-se evidéncias de peritonite, sangramentos, perfura¢des, aderéncias ou
abscessos que possam ter sido provocados pelo acesso retal.

O sitio de sutura retal foi avaliado diretamente quanto a viabilidade da técnica de

sutura utilizada, deiscéncia ou necrose local.

Avaliag¢do microscopica

Amostras do reto, do linfonodo mesentérico € do omento foram coletadas e
fixadas em solucdo de formalina 10%, sendo uma segunda amostra do reto também
fixada em glutaraldeido 2,5%, por um periodo minimo de 24 horas, as quais foram
submetidas ao processamento histologico. Foram realizados cortes transversais dos
fragmentos de reto, na area da sutura e em dreas adjacentes. As amostras foram
processadas pelas técnicas de rotina histolégica e emblocadas em parafina. Os cortes
histologicos foram realizados em micrétomo manual a cinco micras e corados pela
técnica de hematoxilina e eosina [22] e tricrOdmico de Masson, conforme protocolo do
fabricante (EasyPath).

Os parametros morfolégicos avaliados nos cortes histolégicos foram: presenga
de necrose; de exsudato neutrofilico, macréfagos, células mononucleares e coldgeno nas
camadas mucosa, muscular e serosa. Para os parametros necrose, exsudato neutrofilico,
presenca de macréfagos e, células mononucleares (quando presentes), aplicou-se uma
escala de 0 a 3: 0- quando o parametro estava ausente; 1- quando discretos; 2- quando
moderado; 3- quanto intenso. O coldgeno foi graduado em zero quando ausente e um
quando presente.

As amostras do reto fixadas em glutaraldeido 2,5%, com tampao cacodilato de
sodio 0,IM e pH 7,4, durante o tempo minimo de 8 horas a temperatura de 4° C e a
temperatura ambiente durante sete dias. Foram entdo submetidas a microscopia de
varredura para andlise da superficie do tecido retal de forma tridimensional.

O preparo e as andlises das amostras foram realizados junto ao Centro de

Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CME-UFRGS).
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As amostras, apds serem fixadas, foram submetidas a uma nova lavagem em solugdo
tampao de cacodilato de sodio e desidratadas em concentracdes ascendentes de dlcool
etilico (30, 50, 70, 85, 90, 95 e 100%) e acetona P.A. (100%), sendo mantidas nas
solucdes por um periodo de 15 minutos, para cada concentracdo repetindo trés vezes
este protocolo nas concentragdes de 100%.

Posteriormente, as amostras foram secas em secador de ponto critico, utilizando
diéxido de carbono liquido. Foram fixadas em porta-espécime, com fita condutiva de
cola de carbono e metalizadas no metalizador com uma camada de ouro e paladio de 35
nm de espessura em ion spputer coater durante dois minutos. Na sequéncia, cada
amostra foi analisada no microscopio eletronico de varredura operado com 10 kv com

aumentos entre 55 e 950 vezes.

Andlise estatistica

Os dados nédo paramétricos foram descritos como mediana e intervalo interquartil.

Para a andlise dos resultados histolégicos quanto a presenca de células
mononucleares, neutréfilos, macréfagos, necrose e coldgeno em cada camada do reto,
foi utilizado o teste Mann-Whitney.

Para a avaliacdo da temperatura corporal dos animais nos tempos 2 ( 24 horas)
apos o procedimento, tempo 3 ( 48 horas), tempo 4 ( 72 horas) e tempo 5 ( 7 dias), foi
aplicado o teste de equacdes de estimagdo generalizadas (GEE). Este mesmo teste foi
aplicado para as varidveis de leucdcitos totais, eritrécitos, hematdcrito, albumina nos
tempos 0, 2, 3, 4, 5 e 6 e a proteina C reativa ultrassensivel nos tempos 0, 2, 3, 4.

Em todos os testes, o nivel de significancia adotado foi de 5%. Desta forma, foram
consideradas diferencas significantes aquelas cujos valores foram abaixo de 0,05 (p<0,05).

As andlises foram realizadas através do programa SPSS versao 20.0.
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Resultados

Caracterizacdo das MSCs de tecido adiposo subcutdneo de suino

A utilizacdo de 10 gramas de tecido adiposo do subcutaneo da regido abdominal
ventral de um suino foi efetiva para o cultivo e diferenciacdo das células-tronco

mesenquimais.

Aspectos técnicos do procedimento cirirgico

O tempo total do procedimento incluindo o pneumoperitoneo foi de 67,7
+23.3min.; e o tempo do procedimento endoscopico sem o pneumoperitoneo foi de
48420 min.

A utilizagdo de suinos como modelo experimental para o procedimento NOTES
transretal para acesso a cavidade abdominal, mostrou-se eficaz, visto que em todos os
animais foi possivel realizar todo o procedimento cirdrgico, nao havendo &bito
decorrente da cirurgia.

A cirurgia, pelo acesso transretal, apresentou algumas dificuldades e
complicacOes. Para realizar o pneumoperitoneo de forma controlada através da
introducdo de agulha de Veress, dois animais apresentaram enfisema subcutaneo
durante o trans e pés-operatério imediato e, em dois animais a agulha de Veress foi
introduzida de forma iatrogénica no ceco e no estdmago respectivamente.

Na maioria dos animais (7/10), houve dificuldade para recuperar o liquido
infundido na cavidade abdominal para a realiza¢do dos lavados abdominais. Durante o
primeiro lavado, houve a infusdo iatrogénica de liquido no interior do ceco.

Houve dificuldade para a introducdo do endoscépio por meio do orificio criado
no reto em dois animais. Um animal apresentou sangramento retal excessivo durante a

confeccdo do orificio retal.
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Procedimentos pos-operatorios

Nenhum animal apresentou sinais de disquezia ou hematoquezia, mantendo-se
com apetite e ingesta de 4gua normalmente. As mucosas permaneceram rosadas durante
todas as avaliacdes clinicas. Um animal apresentou edema da mucosa retal, com leve
protrusdao da mesma ao realizar esfor¢o no pds-operatério imediato. Este edema foi auto
limitante sendo reduzido espontaneamente 24 horas apds o procedimento.

A temperatura dos animais foi diferente estatisticamente no decorrer do tempo
em ambos os grupos, porém, nio houve diferengas entre os grupos. A média dos valores

encontra-se na figura 2.

Avaliagcdo Microbiologica

No lavado abdominal realizado previamente ao inicio do procedimento NOTES,
dois animais do GNOTES e dois do GNOTES+MSC foram positivos para a presencga de
bactérias. Um animal GNOTES foi positivo para Staphylococcus sp. € o outro positivo
para Escherichia coli. J4 no GNOTES+MSC, um animal apresentou Klebsiella sp e o
outro Escherichia coli. Nenhuns destes suinos foram positivos no segundo lavado,

realizado 14 dias apds o procedimento.

