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RESUMO

Introdugdo: O tratamento da doenga do refluxo gastroesofagico por diferentes
modalidades de endoterapia ¢ promissor, mas resultados clinicos a longo prazo sao
inexistentes. Recentemente, a seguranga de um dos métodos difundidos (inje¢do
profunda de Enteryx®, no esfincter esofagico inferior), previamente aprovado para uso
clinico a nivel internacional, foi associada a complicagdes fatais como abscesso
esofagico e fistula aorto-esofagica, atribuidas a ma técnica endoscépica. Moratoria
temporaria foi proposta, suspendendo o seu uso clinico na doenca do refluxo
gastroesofagico fora de protocolos aprovados. Estudo preliminar em seres humanos,
publicado previamente a liberagdo do implante de polimero no esdfago, ja descrevia
depositos subserosos e/ou perfuracdes esofagicas em 12% das tentativas. Nosso
laboratério desenvolveu modelo experimental suino e obteve sucesso no refor¢o da
barreira anti-refluxo, 28 dias apds implante do polimero polimetilmetacrilato (PMMA),
na parede da jun¢do esofagogdstrica. Entretanto, importante processo inflamatorio
cronico e reacao do tipo corpo estranho sugeriu nao-compatibilidade do material
implantado. Adicionalmente, perfuragcdo esofagica seguida por morte foi observada.
Objetivos: Em modelo experimental suino: 1. Desenvolver técnica de implante
“superficial” (mucosa e/ou submucosa) de polimetilmetacrilato na parede da jun¢do
esofagogastrica evitando o depdsito subseroso e/ou perfuracao esofagica; 2. Identificar e
determinar a localiza¢do das microesferas do PMMA nas diferentes camadas da parede
da juncdo esofagogastrica; 3. Identificar achados histologicos indicativos de ndo-
compatibilidade (granuloma do tipo corpo estranho) ao implante apds seis meses; 4.
Aferir o impacto na barreira anti-refluxo através do aumento da pressdo de vazdo
gastrica (PVG) e do volume de vazdo gastrica (VVG) seis meses ap6s o implante

endoscopico de PMMA.
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Métodos: Para o desenvolvimento da técnica de implante “superficial”,
preliminarmente, testaram-se no laboratorio, diferentes catéteres de Teflon® com varios
diametros, conectados a agulhas 16 ou 18-gauge para a injecao “superficial” de PMMA
em pecas anatdmicas de es6fago de suinos, utilizando-se video-gastroscopio (canal de
instrumentagdo de 2,8mm de diametro) ou fibro-sigmoidoscopio (canal de
instrumentagdo de 3,2mm de didmetro). Foram avaliados a ocorréncia de perfuragdo
esofagica e o desempenho do sistema injetor ao implante do polimero com alta
viscosidade. A seguir, um estudo piloto foi realizado em dois suinos para padronizagao
da técnica de implante “superficial” in vivo ¢ otimizagdo dos demais procedimentos
programados para o experimento. Apds essas fases, iniciou-se o experimento, sendo os
animais anestesiados e submetidos seqiiencialmente & manometria do esfincter
esofagico inferior (EEI), medindo-se pressdo e comprimento, laparotomia com
gastrostomia e clampeamento duodenal, aferigdo da PVG e do VVG e implante
endoscopico de PMMA em quatro quadrantes ao nivel do EEI. Definiu-se implante
“superficial” quando, imediatamente apds e durante a injecao do polimero observou-se
abaulamento da mucosa esofagica e “profundo” na auséncia do mesmo, por dois
observadores. Apos acompanhamento por seis meses, repetiu-se a manometria do EEI e
a afericdio da PVG e do VVG. A necropsia, avaliou-se a presenca de implante
extramural do PMMA ou aderéncias ao nivel da jun¢do esofagogastrica (JEG). A
analise microscopica, em multiplos cortes longitudinais da JEG, descreveu-se a reagdo
histologica ao implante. Apos a identificagdo do polimero, a localizagdo em cada corte
foi classificada em “maior” contendo o maior volume de PMMA ou “menor” nas
seguintes camadas: mucosa, submucosa, muscular propria e subserosa. Os dados de

PVG e VVQG, transformados em logaritmo natural e ajustados para a pressdao do EEI e
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para o peso do animal, foram comparados pré e pods-implante entre amostras
emparelhadas.

Resultados: A melhor combinagéo para implante do polimero e a escolhida pela equipe
consistiu de um catéter medindo 95 cm de comprimento e composto por tubo de
Teflon® (2.8 mm de diametro externo) com agulha 18-gauge (5 mm de extensio),
facilmente introduzido pelo canal de instrumentagdo com 3,2 mm de didmetro do fibro-
sigmoidoscopio (Olympus OSF), permitindo a injecdo intramural do PMMA altamente
viscoso, sem perfuracdo esofigica em pecas de esofago e no estudo piloto. No
experimento com nove animais, durante 36 implantes endoscopicos (um implante por
quadrante para cada animal), a técnica foi considerada “superficial” em 33 (91,67%) e
“profunda” em trés (8,33%). A necropsia, ndo se observou nem aderéncias nem
implante extramural de polimero. Entre 186 cortes histologicos obtidos da jungdo
esofagogastrica, 105 (12 por animal, variando de 9 a 16) continham deposito “maior” de
PMMA assim distribuido: “mucosa” em 10 (9,53%), “submucosa” em 60 (57,13%),
“muscular prépria” em 25 (23,81%) e subserosa em 10 (9,53%). O implante de
PMMA, quando “maior”, foi encontrado na subserosa, em pelo menos um corte
histologico, em 4 animais (44,44%) sendo 1 apds implante “profundo” e em 3, apos
implante “superficial”. Adicionalmente, PMMA foi observado no interior de um
linfonodo visualizado em dois cortes histologicos de um mesmo animal e em vaso
linfatico intramural em outro suino. Inflamagdo crdnica inata e depdsito fibroso foram
uniformemente observados em todos os cortes, envolvendo as microesferas. Granuloma
do tipo corpo estranho ndo foi encontrado. Verificou-se aumento significativo no VVG,
de 1053 £ 664 ml para 1407 + 475 ml (P=0,04). A PVG apresentou aumento apos o
implante, de 7,81 + 5,06 mmHg para 8,21 + 2,24 mmHg, sem atingir significancia

estatistica (P=0,27). O comprimento e a pressdo basal do EEI mantiveram-se
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inalterados. Houve incremento no peso dos animais, de 37,55 £+ 6,72 kg para 42,88 +
4,37 kg (P=0,01). Nenhuma complica¢do clinica ocorreu durante os seis meses de
monitoramento.

Conclusoes: 1. A técnica de implante “superficial” na parede da jungdo esofagogastrica
foi atingida na maioria das tentativas, ndo se observando perfuragdo esofagica.
Entretanto, depdsito significativo na subserosa foi encontrado freqiientemente; 2. O
PMMA foi identificado em todos os animais sugerindo durabilidade do implante.
Entretanto, a sua localizagdo na parede da jungdo esofagogastrica foi erratica, sendo
encontrado distribuido, na maioria das vezes, na mucosa, submucosa e muscular
propria. Implante “maior” de PMMA na subserosa foi observado, em pelo menos um
corte histologico, em quatro animais; 3. A reacdo histoldgica sugere compatibilidade do
PMMA ao nivel da juncdo esofagogéstrica nesse modelo experimental; 4. Houve
aumento significativo na barreira anti-refluxo quando aferida pelo volume de vazdo

gastrica, mas ndo pela pressdo de vazdo gastrica apds seis meses.
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ABSTRACT

Introduction: Endotherapy with different modalities for the treatment of
gastroesophageal reflux disease are promising, however long term clinical results are
unknown. Recently, the safety of a widespread method (Enteryx®, a biocompatible
polymer deeply injected in the lower esophageal sphincter) previously approved for
clinical use at international level has been associated to fatal complications as
esophageal abscess and aorto-esophageal fistula, attributed to faulty endoscopic
technique. A temporary moratorium, suspending clinical use of all endotherapy methods
for GERD outside approved protocols has been proposed. Polymer endoscopic implants
in human esophagus, as endotherapy for GERD already described subserosal polymer
deposits and/or esophageal perforations in 12% of attempts. Our laboratory developed
an experimental swine model and was successful in increasing the anti-reflux barrier 28
days after esophagogastric junction implant of polymethilpolyacrilate (PMMA), a
biocompatible polymer. However, important local chronic inflammation and foreign
body reaction suggested non-compatibility of the implanted material. Additionally,
esophageal perforation and death were seen.

Objectives: In an experimental swine model: 1. Develop a technique for “superficial”
(mucosa and/or submucosa) PMMA implants in the esophagogastric junction, avoiding
subserosal deposits and/or esophageal perforation. 2. Identify and determine the
localization of PMMA microespheres at the layers of the esophagogastric junction wall,
3. Identify histological findings suggestive of non-compatibility (foreign body
granuloma) to the implant after 6 months; 4. Measure the effect on the anti-reflux
barrier through the gastric yield pressure (GYP) and yield volume (GYV) six months

after PMMA endoscopic implant.
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Methods: For the development of a “superficial” implant technique, Teflon® catheters
with different diameters and needles 16 or 18-gauge were tested for the PMMA
injection in anatomical samples of swine esophagus, with video-gastroscope
(instrumentation channel 2.8mm in diameter) or fiber-sigmoidoscope (instrumentation
channel 3.2mm in diameter). Esophageal perforation and performance of the injection
system were evaluated with this high viscosity polymer implant. Then, a pilot study
was obtained in two animals to acquire skills and to standardize procedures with the
“superficial” implant in the esophagogastric junction. After that, the experiment was
started. Animals were anesthetized and underwent sequentially lower esophageal
sphincter (LES) manometry with pressure and length evaluation, laparotomy with
gastrostomy and duodenal clamping with measurement of GYP and GYV and PMMA
was endoscopically implanted in four quadrants at the LES level. “Superficial” implant
was defined when two observers agreed that a mucosal protrusion was seen
immediately after and during polymer injection. Otherwise the implant was considered
“deep”. After 6 months the animals were studied again and LES pressure and length,
GYP and GYV were evaluated. At necropsy PMMA identification and adherences
between the esophagus wall and surrounding tissues was searched at and near the
esophagogastric junction. Histological analysis after several longitudinal slices of the
esophagogastric junction was obtained. Histological findings were identified and
localization of PMMA microespheres were classified in “major” or “minor” in each
slice as follow: “mucosa”, “submucosa”, “muscularis propria” and “subserosa”. GYP
and GYV values, log-transformed and adjusted by body weight and LES pressure, were
compared using Student’s paired t test pre and post-implant.