Avaliacdo Hematologica

Nas avaliacdoes hematoldgicas, para a varidvel eritrocito, ndo houve diferencas
estatisticas entre os grupos nos diferentes tempos.

O hematdcrito 14 dias foi significantemente maior que o hematdcrito basal
(p=0,04) nos animais do GNOTES.

Os leucdcitos totais ndo apresentaram diferencgas estatisticas entre os grupos no

decorrer dos tempos, mantendo-se sempre dentro dos valores normais para a espécie.
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Biomarcadores inflamatorios

A IL- 6, avaliada nos tempos: t= 0, t= 1 h, t= 24h, t= 48h, t= 72 h, t= 7 dias, t=
14 dias apresentou niveis indetectdveis em todos os animais de ambos os grupos.

A albumina manteve-se dentro dos valores normais de referéncia em ambos os
grupos € em todos os tempos avaliados. Houve diferenca estatistica apenas no
GNOTES+MSC ao comparar a média da albumina 24h (25,31+1,37 g/L) com a média
dos valores de 14 dias (21,80%0,75) ap6s o procedimento em que ocorreu uma reducao
significativa (p=0,03) no momento da eutanésia (Fig. 3).

A proteina C reativa avaliada nos tempos: t= basal, t= 24h, t=48h e t= 72h,
aumentou significantemente no decorrer do tempo do grupo NOTES (p= 0,036, p= 0,00,
p= 0,00), respectivamente, quando comparada com os valores basais. Também, no
grupo NOTES+MSC, ocorreu um aumento significativo quando comparada com
valores basais (p=0,001, p= 0,00, p= 0,00) nessa ordem. Nao houve diferencas

estatisticas entre os grupos (Fig. 4).

Avaliag¢do Macroscopica

A necropsia, macroscopicamente, o local de acesso retal apresentava-se
cicatrizado em nove de 10 animais (Fig. 5), sendo que nenhum animal apresentou
aderéncia principalmente da bexiga ao local da viscerotomia retal. Nao foram
constatados sinais de peritonite.

Um animal do GNOTES apresentou deiscéncia de sutura retal, ndo havendo
cicatrizagdo do reto no local de insercdo do endoscépio, porém, o mesmo nao
apresentava quaisquer sinais de disquezia, hematoquezia ou hipertermia, sendo esta

alteracdo verificada somente pots mortem.
Avaliagcdo Microscopica
Na avaliacdo da quantidade de células mononucleares do reto, quantidade de

neutrofilos, tecido conjuntivo e necrose na mucosa retal ndo foi significativamente

diferente entre os grupos. Na regido muscular do reto o grupo NOTES apresentou
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aumento significativo na quantidade de neutréfilos (p=0,018), macréfagos (p=0,028) e
tecido conjuntivo (p=0,014). Na camada serosa, ndo foi observado diferenca estatistica
entre os grupos (Fig. 6A). Na microscopia eletronica de varredura, percebeu-se
continuidade da mucosa e presencga de bactérias (Fig.6B)

Quanto a presenca de coldgeno, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos,
apresentando moderada quantidade em todos os animais.

Nenhum animal apresentou altera¢des no linfonodo mesentérico ou no omento.

Discussao

A cirurgia por orificios naturais (NOTES) pode ser uma nova e potencialmente
menos invasiva alternativa para a cirurgia laparoscépica. No entanto, os problemas do
acesso e fechamento seguro da viscera sdo os principais obstdculos para a introdugdo
desta modalidade cirtirgica na medicina [8]. Para isso, o estudo da utilizacdo da terapia
celular através do uso de células-tronco mesenquimais como terapia adjuvante na
cicatrizacdo da viscera de acesso fez-se importante, jA que o reto apresenta maior
dificuldade de cicatrizacdo quando comparado com outros 6rgaos, por apresentar menor
quantidade de coldgeno e contaminacdo fisiolégica local o que dificulta o processo
cicatricial [23].

No que diz respeito a técnica NOTES via acesso através do reto, verificou-se a
possibilidade de realizacao de todo o procedimento cirdrgico, sendo possivel localizar e
identificar as visceras abdominais, o que demonstra exequibilidade dessa modalidade
cirtrgica.

Se por um lado a criacdo do pneumoperitoneo, através da introducdo de agulha
de Veress, previamente a incisdo transluminal nos animais do presente estudo, evitou
alteracdes sist€émicas que poderiam ocorrer quando a pressdo intra-abdominal €
realizada de forma descontrolada [24, 25], por outro a utilizagdo da técnica fechada para
a distensdo da cavidade abdominal implicou em complicacdes como a puncdo e
insuflacdo parcial inadvertida de duas visceras ocas: o estdbmago € O ceco
respectivamente ndo obtiveram extravasamento de contetdo gastrintestinal nos animais
e, essa condicdo ndo ocasionou repercussdoes clinicas ou hematologicas no pods-

operatorio. Complicacdes na introdugdo da agulha de Veress sdo comumente relatadas
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(19

por alguns autores, devido a introducdo da mesma ser “as cegas” [26], além disso, as
complicacdo podem ser justificadas pelas caracteristicas anatdomicas do suino cujo
apresenta um ceco relativamente grande para a espécie [27], predispondo a pung¢ao desta
viscera.

A formacgdo de enfisema subcutineo observado no pds-operatério imediato em
dois animais € outra complicacio comum de ocorrer [28] e, no presente estudo, a
mudanca de posicionamento do animal na mesa cirdrgica durante o procedimento pode
ter facilitado a saida da agulha de Veress do local puncionado inicialmente.

A presenca de sangramento retal durante o acesso em um suino e edema retal no
pOs-operatério imediato em outro, ambos do GNOTES+MSC, pode ser explicada pela
transfixacdo inadvertida da jungdo circulatéria da artéria mesentérica caudal e artéria
pudenda interna, as quais suprem a parte caudal do reto [29]. Assim, a permeabilidade
capilar foi maior, causando extravasamento de liquidos para o espaco extracelular e,
consequentemente, o edema [30]. Por conseguinte, esta iatrogenia nos vasos levou a
uma rapida resposta inflamatdria local, sendo o edema o sinal inicial.

Uma caracteristica do acesso transretal foi a possibilidade da viscerorrafia ser
realizada através da exteriorizagdo da mucosa retal e ser confeccionada sob visualiza¢ao
direta, semelhantemente ao que foi realizado por Bazzi et al. (2011) [31]. Este acesso
possibilita o uso de suturas convencionais sem, no entanto, necessitar de aparelhos
especializados. Ademais, possibilitou a aplicacdo da terapia celular no sitio da lesdo,
sendo a mesma, administrada em diferentes pontos da incisao.