Results: The best combination and the one chosen was a 95 cm long Teflon® catheter

with external diameter of 2,8mm, connected to an 18-gauge Smm long needle, which
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easily entered the simgmoidoscope instrumentation channel with 3.2mm in diameter
(Olympus OSF) that allowed PMMA intramural injection, with no perforation both in
anatomical samples of the esophagus and at the pilot study. At the experiment nine
animals received 36 endoscopic implants (one implant per quadrant for each animal)
and 33 (91.6%) were considered “superficial” and 3 (8.4%) “deep”. At necropsy neither
adherence between the distal esophagus serosa and surrounding tissues nor PMMA
deposits were identified. Among 186 histological slices obtained, 105 (12 per animal,
range 9 — 16) contained “major” deposits of PMMA in the following layers: “mucosa”
in 10 (9.53%), “submucosa” in 60 (57.13%), “muscularis propria” in 25 (23.81%) and
“subserosa” in 10 (9.53%). PMMA classified as “major” deposit in the subserosa was
found at least in one histological slice in four animals (44.44%), being one after a
“deep” implant and in three after “superficial” implant. Additionally, PMMA was found
inside a lymph node visualized in two slices of one single animal and in one intramural
lymphatic vessel of another animal. Innate chronic inflammation and fiber deposits were
uniformly identified in all fields surrounding microespheres in a capsule fashion
presentation. No foreign-body granuloma was seen. There was significant increase in
GYV from 1053 £+ 664 ml to 1407 £ 475 ml (P=0.04). GYP raised after implant from
7.81 £5.06 mm Hg to 8.21 + 2.24 mm Hg, (P=0.27). LES length and basal pressure did
not change. Body weight raised from 37.55 + 6.72 kg to 42.88 + 4.37 kg (P=0.01).
Neither immediate nor late complications were observed.

Conclusions: 1. PMMA was implanted in a superficial way in most attempts and no
esophageal perforation was seen. Nonetheless, significant subserosal deposits were
identified frequently; 2. Localization of the implanted PMMA in the esophageal wall
was identified in all animals suggesting implant durability. However, its localization in

the esophagogastric junction was erratic and distributed in the mucosa, submucosa and
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muscularis propria. “Major” implants in the subserosa were observed at least in one
slice in four animals; 3. Histological reaction suggests PMMA biocompatibility at the
esophagogastric junction level in this experimental model; 4. There was a significant
increase in the anti-reflux barrier evaluated by gastric yield volume while gastric yield

pressure did not change 6 months after PMMA.
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1. INTRODUCAO

A doenga do refluxo gastroesofagico ¢ prevalente, o seu impacto na qualidade
de vida ¢ definidamente negativo e os custos com esta enfermidade sdo elevados.
Apesar do extraordinario investimento da comunidade cientifica nos estudos sobre a
doenca, ainda ndo hé exata definicdo quanto a sua etiopatogenia.

Acredita-se que resultados melhores virdo quando houver entendimento da
disfuncdo do sistema nervoso entérico situado no eixo es6fago-estbmago, bem como na
sua interagdo com estruturas anatomicas adjacentes, com o sistema nervoso central e,
quigd, com o sistema imunolégico.

Os tratamentos disponiveis para essa enfermidade buscam proporcionar o
controle dos sintomas, a cicatrizagdo da esofagite e a prevengdo de complicagdes.
Apesar da vasta experiéncia com os tratamentos clinicos e cirtrgicos, sabe-se que
ambos estdo associados a custos significativos e morbimortalidade, respectivamente,
além do ndo desprezivel insucesso terapéutico.

Os tratamentos endoscOpicos e a inibi¢cdo farmacologica do relaxamento
transitorio do esfincter esofdgico inferior podem ser importantes alternativas e estdo em
estudo. Uma quantia significativa de pacientes ja foi submetida a diversas modalidades
técnicas de tratamento endoscOpico na pratica clinica apds liberagdo por agéncias
governamentais em vdarios paises. O entusiasmo inicial tem sido questionado por
diversas complicagdes clinicas inesperadas, inclusive com relato de mortes causadas
diretamente pela terapia. Evidéncias mais solidas de seguranga e eficacia a longo prazo,
incluindo-se estudos comparativos aos tratamentos clinico-farmacolédgico e cirurgico

vigentes s30 necessarios.
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O presente trabalho faz parte das linhas de pesquisa “Motilidade Digestiva” e
“Doenca do Refluxo Gastroesofagico” e visa estudar em modelo experimental
desenvolvido no nosso laboratorio a localizagdo intramural, a reagdo tecidual e o
efeito fisioldgico na barreira anti-refluxo seis meses apos implante endoscopico de

polimetilmetacrilato na juncao esfagogastrica.

1.1 DOENCA DO REFLUXO GASTROESOFAGICO (DRGE)

1.1.1 Conceito e impacto: Segundo o “Consenso Brasileiro” conceitua-se a doenga do
refluxo gastroesofagico como afec¢do cronica decorrente do fluxo retrogrado de
parte do conteudo gastroduodenal para o eséfago e/ou o6rgdos adjacentes a ele,
acarretando um espectro variavel de sintomas e/ou sinais esofagicos e/ou extra-
esofagicos, associados ou ndo a lesdes teciduais (65). Os sintomas tendem a
cronicidade e provocam um impacto negativo na qualidade de vida dos pacientes,
mesmo na auséncia de erosdes esofagicas, podendo ser necessario tratamento
continuado (1). Estimativa de gastos com 17 doencas do tubo digestorio realizada
nos Estados Unidos da América em 1998 indicou que os custos diretos anuais
associados a DRGE, incluindo servigos médicos, diagnostico, hospitalizacdo e
tratamento farmacoldgico foi de $9,3 bilhdes, sendo a primeira em gastos naquele
pais no referido ano (83).

1.1.2 Epidemiologia: No Brasil, levantamento realizado na populagdo urbana de 22
cidades indicou que o sintoma “pirose”, pelo menos uma vez por semana, ocorria
em 11,9 % entre 13.959 entrevistados (66). Estudos também foram realizados na
cidade de Pelotas/RS. Entre 1.263 cidadaos, 18,2% referiram sentir pirose semanal

(68) e em outros 3.934 entrevistados, pirose e/ou amargor na boca ocorreram
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semanalmente durante o ultimo ano em 31,3% (12). Em recente revisdo
sistematica selecionou-se 13 estudos de prevaléncia realizados em diversos paises
ocidentais e orientais, considerando-se o relato de pirose e/ou regurgitagdo
semanais. A prevaléncia da DRGE, segundo esses sintomas, variou entre 15 ¢
20% nos Estados Unidos da América, 5 a 15% na Europa e menor que 5% na
Asia. Em dois estudos de incidéncia verificou-se que a DRGE acomete 5/1000
individuos/ano (13).

1.1.3 Fisiopatologia: O refluxo do conteudo gastrico para o eséfago ¢ devido a uma
falha na barreira situada na jung¢do esofagogastrica (JEG). Um estudo cléssico
mostrou que, em pacientes com esofagite erosiva, trés foram os mecanismos pelos
quais o refluxo gastroesofagico ocorreu: a) relaxamento transitério do esfincter
esofagico inferior (EEI); b) refluxo durante aumento transitorio da pressdo intra-
abdominal e c) refluxo espontaneo associado a baixa pressdo do EEI (17). Solidas
evidéncias indicam que a principal condi¢do para o refluxo ¢ o relaxamento
transitorio do EEI concomitante a inibi¢do da atividade do diafragma crural. Em
individuos normais este mecanismo corresponde entre 70 a 100% dos episodios e
em portadores de DRGE, entre 63 e 74% dos episddios de refluxo (64). O refluxo
excessivo em pacientes com hérnia hiatal comparado com pacientes sem hérnia ¢
devido a disfungdo da barreira anti-refluxo que ocorre durante baixa pressdo do
EEI, relaxamento do EEI induzido pela degluticdo e refluxo durante inspiragao
profunda ou manobra de Valsava (96). Adicionalmente, os pacientes com DRGE
freqiientemente apresentam falha na fungdo de depurag¢do esofagica de acido,
especialmente pelo comprometimento da peristalse primaria e reducdo no disparo
do reflexo responsavel pela peristalse secundaria, ao nivel do corpo esofagico

(75). A disfungdo do estomago proximal também parece estar envolvida na
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fisiopatologia da DRGE. Evidéncias indicam que o relaxamento pds-prandial
receptivo do fundo gastrico ¢ mais prolongado em pacientes com a enfermidade e
estd associado a lento esvaziamento deste segmento gastrico (76).
Complementarmente, um estudo evidenciou que a exposi¢do esofagica ao acido
em portadores de DRGE esta linearmente relacionada ao tempo de esvaziamento
do estomago proximal (87). No entanto, em estudo utilizando cintilografia gastrica
¢ pHmetria esofagica em pacientes com doenga do refluxo e dispepsia observou-se
retengdo gastrica proximal reduzida de dieta liquida associada a aumento de
episodios de refluxo acido nesses pacientes, comparado a um grupo de individuos
higidos (33). Estudos em humanos mostraram que a exposi¢do da mucosa
esofagica ao 4cido conjuntamente com bile aumenta proporcionalmente a
severidade da doenga, especialmente nos pacientes portadores do esdfago de
Barrett (95). Outros fatores como a hipersensibilidade do esofago, a resisténcia da
mucosa e o potencial lesivo do material refluido influenciam a fisiopatologia da
DRGE (75). Recente entusiasmo tem ocorrido pela observagdo, em estudos
fisiologicos envolvendo humanos ou coelhos, do aumento da permeabilidade
mucosa traduzida pelo alargamento dos espagos intercelulares do epitélio
esofagico, podendo este achado estar relacionado ao desencadeamento dos
sintomas, especialmente em pacientes com DRGE ndo erosiva ou esofago
“hiperalgico” (42). O fluxo através da juncdo gastresofdgica ¢ fortemente
relacionado a dimensdo da abertura desta juncdo. Estudo sobre a area de sec¢do
transversa da JEG indica que a deterioragdo anatomica desta regido acontece nos
pacientes portadores de DRGE, ao contrario dos individuos normais. A maior
abertura da JEG pode influenciar no mecanismo do refluxo e sua constituicdo

durante o relaxamento transitorio do EEI, sugerindo que a terapia dirigida a
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reducdo da area de seccdo transversa do esfincter pode beneficiar pacientes com
DRGE (74). E, finalizando, o complexo mecanismo anti-refluxo pode ser avaliado
aferindo-se a pressdo de vazao gastrica. Estudo em seres humanos comparou as
pressdes de vazao gastrica entre pacientes com esofagite de refluxo, acaldsia ou
controles, aferidas durante procedimento endoscopico no qual insuflou-se o
estbmago monitorando-se a pressdo intragastrica até o instante em que se
visualizou abertura da cardia, indicando vazdo gastrica. O teste apresentou
reprodutibilidade satisfatéria e ndo foi influenciado pelas variaveis idade, sexo,
peso ou sedagdo. A pressdo de vazao foi significativamente menor nos pacientes
com esofagite e maior naqueles com acalasia, comparados ao grupo controle (62).
1.1.4 Influéncia na qualidade de vida relacionada a saude: Os pacientes com DRGE
sentem que seu bem estar ¢ prejudicado pela enfermidade quando comparados a
pessoas saudaveis (5;31), sendo afetados quanto a falta de vitalidade, sentimento
de inferioridade em relagdo a saude, dor, tensdo emocional e capacidade para
realizacdo de atividades fisica e social (31;80). Mesmo em pacientes com pirose
de fraca intensidade seu bem estar ¢ reduzido em relacdo a populagdo normal
(16;31) e a pacientes com hipertensdo arterial sistémica (11). O comprometimento
da qualidade de vida na DRGE ¢ considerado semelhante ao da insuficiéncia
cardiaca congestiva (29). Adicionalmente, comparando-se com hipertensdo
arterial sistémica, infarto do miocérdio e artrite, 0 comprometimento observado
nos pacientes com DRGE ¢ maior nos quesitos dor, fadiga e disfungdo fisica e
emocional (98). O efetivo controle dos sintomas na DRGE ¢ associado com a
melhora no bem-estar do paciente (31). Considerando-se o tratamento
farmacologico, o uso de inibidores da bomba protonica (IBPs) foi superior aos

demais fairmacos na melhora da qualidade de vida (98). O efeito da fundoplicatura
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cirargica foi similar ao dos IBPs (29). Em relagdo a terapéutica endoscopica na
DRGE, estudos recentes tém avaliado o efeito de diversas modalidades na
qualidade de vida relacionada a saude, utilizando para sua avaliacdo instrumentos
especificos para a DRGE e também questionarios genéricos. Os resultados sdo
similares entre as diversas técnicas testadas, observando-se uma sistematica
melhora na qualidade de vida, em seguimentos de seis meses apds o tratamento
(9;14;18).