Apesar da cirurgia por orificios naturais ser considerada menos invasiva e,
consequentemente apresentar menor resposta inflamatéria quando comparada a cirurgia
laparoscépica ou a convencional [26], a via transretal para a peritoneoscopia pode levar
a contaminacdo da cavidade abdominal com bactérias entéricas tornando este
procedimento mais imunorreativo. Os estudos sobre os efeitos imunomoduladores da
NOTES utilizaram a via transgéstrica como modelo experimental para acesso a
cavidade abdominal [9, 32, 33], todavia nenhum deles compararam os efeitos
imunomoduladores da combinagcdo da NOTES transretal com a terapia celular através
da inoculacdo de células-tronco mesenquimais, em razdo de estas udltimas também

apresentam efeitos anti-inflamatorios [34].
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As MSCs sao células multipotentes encontradas em diferentes tecidos de vérias
espécies animais, incluindo suinos, sendo frequentemente utilizadas como transplantes
para a terapia celular. Muitos estudos prévios focaram as propriedades regenerativas das
MSCs e avaliaram evidencias de que estas células podem promover a regeneracido de
tecidos lesionados, como na cicatrizacdo Ossea [35] e, cutinea [36], no infarto do
miocdardio [37], na regeneracdo de nervo periférico [38, 39], dentre outras. Outrossim,
foi demonstrado que as MSCs derivadas de medula 6ssea ou do tecido adiposo
apresentam propriedades anti-inflamatérias e imunomoduladoras [34], uma vez que
acumulam-se em tecidos inflamados, contribuindo para o reparo e diferenciacdo celular.

No entanto, a resposta inflamatdria, apresentada pelos animais, observada por
meio da andlise dos niveis de interleucina-6, proteina C reativa ultrassensivel, albumina
sérica, e leucdcitos totais, tanto do grupo NOTES quanto do grupo NOTES+MSC nao
demonstrou diferencas nas varidveis estudadas, sendo que a IL-6 foi indetectdvel.

A interleucina-6 € uma citocina considerada pré e anti-inflamatéria [1], e €
produzida por estimulacdo de mastécitos e macréfagos através de endotoxina
bacteriana. Regula a transic@o entre um processo dominado por neutréfilos, no inicio da
inflamacdo, e o predominio de macréfagos, verificado em fases mais tardias da resposta
inflamatoria [40]. Os dados encontrados demonstraram que o procedimento de NOTES
transretal, com uma incisdo de aproximadamente 3 cm ndo estimula uma resposta
inflamatéria detectdvel sistemicamente em ambos os grupos. Para aumentar a
sensibilidade do teste na detec¢do de citocinas, uma opgao seria a detecgdo das mesmas
em uma fragdo do tecido local do reto ou a dosagem de IL no lavado abdominal, ao
invés do soro. Ainda assim, alguns autores [33] ao testarem a presenca de IL-6 no fluido
peritoneal em pacientes submetidos a peritoneoscopia transgdstrica, também
encontraram niveis indetectdveis desta citocina. McGee et al. (2008) sugeriram que a
ndo detecgdo da IL-6 pode ocorrer devido a uma imunoparalisia tardia mediada por
outros fatores desconhecidos, posto que estudos prévios identificaram um mecanismo
tipico de imunoparalisia envolvendo regulacdao baixa de citocinas pré-inflamatoérias
mediadas por um aumento de citocinas anti-inflamatérias IL - 10.

Outro imunomodulador estudado foi a proteina C reativa (PCR) que atua como
marcador de fase aguda, ativando a cascata do complemento e estimulando a fagocitose

por neutréfilos e macréfagos [5, 40]. No presente trabalho, houve aumento significativo
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da PCR apés o procedimento cirtirgico em ambos os grupos, com pico entre 24 h e 48 h,
sendo que seus valores comecavam a apresentar reducdo gradual a partir de 72 h. Estes
dados, estdo de acordo com Campos et al. (2005) [5] os quais citaram que a PCR
aumenta em um periodo de 4 a 12 horas ap6s o procedimento, com pico entre 24 a 72
horas, posteriormente, retornando aos niveis basais gradualmente em duas semanas.
Acredita-se que seus niveis séricos, no periodo pds-operatério, foram correlacionados a
intensidade do trauma cirtrgico, sendo considerados baixos apds cirurgia NOTES.
Ainda, a utiliza¢do de PCR ultrassensivel detectou valores mais baixos do que os limites
dos métodos usuais, ou seja, foi possivel constatar pequenas alteracdes inflamatdrias,
sem repercussdes clinicas nos animais avaliados [1] o que ndo seria possivel com
métodos convencionais.

Pesquisas afirmaram [41] que os niveis de interleucina-6 e proteina C-reativa
durante o procedimento cirurgico sdo significativamente inferiores na cirurgia
laparoscopica quando comparadas a cirurgia convencional. Portanto, € possivel que
aspectos metabdlicos a resposta aguda fossem atenuados na cirurgia transluminal, em
virtude do diminuto trauma tecidual, com consequente reduzida quimiotaxia de células
inflamatérias e destruicdo de células mesoteliais, com manutencdo do ndmero de
leucdcitos totais em todos os animais e preservagdo da imunidade celular o que
proporcionou baixa resposta inflamatoria observada sistemicamente [24].

Com relacdo a albumina avaliada no decorrer do tempo, nao houve diferenca
estatistica entre os grupos, entretanto, houve uma reducdo significativa no
GNOTES+MSC no tempo 2 (25,31£1,37) com relacao ao tempo 6 (21,80%0,75), porém,
sempre dentro dos parametros fisiologicos para a espécie. Isto pode ter ocorrido porque
inicialmente, os animais haviam passado por um preparo intestinal com jejum prévio de
20 horas, o que pode ter ocasionado desidratacdo inicial com decorrente aumento em
seus niveis séricos [1]. No tempo 6, os animais ji haviam recuperado suas perdas
hidroeletroliticas e, consequentemente, os niveis séricos poderiam ter sido reduzidos.

Todos os animais do experimento apresentaram boa recuperagcdo pds-operatoria
com normorexia, ndo apresentando disquezia, tenesmo ou hematoquezia. A temperatura
corporal dos animais, tanto no GNOTES quanto no GNOTES+MSC manteve-se dentro

dos parametros normais para a espécie ja que leitdes apresentam temperatura corporal
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entre 38,9 a 40° C, diferentemente de fémeas adultas as quais a temperatura normal é
menor, variando de 38,7 a 39,3° C [42].

Um importante fator para a realizagdo da cirurgia por orificios naturais é a
necessidade de reduzir o risco de contaminagdo do peritdonio [43]. Para isso, o preparo
intestinal dos animais foi etapa importante ja que se constatou eficiéncia na reducdo de
conteddo fecal do preparo em todos os animais o que foi comprovado pela auséncia de
peritonite em ambos 0s grupos.