1.1.5 Tratamento: Os objetivos sdo o alivio dos sintomas, a cicatrizacdo da esofagite e
a prevengdo de complicacdes. Estes podem ser atingidos através da reducdo do
namero de episodios de refluxo e/ou a modificagdo de suas caracteristicas (1). O
espectro dos sintomas varia desde individuos com leve pirose ocasional até
aqueles com sintomas acentuados que ocorrem varias vezes ao dia e associados a
significativo impacto negativo na sua qualidade de vida relacionada a satde e na
produtividade. Para os individuos com sintomas leves e infreqilientes, mudangas no
estilo de vida adicionadas ao uso sob demanda de antidcidos, alginatos ou
bloqueadores dos receptores histaminicos tipo 2 (BH2) em baixa dose podem
funcionar. Entretanto, pacientes com sintomas freqilientes requerem terapia mais
efetiva (2). As modalidades terap€uticas clinica e cirargica estdo consagradas pela
vasta experiéncia e pelos inimeros estudos realizados (85). Em relacdo ao
tratamento farmacologico, os BH2 e os IBPs sdo efetivos pela reducdo da
producdo gastrica de 4cido. Evidéncias indicam superioridade dos IBPs no
controle dos sintomas e na cicatrizagdo da esofagite (6). Porém, em pacientes com
doenga mais acentuada, a maior supressao acida com IBPs mais potentes ou doses
maiores pode ser necessario (22). Estudos comprovam a seguranca e a eficacia do

uso de IBPs por periodos superiores ha 11 anos (44). Apesar dos IBPs serem
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bastante seguros e eficazes, uma parcela dos pacientes ndo atinge controle
satisfatorio dos sintomas com doses consideradas padrao, ou mesmo em doses
elevadas, sendo considerados refratarios ao tratamento. Na pratica clinica o uso
desses farmacos ndo tem demonstrado toxicidade significativa ou interagdo
importante com outros medicamentos (2). No entanto, os IBPs ndo restauram a
barreira anti-refluxo e, mesmo quando efetivos, seu uso continuado resulta em
custo significativo e dificuldade de aderéncia (1). A cirurgia anti-refluxo
representa uma valiosa alternativa ao tratamento clinico e, além de objetivar o
controle dos sintomas e a prevengdo de complicagdes, oferece a possibilidade de
“cura” da doenca. Em estudo classico comparando tratamento clinico com
cirargico em pacientes com doenga do refluxo complicada, a cirurgia foi
significativamente mais efetiva na melhora dos sintomas e da esofagite de refluxo
durante dois anos de tratamento (86). Nos ultimos 10 anos, com o advento da
fundoplicatura laparoscopica, observou-se um incremento no niimero de pacientes
operados. Os fatores que influenciaram este fenomeno sdo: 1. A modalidade
laparoscopica mostrou-se tdo efetiva e segura quanto o procedimento aberto, apds
o periodo de aprendizagem do cirurgido (54); 2. Freqiiente necessidade de
tratamento de manuten¢do em fun¢do da cronicidade da doenca; 3. Relativa
ineficicia da terapia anti-secretora no controle de outros componentes agressivos
do refluxo, como a bile e o suco pancredtico (81); e 4. A similaridade entre o
tratamento cirurgico e clinico em médio prazo no controle dos sintomas e na
prevencao de complicacdes. No entanto, esta opcao terapéutica ¢ negativamente
influenciada pela sua morbidade pds-operatoria, como disfagia, diarréia, ndusea e
sindrome do gés retido e também pelo indice de mortalidade que pode chegar até

0,5% em centros de exceléncia (37). Além disso, o indice de insatisfagdo apos
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cinco a oito anos da cirurgia laparoscopica ndo ¢ desprezivel (3). Interessante
estimativa do indice de complicacdes pds-operatorias e da continuidade do uso de
medicamentos em pacientes submetidos a fundoplicatura em hospitais
comunitarios de uma regido dos Estados Unidos da América indicou que o
sintoma disfagia ocorreu em 19,4%, que a necessidade de outra fundoplicatura foi
de 2,3% e a mortalidade cirtrgica, 0,8%. Num seguimento médio de cinco anos,
49,8% dos pacientes necessitaram a reintrodu¢cdo de medicamentos, seja IBPs,

BH2 ou pro-cinéticos (19).

1.2 ENDOTERAPIA NA DRGE

1.2.1 Introducdo: Em fun¢do das limitagdes dos tratamentos clinico e cirirgico, uma
variedade de técnicas endoscopicas foi desenvolvida nos tltimos 20 anos para
tratar a doenca do refluxo gastroesofagico em nivel ambulatorial (18;26).
Atualmente existem trés modalidades de terapéutica endoscopica, consideradas

minimamente invasivas; 1. Liberacdo de energia por radiofreqiiéncia ao nivel da

cérdia (Stretta®, Curon Medical, Sunnyvale, CA); 2. Gastroplicatura na juncéo

esofagogastrica (EndoCinch®, Bard Endoscopic Technologies, Billerica, MA;

NDO Plicator®, NDO Surgical, Mansfield, MA; ESD suturing device, Wilson-

Cook Medical, Winston-Salem, NC); e 3. Implante de substancias bioinertes na

parede esofagica (Enteryx®, Boston Scientific, Natick, MA; Gatekeeper®

prosthesis, Medtronic, Minneapolis, MN; Polimetilmetacrilato (Plexiglas®),
Degussa AG, Kirschenallee, Germany) (15). Stretta®, EndoCinch®, Enteryx®,
NDO Plicator® e Gatekeeper® foram aprovados para uso nos Estados Unidos da
América e na Unido Européia (43). No entanto, relatos de complicagdes graves

e/ou auséncia de eficacia, recentemente culminaram na retirada do mercado dos
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dispositivos representados pelo Enteryx®, Gatekeeper® ¢ ESD® (34). Hipdteses
para justificar o efeito dessas modalidades no fortalecimento da barreira anti-
refluxo incluem a diminui¢do no relaxamento transitério do EEI, a reduc¢dao no
diametro do EEI e na complacéncia da JEG durante episodios de refluxo (1).

1.2.2 Estudos em animais: Os estudos sobre a terapéutica endoscopica na DRGE
iniciaram-se em caes. No primeiro deles, tentou-se o refor¢o da cardia através de
implante submucoso de colageno bovino ou Teflon®, observando-se reversdao da
esofagite de refluxo induzida, previamente, pela cardiomiotomia cirargica (73).
Posteriormente, também em modelo canino, injetou-se morruato de sédio na
submucosa da cardia. Antes e apds a injecdo dessa substincia esclerosante,
avaliou-se a exposi¢do acida esofagica através de pHmetria de 4 horas, durante a
qual induziu-se hipotonia do EEI com a injecdo endovenosa de atropina,
concomitante a infusdo intragéstrica de acido cloridrico. Comparando-se ao exame
pré-esclerose, observou-se significativa redugdo da exposi¢do acida esofagica. O
comprimento e a pressdo do EEI ndo foram alterados com esse procedimento
endoscopico (20). No estudo seguinte, esclerose da cardia induzida pela aplicagdo
endoscopica de laser Nd:YAG em modelo canino resultou em aumento
significativo da pressdo de vazdo gastrica em 5 entre 7 animais. No entanto, um
obito foi provocado por perfuracio géstrica relacionada ao procedimento. Esse foi
o primeiro estudo experimental a utilizar a afericdo da pressdo de vazio gastrica
como parametro para avaliar o efeito da endoterapia na barreira anti-refluxo (61).
A sutura endoscopica surgiu em meados da década de noventa através de estudo
realizado também em cdes utilizando-se gastroplastia, fundoplicatura ou
gastropexia anterior. A avaliacdo manométrica do EEI e a verificagdo da pressdao

de vazao da cardia no grupo de animais submetidos a gastroplastia, antes e depois
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do procedimento, evidenciou significativo aumento da pressao esfincteriana e da
pressdo de vazao (40). A seguir, realizou-se valvuloplastia endoscopica em
babuinos, determinando-se a competéncia da cardia através da pressdo e do
volume necessarios para equalizar as pressoes gastrica e esofagica a infusdo de
agua no estomago (common cavity). Observou-se melhora da competéncia
valvular e o procedimento foi considerado simples e seguro (58). O primeiro
estudo sobre terapéutica endoscopica em suinos foi realizado recentemente com o
objetivo de estabelecer um modelo animal para a avaliagdio do refluxo
gastroesofagico, permitindo testar a eficacia da gastroplastia endoscépica. A
pHmetria prolongada foi realizada através do implante de cépsula na parede do
esofago distal, capaz de enviar dados de pH por telemetria. Os resultados
preliminares da pHmetria, na qual a média de pH < 4,0 foi de 9,3%, sugeriram que
o suino poderia ser um modelo animal interessante pela ocorréncia espontanea de
refluxo gastroesofagico. Os suinos foram entdo submetidos a gastroplastia
endoscopica consistindo em sutura da céardia. Repetiu-se a manometria e a
pHmetria apds uma semana do procedimento. Comparando-se com a avaliagdo
pré-gastroplastia, a pressdo basal do EEI passou de 3 para 6mmHg (P<0,05) e o
tempo de exposicdo acida esofagica de 9,3 para 0,2% (P<0,05). Os autores
concluiram que pelo fato do suino apresentar refluxo espontaneo, poderia ser
utilizado como modelo para testar diferentes terapéuticas (41). A energia por
radiofreqiiéncia aplicada na altura da cardia foi inicialmente testada em suinos,
monitorando-se o efeito na pressdo do EEI, na pressdo de vazdo gastrica e as
alteracdes histologicas. Vinte animais foram anestesiados e submetidos a
manometria e esofagoscopia com inje¢do de toxina botulinica ao nivel do EEI. A