A presenca de bactérias no fluido de lavagem abdominal antes do procedimento
em trés animais do GNOTES (3/7) e em dois animais do GNOTES+MSC (2/5) sugere
que houve contaminacdo durante de coleta do liquido peritoneal. No suino 3 do
GNOTES e suino 9 do GNOTES+MSC, em ambas coletas de fluido previamente ao
procedimento cirdrgico, houve crescimento de Escherichia coli. Durante a colheita do
fluido peritoneal do suino 3, puncionou-se o ceco do animal. No suino 9, apenas
observou-se alteracio na coloragdo do liquido coletado, sendo que o mesmo apresentava
colorac@o levemente marrom, possivelmente devido a uma perfuracio inadvertida em
alca intestinal. A mesma explicacdo pode ser dada para presenca de Klebsiella sp no
liquido peritoneal previamente cirurgia em um suino do GNOTES+MSC (1/5) em razao
deste género pertencer a familia Enterobacteriaceae [44].

A justificativa encontrada para a presenca de Staphylococcus aureus tanto do
GNOTES (2/5) e um do GNOTES+MSC (1/5) no fluido peritoneal antes do
procedimento e em dois animais do GNOTES (2/5) 14 dias apds, sugere que houve
contaminac¢do cutinea no momento da coleta por esta bactéria estar comumente presente
na flora da pele [45]. Dados semelhantes foram encontrados por Sood et al. (2012),
onde estes autores observaram além de Staphylococcus sp. e Escherichia coli, as
bactérias Lactobacilli sp., Clostridium sp e Coryneform bacilli.

Diferentemente de alguns autores [14] que utilizaram a técnica NOTES
transcolonica e encontraram aderéncias entre a bexiga e o c6lon, no presente trabalho
nio foram observados sinais de aderéncias, tampouco de peritonite, condi¢do
conrfirmada pela andlise histol6gica do linfonodo mesentérico e do omento em todos 0s
animais. Estes resultados sugerem que a limpeza intestinal estava adequada, reduzindo a

chance de carrear bactérias do reto para a cavidade abdominal através do endoscépio,
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permitindo auséncia de incisdo cutanea, dado que a maioria das aderéncias tem como
sitio a incisdo abdominal [46] associada a ndo manipulacdo de visceras abdominais.

Ainda, a utiliza¢do de padrao de sutura continuo em plano tnico contribuiu para
a cicatrizacdo retal, posto que macroscopicamente a maioria dos animais apresentaram
boa regeneracdo da viscera de acesso. Esta manobra estd de acordo com alguns autores
que ressaltaram que as anastomoses em plano unico, além de serem mais anatOmicas,
apresentam revascularizacdo mais precoce, sdo seguras € produzem menor estreitamento
luminal, oferecendo melhores condicdes para a cicatrizagdo. Apesar disso, um animal
do GNOTES apresentou deiscéncia da sutura retal, sendo as caracteristicas da ferida
confirmada na microscopia ja que foi observado necrose da regido serosa do reto, sendo
0 unico animal a apresentar tal alteracdo. Deiscéncias em suturas intestinas podem
ocorrer como complicagdo cirdrgica, em razdo de infec¢ao local ou distante exerce
efeito inibitério sobre a cicatrizagdo de feridas, esta pode determinar inflamacgdo
excessiva e aumentar a atividade da colagenase, contribuindo para deiscéncia da sutura
[47].

Na histologia do reto, ndo houve diferengas estatisticas entre os grupos quanto a
quantidade de células mononucleares, de neutréfilos, de macréfagos, de coldgeno e
necrose nas camadas mucosa, submucosa e serosa. Porém, na camada muscular houve
diferenca estatistica, sendo observado menor quantidade de células inflamatdrias no
GNOTES+MSC. Este fato sugere que as MSCs exdgenas promoveram aceleracdo no
processo de cicatrizacdo retal, uma vez que, ao ocorrer a lesdo inicial os primeiros
elementos celulares a alcancar o local da ferida sdo os neutréfilos e os mondcitos, com a
funcdo de desbridar a superficie da ferida, fagocitar as particulas antigénicas e corpos
estranhos, no caso de a regeneracdo nao ocorre até que a infec¢do seja controlada. Os
neutréfilos morrem durante uma resposta inflamatdria e sao fagocitados por macréfagos
[40]. Portanto, a redugdo significativa no nimero de células inflamatérias na camada
muscular do reto sugere fase inflamatdria mais avancada, o que pode ter ocorrido

devido as propriedades regenerativas e anti-inflamatérias das MSCs [34].
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Conclusao

A técnica NOTES tranretal, associada ou nao a terapia celular com células-
tronco mesenqumais no sitio da viscera de acesso, apresenta minima resposta

inflamatdria aguda, podendo ser uma via aplicavel para peritoneoscopia em suinos.

Referéncias

1. Rosa Neto, NL; Carvalho, J.F (2009). O uso de provas de atividade inflamatéria em
reumatologia.Rev Bras Reumatol 49: 413-30.

2. Kvarnstrom A, Swartling T, Kurlberg G, Bengtson J, Bengtsson A (2013) Pro-
inflammatory cytokine in rectal surgery: comparison between laparoscopic and open
surgical techniques. Arch. Immunol.Ther. Exp. 61: 407-411.

3. Kim TK, Yoon JR (2010) Comparison of the neuroendocrine and inflammatory
responses after laparoscopic and abdominal hysterectomy. Korean J Anesthesiol
59:265-269.

4. Herzum I, Renz H (2008) Inflammatory Markers in SIRS, Sepsis and Septic Shock
Current Medicinal Chemistry 15:581-587.

5. Campos FGCM, Cavaratto PPP, Araijo SEA (2005) Avaliagdo dos efeitos
imunolégicos em operagdes colo-retais minimamente invasivas. Rev bras Coloproct, 3:
285-292.

6. Baron TH (2007) Natural orifice transluminal endoscopic surgery. Brithish Journal of

Surgery, 1:01-02.

7. Denk PM, Swanstrom LL, Whiteford MH (2008) Transanal endoscopic platform for
natural orifice surgery. Gastrointest Endosc 68 (5):954-959.

8. Ryou M, Fong DG, Pai RD, Sauer J (2008) Evaluation of a novel access and closure
device for NOTES applications: a transcoldnica survival study in porcine model.
Gastrointest Endosc 67:964-969.

9. McGee MF, Marks JM, Onders RP, Chak A, Jin J, Williams CP, Schomisch SJ,
Ponsky JL (2008) Complete endoscopic closure of gastrotomy after natural orifice

transluminal endoscopic surgery using the NDO plicator. Surg Endosc 22: 214-220.



733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764

66

10. Lima E, Rolanda C, Correia-Pinto J (2008) Transvesical endoscopic peritoneoscopy:
anovel 5 mm port for intra-abdominal scarless surgery. J Urol 2:802-805.

11. Seid VE, Araujo EA, Caravatto PPP, Kiss DR (2008) NOTES: presente e futuro —
uma breve revisido. Einstein 6: 99-101, 2008.

12. Alacaraz A, Peri L, Molina A, Goicoechea I, Garcia E, Izquierdo L, Ribal M (2009)
Feasibility of Transvaginal NOTES-Assisted Laparoscopic Nephrectomy. Eur Urol
3205: 1-5.

13. Santos-Filho PV, Santos MP, Menezes JEMT (2009) Surgery endoscépica
transluminal por orificios naturais: realidade atual. Revista do Colégio Brasileiro de
Surgery 36:167-172.

14. Pai RD, Fong MD, Bundga ME, Odze RD, Rattnher DW, Thompson MD (2006)
Transcolonic endoscopic cholecystectomy: a NOTES survival study in a porcine model
(with video). Gastrointest Endosc 64 (3):428-433.

15. Abdallah BM, Kassem M (2008) Human mesenchymal stem cells: from basic
biology to clinical applications. Gene Therapy 2:109-16, 2008.

16. Covas DT (2006) Células-tronco mesenquimais. In: Zago MA, Covas DT. Células-
tronco: a nova fronteira da medicina. Sdo Paulo: Atheneu, p. 35-48.

17. Pereira ISO, Pontes P, Eca LP, Ferreira AT, Mazzetti PMV, Silva L, Souza FC
(2008) Protocolo piloto de separacdo e quantificacdo de células tronco de tecido adiposo
de coelhos para posterior uso em laringe. ACTA ORL/Técnicas em
Otorrinolaringologia 26: 11-16.

18. Bydlowski SP, Debes AA, Maselli LMF, Janz FL (2009) Caracteristicas bioldgicas

das células-tronco mesenquimais. RBHH 31: 25-35.

19. Castelo-Branco MTL, Soares ID, Lopes DV, Buongusto F, Martinusso CA, Rosario
Alr, Souza SA, Gutfilen B, Fonseca LM, Elia C, Madi K, Schanaider A, Rossi MI,
Souza HS (2012) Intraperitoneal but not intravenous cryopreserved mesenchymal
stromal cells home to the inflamed colon and ameliorate experimental colitis. Plos One
7:1-12,2012.

20. Williams KJ, Picou AA, Kish SL, Giraldo AM, Godke RA,. Bondioli KR (2008)
Isolation and Characterization of Porcine Adipose Tissue-Derived Adult Stem Cells.

Cells Tissues Organs 188: 251-258.



765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775
776
777
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791
792
793
794
795
796

67

21. Holt JG, Krieg NR,; Sneath PHA, Staley JT, Williams ST (2004) .In:__ Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology. 9th.ed. Baltimore, USA, 1994. p. 1134.

22. Prophet EB, Mills R (1992) Laboratory Methods in Histotechnology. Armed Forces
Institute of Pathology, Washington, DC. P.279.

23. Soares-Junior C, Souza C, Gomes CA, Soares FPTP (2010) Fatores intervenientes e
métodos de avaliacdo das anastomoses gastrointestinais. Rev Med Minas Gerais 3: 354-
58.

24. Cohen RV, Pinheiro-Filho JC, Schiavon CA, Correa JLL (2003) Alteracoes
sist€émicas e metabdlicas da surgery laparoscopica. Rev Bras de Videocir 2:77-81.

25. Ko CW, Shin EJ, Buscaglia JM, Clarke JO, Magno P, Giday SA, Chung SS, Cotton
PB, Gostout CJ, Hawes RH, Pasricha PJ, Kalloo AN, Kantsevoy SV (2007) Preliminary
pneumoperitoneum faciliates transgastric access into the peritoneal cavity for natural
orifice transluminal endoscopic surgery: a pilot study in a live porcine model model.
Endosc 39: 849-853.

26. Minami S, Okamoto Y, Eguchi H, Kato K (1997) Laparoscopic assisted
ovariohysterectomy in two dogs with pyometra. J. Vet. Med. Sci.59:845-847.

27. Dyce KM, et al. O sistema digestério. In: ___. Tratado de anatomia veterindria. Rio
de Janeiro: Guanabara Koogan, 1997. cap.8. p. 206-257.

28. Campos FGCM, Roll S (2003) Complicacdes do Acesso Abdominal e do
Pneumoperitonio em Cirurgia Laparoscépica - Causas, Prevencdo & Tratamento. Rev.
Bras. Video-cir 1:21-28.

29. Jubb KVF, Kennedy PC, Palmer N (2007) Pathology of domestic animals In: Jubb
KVF, Kennedy PC, Palmer N. Alimentar Sistem. New York and London: Saunders, v.2,
cap.1, p.2340.

30. Tazima MFGS, Vicente YAMVA, Moria T (2008) Biologia da ferida e cicatrizacgao.
Medicina, Ribeirao Preto 3 259-264.

31. Bazzi WM, Wagner O, Stroup SP, Silberstein NB, Belkind N, Katagiri T, Paleari J,
Duro A, Ramamoorthy S, Talamini MA, Horgan S, Derweesh IH (2011) Transrectal
hybrid natural orifice transluminal endoscopic surgery (NOTES) nephrectomy in a
porcine model. Urol 77(3):518-523.

32. Trunzo JA, McGee MF, Cavazzola LT, Schomish S, Nikfarjam M, Bailey J, Mishra
T, Poulose BK, Lee Y, Ponsky JL, Marks JM (2010) Peritoneal inflammatory response



797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826

68

of natural orifice transluminal endoscopic surgery (NOTES) versus laparoscopy with
carbon dioxide and air pneumoperitoneum. Surg Endosc 24: 1727-1736.

33. Sood V, Collins C, Harrington S, Hahn A, Ata A, Mapara-Shah, Wang W,
Dunnican W (2012) Transgastric endoscopic pneumoperitoneum versus laparoscopy:
effects on host systemic and peritoneal inflammatory resposes in a porcine model. Surg
Endosc 26:189-196.

34. Kuo Y-R, Chen C-C, Goto S, Huanh Y-T, Wang C-T, Tsai C-C, Chen C-L (2012)
Immunoimodulatory effects of bone-marrow mesenchymal stem cells in a swine hemi-
facial allotransplantation model. Plos one 7: 1-10.

35. Gomes C, Paz AH, Bonilla AT, Corréa A, Cavalcante RL, Veiga D, Colomé LM,
Foerstnow LP, Contesini EA, Cirne-Lima EO (2011) Bone regeneration in mandible
defect with autograft bone and cell suspension from bone marrows in rabbit Arq. Bras.
Med. Vet. Zootec. 63: 836-843.

36. Lu W, Zhang YJ, Jin Y (2009) Potential of Stem Cells for Skin Regeneration
Following Burns. Expert Rev Dermatol 2: 97-99.

37. Schuster MD, Martens TP, Itescu S (2008) Células-tronco mesenquimais para
reparo cardiaco. Rev. Bras. Cardiol. Invasiva 16: 95-11.

38. Colomé LM, Gomes C, Crosignani N, Paz AH, Lugo AA, Guimardes KM,
Foerstrow, LP, Tessari JP, Colomé LM, Graca DL, Meurer L, Passos EP, Pippi NL,
Contesini, EA, Cirne-Lima EO (2008) Utilizagcao de células-tronco autélogas de medula
Ossea na regeneragdo do nervo tibial de coelhos mediante técnica de tubulizacdo com
prétese de silicone. Ciéncia Rural 38, 2529-2534.