seguir, foram randomizados para receberem energia por radiofreqiiéncia ou
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nenhum procedimento. ApOs nove semanas repetiu-se a manometria ¢ a
verificagdo da pressdo de vazdo gastrica. Observou-se reversao da hipotonia do
EEI induzida pela toxina botulinica e aumento significativo da pressdo de vazao
gastrica comparando-se o grupo ‘“radiofreqiiéncia” com o grupo controle.
Histologicamente descreveu-se fibrose focal na muscular propria (94). Estudo em
babuinos utilizou duas técnicas de sutura endoscépica ao nivel do EEI e
acompanhou a evolugdo dos animais por seis meses, comparando-os a um grupo
controle. Realizou-se manometria do EEI e verificagdo da pressdao de vazdo
gastrica ¢ do volume de vazdo ao término desse periodo. Os resultados foram
inconsistentes, com melhora de alguns parametros manométricos referentes ao
EEI, mas sem aumento significativo da barreira anti-refluxo verificado pela
pressdo e volume de vazao (57). O reforco da cardia com a inje¢do de polimero
(Enteryx®) foi testado em suinos. Quatro grupos de trés animais foram
submetidos ao implante e sacrificados apos 2, 6, 12 e 24 semanas. Determinou-se
a competéncia da juncdo esofagogastrica aferindo-se a pressdo e o volume de
vazdo gastrica uma Unica vez, comparando-se com grupo controle. Todos os
animais apresentaram um padrdo alimentar normal ap6s o implante. A média do
volume injetado foi 4ml e o polimero visualizado em 83% dos animais a
necropsia. As caracteristicas manométricas do EEI permaneceram inalteradas apds
o procedimento. A média da pressdo de vazdo gastrica dos animais que
sobreviveram mais de seis semanas foi significativamente superior comparando-se
ao controle e aos que sobreviveram menos de seis semanas. Analise histologica da
parede esofagica demonstrou reacdo inflamatéria aguda com infiltrado neutrofilico
e necrose celular nas amostras dos animais sacrificados em duas semanas, ao

passo que apoOs seis semanas, verificou-se reagcdo inflamatéria cronica
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granulomatosa com formagdo de capsula entre o implante e o tecido adjacente,
permanecendo assim nos demais grupos. Concluiu-se que o procedimento foi facil
e o implante seguro e durdvel. O processo de cicatrizacdo estaria associado a
menor distensibilidade da cardia, reforcando assim a barreira anti-refluxo (59).
Recente estudo experimental realizado no LABEx (UEA-HCPA) produziu valiosa
contribuicdo nas linhas de pesquisa “Motilidade Digestiva” e “Doenc¢a do Refluxo
Gastroesofagico” (25). Inicialmente, adaptou-se o modelo experimental publicado,
em suinos Large White, para o estudo do refluxo gastroesofagico (41). A seguir,
estudo piloto no nosso laboratorio procurou confirmar o expressivo refluxo acido
espontaneo observado anteriormente em suinos por aqueles autores, através de
pHmetria prolongada convencional em cinco animais. A reproducdo daqueles
resultados ndo foi possivel, decidindo-se, entdo, desenvolver um modelo
experimental para induzir refluxo gastroesofagico através de gastrostomia com
infusdo de volume intragastrico e aferindo-se a pressdo de vazao gastrica (PVG) e
o volume de vazdo gastrica (VVG) para observar o efeito de intervengdes como
implante de polimero ao nivel da jungdo esofagogastrica. Em conjunto com o
Servico de Engenharia Biomédica do HCPA, desenvolveu-se equipamento capaz
de monitorar continuamente, em tempo real, a pressao intragastrica e o volume de
solucdo 4cida durante o preenchimento da luz do estdmago. Durante aquele
experimento, implante endoscopico do polimero polimetilmetacrilato (PMMA) na
parede da juncdo esofagogastrica foi realizado em 18 animais. Apds 28 dias do
implante constatou-se refor¢o na barreira anti-refluxo pelo significativo aumento
da pressdo e do volume de vazao gastrica. Porém, estudos anatdmico e histologico
das pecas compostas pela juncdo esofagogastrica descreveram: 1. perfuragdo da

parede esofagica, a qual foi seguida por obito; 2. discreto depdsito de tecido
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fibroso associado a processo inflamatorio cronico e reacao do tipo corpo estranho,
28 dias ap6s o implante. O processo inflamatorio caracterizou-se pelo freqiiente
infiltrado linfoplasmocitario e de células gigantes, além de eventual presenga de
neutrofilos e eosindfilos, sugerindo nao-biocompatibilidade do polimero
implantado (PMMA) (25).

1.2.3 Estudos em humanos: Especialistas no assunto consideram que o tratamento
endoscopico, para ser utilizado na pratica clinica, deveria preencher os seguintes
requisitos: 1. seguranca; 2. eficacia; 3 custo acessivel; 4. durabilidade; e 5.
reversibilidade (43). Diversos estudos foram publicados sobre a terapéutica
endoscépica. Inicialmente, concentraram-se em descrigdes técnicas resultantes da
evolucdo tecnologica na area. Esses estudos utilizaram séries de pacientes sem
randomizacdo, comparacao e cegamento. Nos Estados Unidos, apds vérios relatos
de mortes associadas a endoterapia para a DRGE, observa-se uma forte tendéncia
a uma moratoria restringindo-a aos protocolos bem controlados que permitam
diminuir risco de complica¢des sérias e melhorar eficacia a longo prazo (34;85). A
primeira tentativa de tratamento endoscopico em humanos foi publicada em 1988
quando se implantou em média 85 ml de coldgeno bovino na submucosa ao nivel
do EEI em dez pacientes com DRGE refrataria ao tratamento clinico, necessitando
para isso de 3 a 10 sessdes endoscopicas. Observou-se melhora significativa nos
escores de sintomas, teste de refluxo acido e pressdo do EEI. Porém, apds 12
meses, os efeitos do implante desapareceram completamente. O procedimento foi
considerado tecnicamente facil e bem tolerado pelos pacientes (72). Estudo com
metodologia apurada foi publicado em 2003 por Corley e Colaboradores,
analisando o efeito da liberacdo de energia por radiofreqiiéncia na cardia

(Stretta®) em portadores de DRGE dependentes do uso de IBPs. Sessenta e quatro
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pacientes foram ramdomizados para o procedimento Stretta® (n=35) ou para o
grupo controle (somente endoscopia digestiva alta, n=29). Monitorou-se por seis
meses a evolugdo dos sintomas e da qualidade de vida relacionada a saude.
Secundariamente, se observou o efeito no uso de medicamentos acido supressores
e o tempo de exposi¢do acida esofigica. Aos seis meses, o grupo tratado
apresentou significativa melhora sintomatica e dos escores de qualidade de vida.
Porém, a necessidade de uso de medicamentos para a DRGE e o tempo de
exposicao acida esofigica permaneceram inalterados (9). A seguir, publicou-se
estudo sobre a plicatura endoscopica trans-esofagica (EndoCinch®) em 22
pacientes com DRGE dependente do uso de IBPs, sem grupo controle e
seguimento de 12 meses. Verificou-se melhora significativa nos escores dos
sintomas pirose e regurgitacdo, bem como reducdo de 64% no uso de IBPs. No
entanto, aos trés meses, o percentual de tempo com pH<4,0 passou de 11,11 para
9,34 (P>0,05) e os parametros do EEI, como comprimento e pressao,
permaneceram inalterados. Concluiram os autores que EndoCinch ¢ efetivo e
seguro como procedimento ambulatorial para tratamento de pacientes com DRGE
(56). Recente publicagdo comparou a plicatura endoscopica (EndoCinch) com a
fundoplicatura laparoscopica a Nissen no tratamento da DRGE ndo complicada.
Apds um seguimento médio de 12 meses, ambos proporcionaram significativa
melhora no controle dos sintomas, na qualidade de vida e na necessidade do uso
de IBPs. Porém, quando comparados, o procedimento cirirgico foi superior no
controle dos sintomas, no incremento da pressdo do EEI e na reducdo da
exposi¢do 4cida esofagica. Por outro lado, disfagia pds-procedimento foi mais
comum nos pacientes operados (55). Considerando-se a modalidade endoscopica

que utiliza implante de material inerte na parede esofagica, existem trés
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substancias em avalia¢do: composto biocompativel constituido por co-polimero de
alcool etileno-vinil dissolvido em sulfoxido de dimetil, acrescido de Tantalum
(Enteryx®), proteses de hidrogel a base de poliacril-nitrila (Gatekeeper®) e
microesferas de polimetilmetacrilato (Plexiglas®) (15). Estudos sobre o refor¢o da
barreira anti-refluxo com o implante de Enteryx® s3o recentes. A partir de
trabalho experimental em suinos, publicado em 2002 (59), quatro estudos em
humanos merecem destaque: 1. implante de Enteryx® no EEI em nove pacientes
portadores de cancer esofagico em pré-operatorio de esofagectomia. A acuracia do
implante foi analisada com a retirada do esdfago. Entre 34 implantes, 30 (88%)
foram bem sucedidos e 4 (12%) localizados na subserosa ou aderidos a parte
externa da JEG. Os autores concluiram que a acuracia do implante foi de alto nivel
(77); 2. Estudo multicéntrico com seguimento de 24 meses apos o implante de
Enteryx® em 144 pacientes com DRGE dependentes do uso de IBPs, sem grupo
controle. Redugdo > 50% do uso de medicamento foi atingida por 72% dos
enfermos aos 24 meses e significativa melhora dos escores de qualidade de vida
especificos para DRGE observada em 78% dos pacientes aos 12 meses,
permanecendo estavel ate o fim do seguimento. A exposi¢do acida esofagica foi
reduzida em 31% aos 12 meses. Concluiram os autores que héd evidéncias
indicando efetividade sustentada e seguranca com o implante de Enteryx® (8;38);
3. No terceiro estudo metodologicamente mais rigoroso sobre terapéutica
endoscopica, sessenta e quatro pacientes com DRGE IBPs dependentes foram
randomizados para o implante de Enteryx® (n=32) ou para o grupo controle
(somente endoscopia digestiva alta, n=32). Monitorou-se por seis meses a
necessidade do uso de IBPs. Secundariamente, se observou a melhora > 50% nos

escores de qualidade de vida DRGE especificos e a necessidade de retratamento.
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Referente ao parametro principal, 81% dos enfermos do grupo tratado apresentou
reducdo maior que 50% no uso de IBPs ao passo que no grupo controle a cifra foi
de 53% (RR 1,52, IC 1,06-2,28). Os parametros secundarios também
apresentaram melhora significativa no grupo tratado. A pHmetria prolongada foi
repetida em 39 pacientes e ndo evidenciou reducdo significativa na exposi¢ao
acida esofagica. Os autores concluiram que o implante de Enteryx foi mais efetivo
na reducdo da dependéncia do uso de IBP e no alivio dos sintomas comparado ao
grupo controle (14); 4. Estudo comparativo entre os tratamentos com Enteryx® e
Gastroplastia endoluminal (EndoCinch®), randomizado, indicou que ambos sdo
semelhantes no tratamento da DRGE, diminuindo significativamente o uso de
IBPs e atenuando os sintomas da enfermidade. Novamente, o impacto na redugao
da exposicdo acida esofagica foi ndo significativo (18). Entretanto, relatos de
casos, recentemente publicados, descreveram sérias complicagdes associadas ao
implante de Enteryx®, como abscesso esofagico (91) e fistula aorto-esofagica (88)
seguidos por mortes e, também, pneumomediastino (70). Considerando-se o
implante de proteses de hidrogel (Gatekeeper®) na submucosa do eséfago para o
reforco da barreira anti-refluxo, dois trabalhos foram publicados. O primeiro, ndo
controlado, observou substancial redu¢do nos sintomas, inclusive regurgitagdo, e
atenuacdo da exposicdo 4cida esofagica apds seis meses de seguimento em 49
pacientes com DRGE (24). O segundo, em apenas nove pacientes, indicou que o
implante submucoso reduziu a extensdo proximal do refluxo é4cido, sem efeito
sobre essa variavel quando mensurada no esofago distal (7), sugerindo que o
procedimento poderia resultar em reducdo do volume de refluxo gastroesofagico.
A hipoétese para tal refor¢o fundamenta-se no conceito de que o fluxo através de

um tubo depende da sua area de seccdo transversa e da viscosidade do fluido. Com
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o implante de volume no espaco submucoso, ocorreria redu¢do do diametro da
JEG, favorecendo o escape de gas presente no estomago durante o relaxamento
esfincteriano, sabido ser 55 vezes menos viscoso que o liquido (43). O implante
endoscopico de Plexiglas® (PMMA) na submucosa da jun¢io esofagogastrica foi
realizado em dez pacientes com DRGE considerados refratarios ao tratamento
clinico ou dependentes do uso de IBP. Seu efeito foi monitorado comparando-se o
escore de severidade de sintomas, a pHmetria prolongada e a ecoendoscopia do
segmento inferior do es6fago, antes do procedimento e ap6s um seguimento médio
de 7,2 meses. O volume médio injetado na submucosa foi de 31,8ml (24 a 39 ml).
Ocorreu redugdo do escore de sintomas em nove de dez pacientes, passando de
12,2 antes do implante para 6,2 ao término do seguimento (P=0,005). O tempo de
exposicao acida esofagica diminuiu significativamente, passando de 24,5% para
7,2% (P=0,007), mas ndo atingindo valores normais. A ecografia endoscdpica
evidenciou permanéncia do implante ao término do seguimento em todos os
pacientes. A interrup¢ao do uso continuado de IBPs foi possivel em sete de dez
pacientes. Entre cinco pacientes que tinham esofagite erosiva, trés evoluiram com
cicatrizagdo total das lesdes. Dor toracica, disfagia e sindrome do gas retido
ocorreram transitoriamente em quatro pacientes, sem relato de complicagdes
graves. Os autores concluiram que o implante de PMMA poderia ser promissor no

tratamento da DRGE, necessitando de estudos a longo prazo (23).