39. Trindade AB, Elizeire MB, Silva PG, Gerardi DG, Contesini EA (2011) Influéncia
da fracdo mononuclear autéloga de medula dssea na evolucdo da marcha de coelhos
submetidos a neurorrafia MedVep 9:576-578.

40. Tizzard IR (2009) Como se inicia a inflamacdo. In:__ Imunologia Veterindria. Rio
de Janeiro: Elsevier. cap.2, p. 11-27.

41. Jakeways MSR, Mitchell V, Hashim IA, Chadwick SJD, Shenkin A, Greenl CJ,
Carli F (1994) Metabolic and inflammatory responses after open or laparoscopic

cholecystectomy. BJS 81: 127-131.



827
828
829
830
831
832
833
834
835
836
837
838
839
840
841
842
843
844
845
846
847
848
849
850
851
852
853
854
855
856
857
858

69

42. Houston, DM, Radostits, OM. O exame clinico. in: Radostits, OM., Mayhew, 1GJ,
Houston, DM. Exame clinico e diagnostic em veterindria. Guanabara Koogan, 2002.
cap.6, p. 71-97.

43. Narula VK, Happel LC, Volt K, Bergman S, Roland JC, Dettorre R, Renton DB,
Reavis KM, Needleman BJ, Mikami DJ, Ellison EC, Melvin WS, Hazey JW (2009)
Transgastric endoscopic peritoneoscopy does not require decontamination of the
stomach in humans. Surg Endosc 23:1331-1336.

44. Almeida FS, Rigobelo EC, Marin JM, Maluta RP, Avila FA (2007) Diarreia suina:
estudo da etiologia, viruléncia e resisténcia a antimicrobianos de agentes isolados em
leitdes na regido de Ribeirdo Preto-SP, Brasil. Ars Veterinaria 23:151-157.

45. Scott DW, Miller WH, Griffin, CE (2001) Bacterial skin disease. In:__ Small

animal dermatology. Pennsylvania: Saunders. cap. 4, p. 274-335.

46. Shin EJ, Kaloo AN (2009) Transcolonic NOTES: Current Experience and Potential
Implications for Urologic Applications. Journal of Endourology, 23:743-47.

47. Bezutti, MT, Féres O, Dorival A, Campos FA, Rocha JJR, Garcia RS, Joviliano
OFD (2002) Cicatrizagao de anastomoses coldnicas na vigéncia de obstrucao intestinal.

estudo experimental em ratos. Acta Cir Bras, 17:109-115.



70

859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873
874
875
876

877
878 A
879

2
880 _

f ¥

882  Figura 1: Posicionamento do suino para a cirurgia endoscépica transluminal por orificios naturais
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Figura 6- Andlise histoldgica do sitio de incisdo retal. (A) Observam-se as camadas
mucosa, submucosa, e muscular do reto (HE). (B) Imagem da microscopia
eletrOnica de varredura do reto demonstrando cicatrizacdo retal de forma
tridimensional
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Prolapso retal como complicacao da NOTES transretal em modelo experimental
suino

Rectal prolapse after transrectal NOTES experimentally performed in a pig

Anelise Bonilla Trindade, Fernanda Soldatelli Valente, Priscila Domingues
Morchbacher, Amanda Moreira Cezar Junqueira, Elizabeth Obino Cirne-Lima, Emerson

Antonio Contesini

Resumo

O prolapso retal é a protrusdo de uma ou mais camadas do reto. Diferentes
causas ja foram atribuidas para esta alteracdo como o tenesmo, a endoparasitose,
inflamacgdes do intestino grosso e aumento da pressdo intra-abdominal como ocorre em
cirurgias endoscOpicas. A cirurgia endoscopica por orificios naturais (NOTES) é uma
nova modalidade cirdrgica onde as cavidades corporais sdao abordadas através de
orificios naturais sem incisdes cutaneas. Existem diferentes vias de acesso, porém a
transretal ainda € pouco explorada. Desta maneira, o presente trabalho objetiva relatar
um caso prolapso retal de um suino, higido, do sexo feminino, com trés meses de idade,
pesando 20 kg, submetido, experimentalmente, a NOTES transretal para
peritoneoscopia. Sob anestesia geral, foi realizado pneumoperitonio a uma pressao de
12mmHg e fluxo 2L/min. O suino foi posicionado em dectbito lateral esquerdo e, na
sequéncia, a mucosa retal foi tracionada e incisada para a introducdo do endoscépio até
a cavidade abdominal. Em seguida, desfez-se o pneumoperitoneo e a mucosa retal foi
suturada com fio poliglactina 910 em padrao continuo simples. Observou-se leve edema
da mucosa retal, o qual foi reduzido manualmente apés lavagem com solucdo resfriada e
lubrificacdo, recidivando no periodo de 24 horas ap6s. Foi adicionada a sutura em bolsa
de tabaco ao redor do anus, porém ocorreu ruptura da sutura ao redor 72h apds o
procedimento endoscépico, com automutilacio da regido perineal sendo, entdo,
realizada a eutandsia do suino. Assim, o acesso transretal para NOTES pode ser um
método promissor, todavia, ainda sdo necessdrios mais estudos experimentais a fim de
conhecer suas reais complicac¢des, sendo que o prolapso retal € uma destas.
Palavras-chave: Acesso retal, cirurgia endoscoOpica, cirurgia sem cicatriz, lesdo retal,
peritoneoscopia

Abstract
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Rectal prolapse is the protrusion of one or more layers of the rectum through the anal
sphincter. Among the causes are tenesmus, endoparasitism, large bowel inflammation,
and increased intra-abdominal pressure, as with endoscopic procedures. Natural orifice
transluminal endoscopic surgery (NOTES) comprise advanced techniques in which
body cavities are accessed through natural openings without skin incisions being
performed. Different entry sites may be used, yet, transrectal NOTES is not much
reported. In this paper, a rectal prolapse after transrectal NOTES in a pig is presented. A
healthy three-month old female swine, weighing 20 kg, was submitted to an
experimental transrectal NOTES and peritoneoscopy. Under general anesthesia, after
introduction of a Veress needle, the pneumoperitoneum with carbon dioxide was
achieved at 12mmHg and 2L/min flow. With the animal at left lateral recumbency, the
rectal mucosa was pulled and incised for introduction of the endocope into the
abdominal cavity. Subsequently, the cavity was deflated and the rectal wall was sutured
with a polyglactin 910 in a continuous simple pattern. An edema of the rectal mucosa
with a slight protrusion was noted and, after cold saline solution rinsing and lubrication,
it was reduced manually. In the following 24 hours, the prolapse recidivated and a
purse-string suture was applied around the anus. The suture ruptured at about 72 hours
after the endoscopic procedure and an auto-mutilation of the perineal region aggravated
the animal’s condition, which was then euthanized. The transrectal NOTES can be a
promising approach to endoscopic procedures, however, further studies are needed to

assess the safety of the technique and possible complications like rectal prolapse.

Key words: Rectal acess, endoscopic surgery, scarless surgery, rectal injury,

peritoneoscopy
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INTRODUCAO

O prolapso retal é uma alteragdo da regido distal do intestino grosso onde ocorre
a invaginacdo da parede do reto (Melton, 2013). Pode ser classificado como parcial
quando apenas a mucosa do reto salienta-se a partir do anus, ou completo quando se
observa exteriorizacdo de todas as camadas do reto através do orificio anal (Aronson,
2007). Outros autores propdem a classificagdo como oculto ou interno: quando ndo hé a
saida do reto através do anus e, classificado como completo, quando a mucosa ¢é
exteriorizada, observando-se a saida de toda a espessura do retal (Wexner et al., 2004).

A exteriorizagdo da mucosa retal ocorre secundariamente a diferentes situagdes
como em casos de tenesmo, em decorréncia de cirurgia urogenital ou anorretal, por
endoparasitismo, a tiflite, a colite, a proctite, as neoplasias e aos corpos estranhos
(Aronson, 2007). Ainda € citado na literatura que o pneumoperitoneo, em cirurgias
laparoscépicas, pode ser causador desta alteracao (Chiapponi et al., 2011).

A cirurgia endoscdpica € caracterizada como acesso cirirgico minimamente
invasivo, no qual a cavidade € visualizada por meio de um endoscopio. Recentemente, a
cirurgia endoscépica transluminal por orificios naturais (NOTES) surgiu como uma
nova perspectiva da cirurgia moderna, baseada no principio da abordagem das
cavidades corporais através de um orificio natural, sendo desprovida, portanto, de
incisOes cutaneas (Santos-Filho et al., 2009). Para esta modalidade, diferentes vias de
acesso as cavidades corporais ja foram estudadas como a via transgastrica, a
transvaginal, a transuretral, a transcolOnica e a via transretal, a qual tem sido pouco
explorada (Pai et al., 2006; Denk et al., 2008; Bazzi et al., 2011).

A abordagem transretal pode representar uma rota alternativa para os
procedimentos NOTES pela capacidade de extrair grandes espécimes abdominais,
permitir viscerorrafia sob visualizacdo direta e possuir aplicabilidade para pacientes
tanto do sexo masculino quanto feminino. Existem poucos estudos clinicos e
experimentais sobre a utilizacdo da via transretal para a NOTES (Bazzi et al., 2011;
Santos et al., 2011). Desta maneira, o relato de complicacdes decorrentes desses
procedimentos nas diferentes espécies € um passo importante no conhecimento dessa
nova via de acesso para a cirurgia endoscopica.

A vista disso, este trabalho objetiva relatar um prolapso retal ocorrido em um

suino submetido a cirurgia por orificios naturais através do acesso transretal.
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CASUISTICA

Este trabalho foi avaliado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob protocolo nimero 23376,
seguindo principios € normas para a utilizacdo de animais experimentais. Todo o
procedimento foi realizado no Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) da UFRGS.

Um suino mestico (Sus scrofa domestica), higido, do sexo feminino, com 20 kg
de massa corporal e aproximadamente 90 dias de idade, proveniente do setor de
suinocultura da UFRGS foi submetido a peritoneoscopia experimental pelo acesso
transretal. O animal passou por um periodo de adaptacdo ambiental minimo de 60 dias
no HCV-UFRGS, onde foi mantido em baia recebendo como alimentacdo: ragdo
comercial peletizada de crescimento especifica para suinos e acesso ilimitado a dgua.

O preparo intestinal constou de reducdo gradual da alimentacdo com dieta
pastosa (300 g) no periodo compreendido de 36 horas antes do procedimento cirdrgico,
sendo realizado jejum total de sdlidos e sem jejum hidrico de 20 horas. Para a limpeza
intestinal, osuino recebeu bisacodil (0,5 mg.kg™) por via oral, ¢ Manitol 0,5% (10 mL.
kg'l), 48 e 24 horas prévios ao procedimento cirdrgico.

Como medicacdo pré-anestésica utilizou-se a associacdo de quetamina (15
mg.kg"'), midazolam (0,5 mgkg') e cloridrato de petidina (3 mgkg?), todos
administrados por via intramuscular. Em seguida, foi submetido a anestesia geral com
propofol (5 mgkg" , IV). Procedeu-se, entdo, a vaporizagio de isoflurano em oxigénio
100% a 2 L.min"' para a manutencdo do plano anestésico. Imediatamente, o reto foi
esvaziado manualmente e realizando-se lavagem intestinal com 500 mL de solucdo de
iodopovidona (PVPI) 0,1%.

O animal foi inicialmente posicionado em decubito dorsal para o
pneumoperitoneo com CO2 medicinal via agulha de Veress inserida na parede
abdominal 2 cm craniais a cicatriz umbilical, a uma pressdo de 12 mmHg e fluxo de 2
L.min™.

O suino foi posicionado em decubito lateral esquerdo e, através da tracdo e
exteriorizagdo da mucosa retal, uma incisdo transversal foi realizada. Um endoscépio
flexivel (Pentax®), medindo um metro e meio de comprimento ¢ 14 mm de diametro
com um canal de trabalho foi introduzido através da incisdo retal e mantido na cavidade

abdominal por 15 minutos sendo, posteriormente removido. Desfez-se o
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pneumoperitdneo e realizou-se a sutura retal sob visualizacdo direta, em plano tunico,
extramucoso, com padrdo continuo simples na regido muscular e submucosa com fio
poliglactina 910 3-0. Apds a sutura do reto, constatou-se leve edema e protrusdo da
mucosa retal, o qual foi reduzido por meio de lubrificacdo com lidocaina gel e lavagem
com solucdo salina resfriada. No pds-operatdrio, o animal recebeu tramadol (3 mg.kg'1
VO, bid, trés dias), meloxicam (0,1 mg.kg'1 VO, sid, dois dias) e lavagem da mucosa
retal com solu¢do NaCl 0,9%. O animal foi analisado e examinado diariamente quanto a
defecacdo, e apetite, sendo a temperatura corporal aferida através de termdmetro
infravermelho. Mensurou-se a proteina C reativa no soro previamente ao procedimento,
24 e 48 horas apos a cirurgia. Dois dias apds o procedimento NOTES, sob anestesia
geral, foi realizada bolsa de tabaco ao redor do anus com fio ndilon 2-0 que rompeu 72
horas apds o procedimento endoscépico. O paciente havia apresentado automutilacdo da
regido perineal e do reto, consequentemente, foi eutanasiado 72 horas apds a cirurgia

NOTES.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O procedimento NOTES, pelo acesso transretal em um modelo experimental
suino, demonstrou que, apesar de ser procedimento minimamente invasivo com
auséncia de incisdes cutaneas e passivel de observagao de todas as visceras abdominais,
pode culminar com uma importante complicagao.