1.3 UTILIZACAO DE IMPLANTES
1.3.1 Introdugdo: Os materiais para implante em seres vivos sdo classificados em
naturais e sintéticos. Os implantes naturais sdo subdivididos em autélogos quando

provém do proprio paciente, alo-implantes quando derivam de outros individuos
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da mesma espécie e xeno-implantes, provenientes de espécies diferentes (36). Para
a corre¢do de defeitos cutdneos e uso em esfincteres ¢ proposto que o implante
ideal deveria preencher os seguintes critérios: 1. ser biocompativel e seguro; 2.
apresentar estabilidade no local de implante; 3. manter seu volume e capacidade
de moldagem; 4. ndo causar protrusdo da pele ou mucosa; 5. provocar minima
reacdo do tipo corpo estranho; 6. ndo ser removido por fagocitose; 7. ndo migrar
para tecidos distantes; e 8. ndo induzir a formagdo de granuloma do tipo corpo
estranho (50).

1.3.2 Materiais para preenchimento tecidual: Durante as ultimas décadas varias
substancias passaram a ser utilizadas para preenchimento da derme, na tentativa de
correcdo de rugas e cicatrizes pelos cirurgides plasticos. Adicionalmente, esses
materiais sdo Uteis para aplicagdo em defeitos 6sseos e em outros tecidos moles, e
também apresentam utilidade como formadores de volume em pacientes com
DRGE, patologias urindrias e incontinéncia fecal (51). Estudos em animais e em
seres humanos tém evidenciado aceitavel biocompatibilidade e eficicia a médio e
longo prazo (46). Materiais reabsorviveis, como colageno, acido hialurénico,
polimetilacrilato, dextran, &4cido polilatico e alginatos sdo removidos por
fagocitose num periodo de trés a nove meses. Substancias consideradas
permanentes, como parafina, silicone e teflon, podem ser parcialmente fagocitadas
e ocasionalmente formar granulomas do tipo corpo estranho. Materiais a base de
polimeros ndo absorviveis, compostos por microesferas de até 15 pm de didmetro
sdo geralmente fagocitados e eventualmente transportados para linfonodos locais.
Microesferas maiores, apresentando superficie lisa, sdo rapidamente encapsuladas
por tecido fibroso e conseguem resistir ao processo de fagocitose (51). Em estudos

clinicos, todas as substancias injetadas tém induzido reagdo do tipo corpo
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estranho, sendo considerada normal. Em casos selecionados (0,01 a 0,1%), essa
reacdo pode evoluir para granuloma do tipo corpo estranho, de causa desconhecida
(50;79). As complicagdes associadas ao uso de substincias para preenchimento
tecidual, descritas em estudos sobre o implante na derme humana, incluem
processos alérgicos, deslocamento do material, formagdo de granuloma do tipo
corpo estranho e atrofia localizada do tecido adiposo subcutaneo (50). Para
minimizar o risco de reagdes de hipersensibilidade ao material escolhido, teste
com inje¢do intradérmica pode ser realizado previamente ao implante terapéutico
(53). Segundo Lemperle e col., de acordo com a reagao histolégica e o tempo de
permanéncia, pode-se classificar as substancias de preenchimento em cinco
categorias: 1. gordura autdloga, cujo tempo de permanéncia ¢ varidvel e a
interagdo gordura/sitio do transplante ¢ pouco compreendida; 2. produtos naturais,
como o colageno e o acido hialurdénico, os quais sdo lentamente fagocitados com
minima reacdo inflamatdria; 3. substancias liquidas, representadas pelo silicone,
associadas a discreta fibrose e longa durabilidade, sendo nomeados “implantes
mortos”. No entanto, podem ser deslocados pelo movimento muscular ou pela
gravidade; 4. materiais particulados, como o polimetilacrilato, causando pequeno
deposito de fibrose, sendo lentamente reabsorvidos; e 5. microesferas, compostas
por material ndo absorvivel, como o PMMA, sendo encapsulado pelo depdsito de
tecido fibroso. Atuam como estimulantes permanentes da formacdo de colageno,
depositado entre as microesferas, justificando o fato de serem considerados
“implantes vivos” (50). Na area da cirurgia plastica tem sido recomendado que o
material a ser utilizado deve ser selecionado de acordo com as necessidades de

cada paciente e da experiéncia da equipe que realiza o tratamento. O paciente deve
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ser informado sobre vantagens e desvantagens e auxiliar na decisdo entre o uso de
substancias absorviveis ou ndo absorviveis (53).

1.3.3 Materiais utilizados para implante no esdéfago: Apds a primeira experiéncia
publicada em 1988 utilizando o colageno como implante endoscopico em dez
pacientes com DRGE (72), trés procedimentos com materiais distintos, ja citados,
tém sido utilizados: Enteryx®, Gatekeeper® e Plexiglas®. O Enteryx® ¢ um co-
polimero liquido constituido por &lcool etileno-vinil, sulféxido de dimetil e
Tantalum. Este Gltimo componente é radiopaco e permite que o material, uma vez
aplicado no tecido, seja visivel a fluoroscopia. A forma liquida do Enteryx®
permite sua inje¢do por catéter semelhante ao utilizado nas escleroterapias
endoscopicas, contendo agulha de calibre 23-gauge. Em contato com o local do
implante, ocorre rapida precipitacdo do polimero formando uma espécie de
esponja (14;39;59). A biocompatibilidade e a seguranga do implante de Enteryx®
tém sido comprovados em seres humanos na 4rea neuroldgica para terapia de
lesdes vasculares cerebrais (60). Entretanto, para tratamento da DRGE um tnico
estudo experimental em suinos com seguimento maximo de 24 semanas foi
relatado (59). O Gatekeeper® utiliza proteses de hidrogel constituidas de poliacril-
nitrila. Ap6s seu implante submucoso, passa por um processo de hidratacdo com
incremento do seu volume até um ponto de estabilidade. Necessita de um
dispositivo introdutor especial para a sua aplicacdo no tecido esofagico (24). O
Plexiglas®, utilizado uma unica vez em pacientes com DRGE (23), ¢ um
composto de microesferas de PMMA dispersas em solu¢do de gelatina bovina na
propor¢ao de 1:3. Apos trés meses do implante na derme, ocorre fagocitose do

veiculo e deposito de colageno entre as microesferas, caracterizando o “implante
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vivo” (50). No entanto, a localizagdo intramural e a reagdo histologica induzida
pelo PMMA na parede da jungdo esofagogastrica sao pouco estudados.

1.3.4 Materiais a base de polimetilmetacrilato: A Tese escrita por Otto Rohm em
1901 e intitulada “Os produtos da polimerizacdo do acido acrilico” serviu como
fundamento para o posterior desenvolvimento de plasticos a base de polimeros.
Em 1928 o metilmetacrilato foi sintetizado em laboratério e em 1933, apos a
evolucdo para polimetilmetacrilato, patenteado com o nome de Plexiglas® (78).
Atualmente este produto ¢ utilizado em inumeros setores como o de transportes,
constru¢do civil, utensilios domésticos, produtos para escritérios, produtos
médicos, eletronicos, comunicacao e industria do entretenimento (78). O uso do
PMMA como substincia para preenchimento de tecidos moles ganhou destaque
no principio da década de 90 quando Lemperle e col. publicaram estudo realizado
em ratos avaliando diversas substancias, entre elas o PMMA, dispersas em Tween
80 ou gelatina e injetadas na derme dos animais. Observou-se, apds sete meses,
que o PMMA provocou a menor reagdo tecidual entre os materiais analisados,
caracterizada pela formag¢do de uma delicada capsula fibrosa ao redor de cada
esfera e raras células gigantes do tipo corpo estranho, sem sinais de quebra ou de
fagocitose das microesferas. Os autores argumentaram que o uso do PMMA ha
mais de 50 anos, sem causar degradacdo ou cancer, poderia sustentar sua
indicagdo como material de preenchimento para aplicagdo segura na pele humana
(52). A resisténcia das microesferas de PMMA a quebra enzimética ¢ justificada
pela presenca de um grupo metil na posicao alfa, capaz de promover a estabilidade
desse polimero (51). Para injecdo na derme humana desenvolveu-se,
primeiramente, o Arteplast® (Rofil Medical International, Breda, Holland),

composto de microesferas d¢ PMMA medindo entre 30 e 42 pm de didmetro,
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grande suficientes para escapar da fagocitose e passivel de serem introduzidas com
a utilizacdo de agulha 26-gauge. As microesferas foram dispersas em gelatina
bovina a 3,5% (50). No primeiro estudo em humanos, 187 voluntarios receberam
o Arteplast® intra-dérmico (48). A estes, somaram-se mais 400 pacientes tratados
com o produto, observando-se formagao de granuloma em 15 casos (2,5%), entre
6 ¢ 18 meses do implante (53). Apds processo adicional de purificagdo das
microesferas de PMMA com o objetivo de eliminar as impurezas e reduzir o
estimulo a macréfagos, langou-se no mercado o Artecoll® (Rofil Medical
International, Breda, Holland). Este produto foi utilizado em aproximadamente
200.000 pacientes europeus e o relato de formagdo de granuloma foi de 15 casos,
perfazendo um indice menor que 0,01%, melhorando significativamente sua
biocompatibilidade (53). O produto, renomeado Artefill® (Artes Medical Inc., San
Diego, CA), aguarda liberacdo do “Food and Drug Administration” para uso nos
Estados Unidos da América. Tanto Artecoll® quanto Artefill® apresentam 20%
do seu volume constituido pelas microesferas de PMMA (aproximadamente
6milhdes/ml) e 80% pelo colageno bovino, além de lidocaina 0,3% (53). Em
estudo prospectivo envolvendo 118 pacientes com aproximadamente 200 locais de
aplicagdo, observou-se bons resultados mesmo ap6s cinco anos do implante (48).
Outro produto a base de PMMA ¢ o Meta<>Crill® (Nutricel®, RJ, Brasil),
composto por microesferas de PMMA (aproximadamente 40 um de didmetro)
suspensas em meio coloide de carboxi-metilcelulose, apresentando estabilidade
completa em meio ambiente, ndo necessitando de resfriamento para sua
manuten¢do. Tal produto pode ser vantajoso comparando-se ao Artcoll® por ndo
apresentar reagdo de corpo estranho, uma vez que o veiculo ¢ totalmente mineral,

sem qualquer componente protéico em sua composi¢ao (63). Um composto a base
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de microesferas de PMMA dispersas em hidrogel biocompativel e anestésico local
¢ disponivel em nosso meio e tem sido utilizado para bioplastia. Segundo o
fabricante, as microesferas de PMMA sao produzidas de acordo com a técnica de
suspensao-polimerizagdo e apresentam didmetros entre 34,16 ¢ 103,35 um, (média
de 59,93 um). A proporcao entre microesferas em relagdo ao gel veicular ¢ de
30%. O veiculo do PMMA ¢ absorvido e eliminado por excre¢do renal. Ao mesmo
tempo ocorre o deposito de colageno entre as microesferas, fixando-as e evitando
sua migracgdo. A estimulacdo tissular pelo polimero induz a processo inflamatério
discreto envolvendo mondcitos, histiocitos e fibroblastos, segundo o fabricante

(BioMedical Ind. Com. Produtos Biomédicos Ltda — Porto Alegre) (93).

1.4 O SUINO COMO ANIMAL DE EXPERIMENTACAO

1.4.1 O uso do suino em estudos experimentais: Suinos tém sido bastante utilizados
em pesquisa biomédica, tanto como animal de grande porte para estudos em geral,
quanto como modelo para avaliagdo de doengas especificas (89). Pertecendo a
ordem Artiodactila, os Suiformes, incluindo porco e hipop6tamo, formam uma
subordem dos animais com estdmago Unico. Duas familias sdo conhecidas, aquela
encontrada nas Américas Central e do Sul (Tayassuidae) e o porco verdadeiro
(Suidae). A espécie Sus scrofa, que corresponde aos suinos domésticos, completa
suas caracteristicas taxondmicas. Suinos sa3o mamiferos omnivoros marcados pelo
comportamento avido e pela alta fecundidade. Sendo animais domésticos de
consideravel importancia econdmica, suas caracteristicas anatomicas e fisiologicas
sdo amplamente conhecidas e publicadas em livros texto. Muito das informagdes
sobre suinos sdo aplicdveis ao mini-porco. Considerando como representante o

mini-porco Gottingen, seu peso evolui de 26 kg com 12 meses de vida para 35 a
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40 kg quando adulto, aos dois anos. Outras ragas de suinos em miniatura podem
ter maior peso corporal quando adultos (35). De acordo com o tipo da pesquisa
deve-se considerar o fator crescimento. Muitos suinos utilizados em experimentos
pesam entre 15 e 30 kg, com 8 a 12 semanas de vida. Ao nascimento, pesam
geralmente trés kg e, na adolescéncia, apresentam um crescimento exponencial,
aumentando entre 2 a 5 kg por semana. Portanto, na selecao do animal, a idade e o
fator crescimento devem ser considerados. Conseqiientemente, suinos domésticos
sdo raramente usados em projetos a longo prazo. Quando o estudo ¢ previsto para
durar mais de trés semanas, prefere-se a escolha do suino em miniatura (45).
Quanto ao seu uso como animal de laboratorio, suinos e mini-porcos sdo
reconhecidos como valiosos modelos devido a uma série de caracteristicas: 1.
tamanho corporal conveniente para a maioria dos estudos clinicos e cirtrgicos; 2.
similaridade com os humanos em muitos aspectos, particularmente pele, sistema
Osteo-articular, dentes, trato gastrointestinal incluindo pancreas e figado, rins,
sistema cardiovascular, pulmdo, sistema imunologico e suas caracteristicas
fisioldgicas quando recém-nascido; 3. facilidade quanto ao tratamento diario em
condi¢des de confinamento; 4. custo relativamente acessivel para aquisi¢do e
manutengdo; € 5. como nao sdo considerados animais de estimacdo, enfrenta-se
menor barreira emocional para uso em pesquisa. De acordo com a fonte de
suprimento dos animais, existem colonias que permitem a mistura de ragas, como
os conhecidos suinos de granjas. Esse tipo de suino pode ser inadequado para
certos experimentos, quando a uniformidade genética for importante. Existem
criadores que mantém grupos de animais com genoétipo e fendtipo semelhantes e
estaveis e esses sdo considerados preferenciais para o uso em laboratério (35).

Portanto, quando se planeja uma pesquisa utilizando suinos, ¢ importante adquirir



47

animais de criadores capacitados e com cuidados especificos em Medicina
Veterinaria. Quanto ao manejo no alojamento, ¢ indicado administrar vermifugos
via oral a cada 4 a 6 semanas e tratamento preventivo para ectoparasitoses. Os
novos animais recebidos no criadouro devem ser monitorados por 72 horas para se
ajustarem ao novo ambiente, enquanto se executam o exame clinico e a analise de
parasitoses. A adaptacao dietética deve ser gradual durante varios dias e o teor de
fibras aumentado caso ocorra diarréia induzida por estresse. Idealmente, os
animais devem ser adquiridos de um mesmo fornecedor qualificado para
minimizar problemas infecciosos. O tipo de alojamento deve ser apropriado,
adequadamente higienizado e desprovido de materiais que o animal possa engolir,
especialmente nos periodos em jejum. Os suinos preferem manter contato com
outros membros de sua espécie. Eles podem ser mantidos em grupos, sabendo-se
que brigas por lideranca ocorrem. Este instinto social pode também ser suprido
colocando-se os animais individualmente em pocilgas as quais permitam o contato
visual e olfativo. O transporte preferencial até o centro de experimentacdo ¢
individual, especialmente quando os animais provém de criadores distintos. As
inje¢des intramusculares podem ser aplicadas no pescogo ou na coxa € 0s acessos
venosos incluem: auricular, cefalica, jugular interna e externa, pré-cava, safena
lateral, abdominal cranial e femoral. A maioria deles ¢ invisivel, exceto a veia
auricular, necessitando bom conhecimento anatomico, podendo ser puncionada
com agulhas usuais, ndo necessitando calibre maior do que 20-gauge. Os suinos
apresentam algumas caracteristicas anatomicas singulares do intestino proximal. O
estobmago apresenta um espessamento muscular, ou toérus, préximo ao piloro e os

ductos biliar e pancreatico desembocam no duodeno proximal em pontos distintos.
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A divisdo anatdmica entre duodeno, jejuno e ileo ¢ imprecisa e o mesentério € fino
e friavel (45).

1.4.2 Avaliacdo do refluxo gastroesofagico em suinos: O primeiro estudo em animais
para inducdo do refluxo gastroesofagico foi realizado em suinos. O refluxo foi
observado apos realizacdo de gastrostomia, acreditando-se que o mesmo ocorreria
pela alteragdo do angulo de His. O controle do refluxo foi conseguido apos
gastropexia cirargica (32). A analise anatomica da juncdo esofagogastrica em
suinos revelou uma disposi¢ao das fibras obliquas similar a dos humanos. Apds a
miotomia cirurgica desta camada muscular em nove animais observou-se
atenuagdo da pressdo do EEI, refluxo gastroesofagico registrado pela pHmetria
prolongada e a evolucdo para esofagite de refluxo, disponibilizando um modelo
animal para o estudo do refluxo gastroesofagico (84). Adicionalmente, recente
Tese de Doutorado identificou diferengas neuro-funcionais entre os dois
componentes musculares da parte intrinseca do esfincter esofagico inferior,
denominados “clasp” e “sling” bandas (21). Em estudo ja citado, observou-se a
presenca de refluxo gastroesofagico acido espontineo em suinos Large White,
utilizando-se pHmetria prolongada com sistema de telemetria, comparando-se os
indices de exposi¢do acida esofagica antes e apos procedimento endoscopico para
reforco da barreira anti-refluxo (41). No entanto, em experimento realizado na
UEA-HCPA com pHmetria prolongada convencional ndo foi possivel reproduzir o
refluxo 4acido espontdneo nos niveis indicados por Kadirkamanathan, em suinos
Large-White (25). Estudo de pHmetria convencional prolongada, precedido pela
avaliagdo manométrica do EEI, foi realizado em 33 suinos, utilizando-se catéter de
pHmetria contendo dois sensores, o proximal situado aos trés cm acima do EEI e o

distal na luz gastrica. O percentual médio do tempo com pH<4,0 foi de 3,5%. Os
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animais foram, entdo, submetidos a cardiomiotomia cirargica, repetindo-se a
pHmetria no poés-operatério. Observou-se significativo acréscimo na exposi¢ao
acida esofagica, passando para 14,5% do tempo com pH<4,0 (P<0,001). Conclui-
se que o método ¢ facil, seguro e que os dados de pHmetria, observados, poderiam
ser utilizados como referéncia para posteriores estudos em suinos (28).

1.4.3 Afericao da pressdo e do volume de vaz&o gastrica em suinos: Estudo em pegas
anatomicas desses animais, compostas pelo esofago e estdbmago, utilizou a
afericdo da pressdo de vazdo gastrica como parametro para monitorar o efeito de
diversas técnicas de fundoplicatura cirargica realizadas ex vivo. Um catéter de
manometria foi posicionado na luz do estdmago para monitorar a pressao intra-
gastrica durante o preenchimento do 6rgdo com agua tingida. No momento em que
se observou equalizacdo das pressdes gastrica e esofagica, simultaneamente ao
refluxo do liquido tingido para o esdfago, visualizado a endoscopia, ou quando a
pressdo gastrica atingiu um valor considerado maximo, determinou-se a pressao
de vazdo géastrica. Esse procedimento foi realizado em 30 pegas antes e apoOs as
fundoplicaturas (97). No estudo experimental realizado para avaliar o efeito da
liberacdo de energia por radiofreqiiéncia na cardia, a pressdo de vazao gastrica foi
aferida por um catéter de manometria posicionado na luz gastrica através de uma
gastrostomia cirurgica. Com o duodeno clampeado e a luz esofdgica monitorizada
endoscopicamente, infundiu-se, no estomago, solucdo fisioldgica pelo canal
central do catéter de manometria (100ml/min) e determinou-se a pressdo de vazao
gastrica no momento em que refluxo dessa solugdo para o esdéfago foi identificado
a esofagoscopia (94). Posteriormente, em estudo ja citado, avaliou-se a pressdo e o
volume de vazao gastrica apos implante endoscopico de Enteryx® para reforco da