A exteriorizacdo da mucosa retal do suino, verificada imediatamente apds o
término do procedimento cirdrgico sugeriu, inicialmente, um prolapso retal incompleto
ou mucoso (Aronson, 2007; Fossum, 2008, Marjani et a., 2009) posto que, nestes casos,
apenas a mucosa do reto € salientada a partir do anus, a medida em que qualquer parte
da circunferéncia anorretal pode ser comprometida (Aronson, 2007).

O endoparasitismo intestinal estd entre as principais causas de prolapso retal em
animais jovens (Aronson, 2007; Fossum, 2008; Marjani et al., 2009; Melton et al.,
2013), porém esta possibilidade pode ser descartada no presente relato, pelo fato de ter
sido realizado, previamente ao procedimento cirdrgico, exame parasitolégico de fezes
no suino, o qual demonstrou auséncia de parasitas intestinais. Ainda, exames
hematolégicos também foram avaliados como hemograma (leucécitos totai: 9800/uL;

eritrocitos: 5,93 x 106/uL, hematdcrito 30 g/dL), albumina (9,23 g/dL), alanina amino-
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transferase (83,8 UI/L), estando todos os parametros compativeis com o fisiolégico para
a espécie.

A causa provavel desta alteracdo poderia estar relacionada ao aumento da
pressdo intra-abdominal decorrente do pneumoperitoneo utilizado para distender a
cavidade durante o procedimento de peritoneoscopia (Chiapponi et al., 2011; Melton e
Kwaan, 2013). Reconhece-se que a insuflagdo-abdominal em cirurgia laparoscépica
pode levar a alteracdes no trato gastrintestinal como refluxo passivo do conteido
gastrico para o esdfago (Campos et al., 2003), no entanto, ainda ndo existem relatos da
exteriorizagdo da mucosa retal decorrente do pneumoperitoneo. O abdéomen do animal
do presente estudo, foi drenado imediatamente ao término do procedimento, uma por¢ao
residual do CO2 medicinal pode ter permanecido, porém acredita-se que este fato nao
tenha contribuido, de forma relevante, para a exterioriza¢do da mucosa retal.

Ainda, durante a criacdo do orificio na parede do reto possivelmente
transeccionou-se ramos da artéria retal cranial e/ou artéria mesentérica caudal, as quais
suprem a regido distal do reto (Dyce, 1998). A possivel resposta para este evento seria
uma maior inflamagdo inicial local tornando a mucosa do reto edemaciada e
exteriorizada através do anus.

A mensuracdo da proteina C reativa € utilizada como marcador precoce de
inflamacdo. E produzida pelo figado e sua funcdo é ligar-se a patégenos e células
lesadas e/ou apoptéticas e iniciar sua elimina¢do por meio da ativacdo do sistema
complemento e de fagdcitos (Tizzard, 2009). Reflete, também, a extensdo do processo
inflamatorio, principalmente em infeccdes bacterianas, reagdes de hipersensibilidade,
isquemia e necrose tecidual (Rosa Neto e Carvalho, 2009). Os valores deste
biomarcador inflamatério, no suino em questdo, confirmam um aumento da resposta
inflamatéria aguda, visto que houve um aumento exagerado 24 horas apds o
procedimento em relagio ao basal (valor basal: 0,34 mg.L™"; valor 24h: 2,36 mg.L™") que
manteve-se aumentado 48h apds a cirurgia (2,17 mg.L'l), mesmo o animal recebendo
anti-inflamatério diariamente.

O procedimento de lavagem com solug¢do de NaCl 0,9% resfriada e lubrificagao
da mucosa retal promoveu uma diminui¢do parcial do edema, sendo possivel a redugdo
manual do prolapso sem intervencdo cirtirgica durante o pds-operatério imediato.
Aronson (2007), ainda recomendou a administracdo de furosemida intravenosa em
pacientes com protrusdo da mucosa retal como adjuvante na redug¢do do edema. Este

farmaco ndo foi utilizado em virtude de que o animal havia passado previamente ao
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procedimento cirdrgico por um rigoroso preparo intestinal e jejum de 20 horas e a
administracio de diurético poderia promover um maior desequilibrio hidroeletrolitico.

A recidiva do prolapso ocorreu 24 horas apds o procedimento endoscépico, por
isso, o suino foi novamente anestesiado para aplicacio de uma sutura em bolsa de
tabaco ao redor do anus, procedimento este, recomendado pela maioria dos autores
(Aronson, 2007; Fossum, 2008; Marjani et al., 2009; Gavioli et al., 2013).

A justificativa encontrada para a automutilacio do animal na regiao perineal é
que, possivelmente, o paciente apresentava desconforto e/ou prurido da regido retal
devido a sutura aplicada no reto o que favoreceu a ruptura da sutura em bolsa de tabaco
com consequente automutilacdo e traumatismo da regido perineal. Nestas situagcdes, o
progndstico passa a ser de reservado a desfavoravel (Aronson, 2007). A gravidade da
lesdo encontrada e, sendo um animal submetido a um procedimento experimental, levou
os autores a realizarem a eutandsia.

Logo, a cirurgia transluminal por orificios naturais, através do acesso transretal,
pode ser um método promissor, entretanto, ainda sdo necessdrios mais estudos
experimentais a fim de conhecer suas reais complicacdes, inclusive a possibilidade de

ocorréncia de prolapso retal.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho no modelo animal utilizado, permitem

concluir que:

- A cirurgia endoscopica transluminal por orificios naturais (NOTES) pelo acesso

transretal para peritoneoscopia flexivel, € factivel de ser realizada;

- A utilizacdo de terapia celular, por meio da inoculacio de células-tronco
mesenquimais, no sitio da sutura retal, promove aceleracdo da cicatrizacdo retal,
observada pela reducdo da quantidade de células inflamatérias na camada muscular do

reto;

- Os efeitos imunomoduladores, tanto da técnica NOTES transretal quanto desta mesma
técnica associada a inoculagdo de terapia celular sdo semelhantes, demonstrando niveis
de IL-6 indectaveis, proteina C ultrassensivel reduzidos e de albumina dentro dos

parametros fisioldgicos para a espécie.

- A técnica NOTES transretal, realizada apds preparo intestinal adequado apresenta
menos chance de carrear contaminagcdo do reto para a cavidade abdominal. Pode-se
encontrar bactérias no fluido de lavagem peritoneal provenientes da flora bacteriana da
pele. As Enterobacteriaceae, quando presentes, podem indicar uma possibilidade de

puncao inadvertida do intestino durante o procedimento de lavagem abdominal;

- A presenca de prolapso retal no pos-operatério imediato € uma complicacdoséria

passivel de ocorrer na técnica NOTES transretal.
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