berreira anti-refluxo, utilizando-se duas técnicas. Na primeira realizou-se
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insuflagdo gastrica de ar ambiente em incrementos de 1 mmHg pelo canal de
infusdo do catéter de manometria, controlando-se a vazao pilorica pelo aspecto da
curva de pressio. No momento em que se observou COmMmon cavity entre o
estomago ¢ o esdfago, determinou-se imediatamente o volume e a pressdo de
vazdo gastrica. Na segunda técnica utilizou-se a infusdo gradual de dgua para a
luz gastrica através de uma sonda de Foley introduzida cirurgicamente no antro,
com o piloro previamente ocluido. As pressdes intragastrica, do EEI e
intraesofadgica foram monitoradas através de um catéter de manometria
posicionado nesses segmentos e a infusdo de agua realizada gradualmente, pelo
canal central de catéter de manometria, em incrementos de 100ml. No momento
em que ocorreu abertura do EEI acompanhada por refluxo gastroesofagico,
observou-se equaliza¢do das pressdes intragéstrica e intraesofagica e common
cavity, determinando-se a pressdo e o volume de vazdo gastrica (59). Em recente
estudo experimental realizado em nosso laboratorio, monitorou-se continuamente,
em tempo real, a pressdo intragastrica ¢ o volume de solucdo acida durante o
preenchimento da luz do estdmago. Para viabilizar a mensuragdo dos parametros
de vazdo gastrica, realizou-se laparotomia com oclusdo transitéria do duodeno e
confeccao de gastrostomia utilizando-se sonda Foley. Durante restabelecimento da
pressdo intra-abdominal pela aproximagdo dos bordos da ferida operatoria,
simultaneamente ao monitoramento continuo do pH esofagico, realizou-se infusao
gravitacional de &cido cloridrico para a luz gastrica, visualizando-se as curvas de
pressdo e volume. A PVG e o VVG foram determinados no momento em que se
observou queda répida e significativa do pH esofégico, indicando abertura do EEI

acompanhada de refluxo gastroesofagico (25).
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando-se que a doenga do refluxo gastroesofagico apresenta:
1. Alta prevaléncia com impacto negativo na qualidade de vida relacionada a
saude;
2. Necessidade de tratamento clinico-farmacolégico prolongado com dificuldade
de aderéncia e custos consideraveis;
3. Tratamento cirargico com significativa morbimortalidade, além de recidiva e
custos relevantes;
4. Terapéutica endoscopica controversa pela ocorréncia de complicagdes graves
associadas ao implante “profundo” na parede da jun¢do esofagogastrica;
Justifica-se a pesquisa em modelo animal para aprimorar a técnica endoscopica,
descrever os achados histologicos e aferir o efeito na barreira anti-refluxo de implante
de polimero na parede da jungao esofagogastrica, a longo prazo.

O polimetilmetacrilato parece ser material adequado para implante endoscopico.
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3. HIPOTESES

O implante endoscopico de PMMA em plano superficial na jun¢io esofagogastrica:

1. E tecnicamente viavel, restringindo o implante & mucosa e/ou a submucosa
(“superficial”), diminuindo o risco de perfura¢des do esdfago;

2. Einerte e duradouro;

3. Reforca a barreira anti-refluxo, elevando significativamente a pressio e o

volume de vazao gastrica ap0s seis meses.
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OBJETIVOS

Desenvolver técnica de implante “superficial” (mucosa e/ou submucosa) de
polimetilmetacrilato na parede da jungdo esofagogastrica evitando o deposito
subseroso e/ou perfuragdo esofagica;

Identificar e determinar a localizacdo das microesferas do PMMA nas diferentes
camadas da parede da jungdo esofagogastrica;

Identificar achados histologicos indicativos de ndo-compatibilidade (granuloma do
tipo corpo estranho) ao implante apos seis meses;

Aferir o impacto na barreira anti-refluxo através do aumento da pressdo de vazao
gastrica (PVG) e do volume de vazao gastrica (VVG) seis meses apos o implante

endoscopico de PMMA.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 DELINEAMENTO

Estudo experimental em suinos com acompanhamento de seis meses

5.2 LOCAL DO EXPERIMENTO
Laboratério Experimental de Motilidade Digestiva na Unidade de Experimentagao

Animal no Centro de Pesquisas do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

5.3 MATERIAIS
5.3.1 Caracterizacdo do animal: mini-porcos da raga Macau — Piau (Figura 1) foram
adquiridos e mantidos em criatorio especializado (Refugio Animal Ltda, Belém
Novo, Porto Alegre). Treze animais foram utilizados sendo quatro no estudo
piloto e nove no experimento. Os animais tinham as seguintes caracteristicas: 1.
sexo: feminino; 2. idade: entre 8 e 10 meses; 3. peso: 30 a 52 kg.
5.3.2 Desenvolvimento do catéter para implante do PMMA:
5.3.2.1 Materiais: Tubos de Teflon®, capas plasticas e agulhas de pungdo venosa com
calibre 16 ou 18 (BD Insyte®, Juiz de Fora, Brasil);
5.3.2.2 Teste dos catéteres: pistola dosadora e seringas com 03 ml de PMMA 30%
(BioMedical, Porto Alegre, RS), pecas de esofago e estdbmago de suinos Large
White (Frigorifico Frigorizzi, Mato Castelhano, Brasil), Video-gastroscopio
(Endoview® EGV, Recife, Brasil) e Fibro-sigmoidoscopio (Olympus OSF, NY,

USA).
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5.3.3 Anestesia, compostos quimicos e cirurgia: utilizou-se equipamento de anestesia
e instrumental cirargico convencional disponiveis na UEA-HCPA. Os farmacos e

compostos quimicos estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1. Farmacos e compostos quimicos utilizados no estudo

Nome Composi¢do  Concentragdo Apresen- Fabricante Distribuidor
comercial tacdo
Zoletil 50 Tiletamina 125 mg/ml Sml Virbac, Sao Paulo, SP Basso Pancote,
Zolazepan 125 mg/ml Nova Alvorada
Virbaxil Cloridrato de 20 mg/ml 10ml Virbac, Sdo Paulo, SP Basso Pancote,
Xilazina Nova Alvorada
Bupivacaina  Cloridrato de 7,5 mg/ml 10ml AstraZeneca, AstraZeneca,
Bupivacaina Cotia, SP Cotia
Uni hioscim  Butilbrometo 20 mg/ml Iml Uni8o Quimica, Embuguacu, UEA-HCPA*
de Hioscina SP
Hynalgin Dipirona 500 mg/ml 2ml Hipofarma, Ribeirdo das UEA-HCPA*
Neves, MG
Lidol Lidocaina 200 mg/ml  Gel30 g Hipolabor, Sabara, MG UEA-HCPA*
Tramal Cloridrato de 50 mg/ml 2ml Grunenthal, Stoberg, UEA-HCPA*
Tramadol Alemanha
Agropen Penicilina 200000UI/ml  20ml Virbac, Sdo Paulo, SP Basso Pancote,
Estreptomicina 200 mg/ml Nova Alvorada

Riodeine Solucdo PVPI  1g PVPI/ml I litro  Rioquimica, Rio Preto, MG ~ UEA-HCPA*

Solucgéo pH 1,0 ou 200 ml Synetics Medical, UEA-HCPA*
Medtronic pH 7,0 Stockholm, Suécia

Acido Acido 0,IN 1 litro Labsynth, Diadema, SP Basso Pancote,
Cloridrico Cloridrico Nova Alvorada

* Farmacos e compostos quimicos disponiveis na UEA-HCPA
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Figura 1. Mini-porcos da raga Macau—Piau aos 9 meses de idade

5.3.4 Manometria esofagica: utilizou-se equipamento com perfusdo de agua Dynamed
modelo Dynapack MPX 816 (Sao Paulo, Brasil) acoplado a microcomputador
(Pentium IIT) contendo Software Dynasoft V Millenium, disponivel no LABEx:

5.3.4.1 Catéter para manometria Dynamed®: com 150cm de comprimento e 4,5mm

de didmetro externo, contendo oito canais, sendo quatro dispostos radialmente a
Scm da extremidade distal (para estudo do EEI) e quatro proximais, distantes
Scm entre si (para avaliacdo do corpo esofagico);

5.3.4.2 Equipamento para manometria: bomba de perfusdo de agua com baixa

complacéncia, pressurizado por nitrogénio comprimido em cilindro, contendo

oito micro-transdutores de pressdo externos (Figura 2A);
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5.3.4.3 Fisibgrafo Dynamed®: para digitalizagdo dos sinais das ondas pressoricas
provenientes dos micro-transdutores e envio ao microcomputador.

5.3.5 pHmetria esofagica: foi realizada com equipamento composto de gravador

Digitrapper MKIII (Synetics Medical, Stockholm, Suécia) e sonda para pHmetria

Synetics (Figura 2B) com um sensor de antimdnio na extremidade (eletrodo de

referéncia externo), disponiveis no LABEx.

B

Figura 2. Equipamentos de manometria e pHmetria do eséfago
A, Bomba de perfusdo de agua e micro-transdutores da manometria. B, Gravador e

sonda para pHmetria

5.3.6 Afericdo da pressdo e do volume de vazdo géstrica: Equipamento (Figura 3)
desenvolvido pelo Servigo de Engenharia Biomédica do HCPA composto por
monitor de pressdo intragdstrica e de volume infundido, com software para
visualizacdo em tempo real e armazenamento das curvas de pressdo e volume
(Figura 3B e 3D). Para aquisicdo e transmissdo dos dados, utiliza um
microcontrolador RISC (82).

5.3.6.1 Monitor de presséo intragastrica (Figura 3B): capaz de monitorar continua ¢

simultaneamente a pressdo intragéstrica (-10 a 30 mmHg, resolugcdo de 0,1

mmHg) e a infusdo de volume (em mililitros);
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5.3.6.2 Monitor digital e software V1.27: para visualizac¢do grafica das curvas de PVG
e VVG em tempo real e banco de dados (Figura 3D);
5.3.6.3 Sonda para gastrostomia e equipamento para infusdo &cida: sonda Foley n°

20 para a gastrostomia (Figura 3C) e frasco (2 1) com equipo adaptado para a

infusdo acida (Figura 3A).
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Figura 3. Equipamento para mensuracgdo dos parametros de vazao géstrica
A, Recipiente com acido cloridrico. B, Monitor de PVG ¢ VVG. C, Sonda Foley. D,

Monitor digital com Software em tempo real

5.3.7 Equipamento de video-endoscopia
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5.3.7.1 Fibro-sigmoidoscopio (Olympus OSF, Olympus América): com didmetro
externo de 12,9mm, didmetro do canal de instrumentagdo de 3,2mm; ¢ tubo de
inser¢ao com 60cm de extensao (Figura 4A);

5.3.7.2 Microcamera: marca Endoview® (Recife, Brasil);

5.3.7.3 Sistema de video: Monitor Sony® colorido/20 polegadas (Manaus, Brasil) ¢
Videocassete Panasonic® NV HD635 (Manaus, Brasil).

5.3.8 Dispositivos utilizados no implante do PMMA: utilizou-se pistola dosadora

(BioMedical, Porto Alegre, RS), calibrada para injetar 0,1463 ml/gatilho (Figura

4B) e o catéter agulhado desenvolvido para o experimento.

Figura 4. EQuipamentos para implante do polimetilmetacrilato

A, Fibro-sigmoidoscopio. B, Pistola injetora
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5.3.9 Polimetilmetacrilato 30%: fornecido em seringas plasticas de 3 ml, adaptaveis a
pistola dosadora. O polimero apresenta tonalidade esbranquicada e alta
viscosidade. Composto de microesferas de PMMA medindo, segundo o
fornecedor (BioMedical Ind. Com. de Produtos Biomédicos Ltda, Porto Alegre,
RS), entre 34,16 e 103,35 um de didmetro (média de 59,93um), dispersas em
hidrogel na proporcao de 30/70, respectivamente.

5.3.10 Sacrificio: utilizou-se T61® (frasco com 40ml), composto de Embutramida
(narcético), lodeto de Mebezonio (curarizante) e Cloridrato de Tetracaina
(anestésico local), fabricado pelo Intervet (Sao Paulo, SP) e distribuido pela Basso

Pancote (Nova Alvorada, RS).

5.4 METODOS

5.4.1 Desenvolvimento do catéter para implante do PMMA: Em parceria com o
Servico de Engenharia Biomédica do HCPA, partiu-se da experiéncia adquirida no
estudo de Freitag e Colaboradores. Essa pesquisadora realizou o implante do
PMMA na parede esofagica ao nivel da junciao esofagogastrica de modelo suino
utilizando um catéter de nylon com 3,18mm de diametro externo, comprimento de
70cm e uma “calibrosa” agulha calibre 14. Para o presente estudo, adaptou-se um
catéter de Teflon® e agulha BD Insyte® com didmetros menores, de configura¢do
menos “invasiva” e com praticidade superior (passagem pelo canal de
instrumentagdo do endoscépio), mas ainda capaz de injetar o produto altamente
viscoso.  Dois equipamentos de endoscopia foram utilizados para o seu
desenvolvimento: 1. Video-gastroscopio com canal de instrumentagdo de 2,8mm
de diametro e tubo de inser¢do de 100cm de comprimento com 9,8 mm de

diametro; e 2. Fibro-sigmoidoscopio com canal de instrumentagdo de 3,2 mm de
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diametro e tubo de inser¢do de 60cm de comprimento com 12,9 mm de didmetro.
Os catéteres de Teflon®, protegidos por capa plastica retratil e contendo agulha
calibre 16 ou 18, foram adaptados considerando-se a extensdo dos canais de
instrumentagdo dos aparelhos de endoscopia. Testaram-se os modelos nos
endoscopios referidos, injetando-se PMMA em pecas de esofago retiradas de
suinos Large White. Foram avaliados o angulo de inser¢do da agulha na parede
esofagica necessarios para causar abaulamento ou protrusdo da mucosa no local do
implante, a ocorréncia de perfuracdo esofagica e o desempenho do conjunto
pistola-catéter a inje¢ao do polimero com alta viscosidade.

5.4.2 Estudo piloto: primeiramente, dois animais foram sacrificados para estudo e
documentacdo anatdmica e histoldgica da juncao esofagogéstrica (grupo controle
para o estudo histolégico), sem qualquer intervenc¢do. Outros dois animais foram
submetidos a todas as etapas do experimento, ou seja, anestesia, manometria do
EEI, gastrostomia cirurgica, verificagdo da PVG e do VVG concomitante a
pHmetria esofagica e implante endoscopico “superficial” do PMMA na jungao
esofagogéstrica. Planejou-se monitoramento de apenas 28 dias no alojamento e, ao
fim desse periodo, houve a repeticdo das etapas do experimento, com exce¢do do
implante, e, logo apos, o sacrificio dos animais para estudos macroscopico e
histologico da jungdo esofagogastrica.

5.4.3 Experimento: nove suinos foram submetidos, seqiiencialmente, aos
procedimentos listados a seguir: anestesia, manometria do EEI, gastrostomia
cirargica, verificagdo da PVG e do VVG concomitante a pHmetria esofagica e
implante endoscépico do PMMA. Apds recuperacdo anestésica, no dia posterior
ao procedimento, efetuou-se o transporte do animal da UEA-HCPA para

alojamento apropriado. Apds seis meses de monitoramento, foram trazidos a
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UEA-HCPA e submetidos a segunda etapa do experimento, incluindo: anestesia,
manometria do EEI, gastrostomia cirurgica, verificagdo da PVG e do VVG
concomitante & pHmetria e, a seguir, eutanasia. Por ultimo, realizou-se a necropsia
com inspecao cuidadosa da JEG, fixacdo das pegas para posterior estudo
histologico da jungao esofagogéastrica.
5.4.4 Procedimentos do experimento
5.4.4.1 Preparo do animal e anestesia: no dia do experimento, o animal foi pesado no
alojamento e transportado para o LABEX, chegando cedo pela manha.
Programaram-se os procedimentos para a tarde, disponibilizando tempo para
reducdo do estresse do animal associado ao transporte. A indugdo anestésica foi
realizada com a combinacdo de Zoletil® 50 (analgésico) 4mg/kg e Virbaxil®
2% (sedativo e relaxante muscular) 0,5mg/kg, intramuscular. A seguir,
procedeu-se ao banho com agua morna e posicionamento do animal em decubito
dorsal sobre calha apropriada na mesa cirrgica. Realizou-se a tricotomia
abdominal e puncionou-se a veia auricular com abbocath 20-gauge, iniciando-se
a infusdo de solucdo fisiologica 0,9% a 15 gotas/min. A suplementacio
anestésica foi realizada com Zoletil® 50 2mg/Kg e Virbaxil® 2% 0,25mg/kg
endovenosos a cada 30 minutos ou em intervalos menores caso o animal
apresentasse agitagdo motora ou sinais de superficializagdo anestésica.
5.4.4.2 Manometria do EEI: apo6s a calibragdo do equipamento, introduziu-se o catéter
até o estdmago, por via oral, distante 75 cm do bucal endoscopico posicionado
entre as arcadas dentarias (Figura 5A). Registrou-se a pressao intra-gastrica basal
e tracionou-se o catéter de meio em meio cm, com intervalos médios
correspondentes a pelo menos cinco movimentos respiratorios. Registrou-se o

tracado caracteristico do esfincter esofagico inferior. A andlise da pressdo basal
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e da localizagdo do esfincter foi realizada por dois autores. Considerou-se como
pressdo basal a média dos quatro tragados no segmento imediatamente inferior
ao ponto de inversdo pressorico, em nivel médio-expiratorio. Apos o término da
manometria, introduziu-se sonda do tipo nasogastrica pela cavidade oral para
esvaziamento do contetdo liquido do estomago. A mesma foi retirada a seguir,
durante a realizagdo da gastrostomia.

5.4.4.3 Gastrostomia: realizada pelo cirurgidao da equipe (CRK) para viabilizar a
mensuragdo da PVG e do VVG (Figura 5B). Procedeu-se a antissepsia da parede
abdominal com solucdo iodada, colocagdo do campo cirurgico e anestesia da
pele e subcutineo com cloridrato de bupivacaina 0,75% (50mg/animal). A
seguir, realizou-se a laparotomia na linha média abdominal entre a cicatriz
umbilical e o apéndice xifoide (extensdo média de 10 cm), identificando-se o
estomago e estruturas adjacentes. O duodeno proximal foi amarrado utilizando-
se gaze imida com o intuito de ocluir sua luz. Uma gastrostomia do tipo Stamm
foi confeccionada na parede anterior da transi¢do entre o antro € o corpo
gastricos, realizando-se duas suturas para fixacdo da sonda Foley com a sua
extremidade distal na luz géstrica. O balonete da sonda foi insuflado com 15 ml
de solugdo fisioldgica e tracionado contra a parede abdominal para aumentar a
vedacdo da gastrostomia. Posteriormente, obliterou-se a ferida operatoria da
parede abdominal com pincas Backaus durante as medidas de PVG e VVG,
reestabelecendo-se a oclusdo abdominal, temporariamente. Apds a obtencdo da
PVG e do VVG, retirou-se a sonda Foley e o clampeamento duodenal,
suturando-se a ferida operatéria da laparotomia. O animal recebeu penicilina
benzatina 30.000 Ul/kg juntamente com dipirona 0,1 mg/Kg, via intramuscular,

no pods-operatorio imediato. A mesma dose de penicilina foi repetida apds trés
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dias. Caso o animal apresentasse sinais sugestivos de dor nas primeiras 24 horas,
aplicar-se-ia cloridrato de tramadol 1 mg/kg via intramuscular a cada 12 horas.
5.4.4.4 pHmetria esofégica: procedeu-se a calibracdo do catéter de pHmetria em
solugdes padrao pH=1,0 e pH=7,0. Introduziu-se o catéter por via oral (trans-
bocal), posicionando-se o sensor 5 cm acima da borda proximal do esfincter
esofagico inferior, manometricamente determinado. Para facilitar a passagem do
catéter de pHmetria pela orofaringe, utilizou-se um segmento de sonda
nasogastrica calibre 12 com 15 cm de comprimento que funcionou como um
“overtube”. A seguir, conectou-se o catéter ao gravador para registro do valor de
pH. Caso o pH observado antes do inicio das aferi¢gdes da PVG e do VVG fosse
menor que 4,0, procedia-se a irrigacdo com agua destilada na metade distal do
esofago através de sonda nasogdstrica introduzida pela cavidade oral, até que o
pH estabilizasse acima de 4.0 por pelo menos 3 minutos, anotando-se o volume

de 4gua infundido no esofago.

Figura 5. Procedimentos do experimento

A, Manometria do EEI; B, Gastrostomia cirargica
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5.4.4.5 Afericdo da pressdao e do volume de vazdo gastrica: Apds o registro da
identificagdo do animal no computador acoplado, certificou-se de que o animal
encontrava-se em decubito horizontal € em plano anestésico adequado. O catéter
de mensuragdo da pressdao foi conectado na via de menor calibre da sonda de
Foley deixando-se fluir a solu¢do de acido cloridrico até o preenchimento do
canal de medi¢do de pressdo. Apds constatacdo do adequado funcionamento da
monitorizagdo da pressdo pela observacdo da oscilagdo respiratoria na pressao
intra-gastrica e calibracdo do equipamento, iniciou-se a infusdo continua de
acido cloridrico 0,02N (prévia aferi¢do da diluicdo demonstrou a solu¢do com
pH = 1,0) através da via de maior calibre, abrindo-se completamente o equipo
para infusdo gravitacional. Mensurou-se, continuamente e simultaneamente, em
tempo real, a pressdo intragdstrica e o volume de é4cido cloridrico infundido,
através do software de visualizagdo. O pH esofagico basal (acima de 4 em cada
experimento) foi monitorado durante o preenchimento do estdmago pela solugao
acida. No momento de rapida queda do pH esofagico, atingindo valor inferior a
3,0 (nivel arbitrariamente estabelecido como correspondente ao inicio da vazao
gastrica para o esdfago), registrou-se a PVG e o VVG. Imediatamente apds o
término da afericdo, elevou-se a cabeceira da mesa cirtrgica e abriu-se a sonda
de Foley para drenagem por gravidade da solu¢do 4cida do estomago. A Figura

6 ilustra esquematicamente o sistema de afericdo da PVG e do VVG.
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5.4.4.6 Endoscopia com implante de PMMA: apds a retirada da sonda de Foley e o
fechamento da ferida operatéria, procedeu-se a endoscopia com implante de
PMMA na parede da juncdo esofagogastrica (Figura 7C). O animal foi
posicionado em decubito lateral esquerdo. Administrou-se butilbrometo de
hioscina (0,4mg/kg) endovenosa para diminuir o peristaltismo esofagico. A
endoscopia foi realizada avaliando-se inicialmente a mucosa esofagica. Apds
analise da juncdo esofagogastrica ¢ defini¢do do segmento correspondente ao
esfincter esofdgico inferior, introduziu-se pelo canal de instrumentagdo do
endoscopio o catéter injetor, previamente preenchido pelo PMMA, acoplado a
pistola dosadora. Uma vez escolhido o local da injecdo num dos quadrantes, a
agulha foi exposta fora da sua bainha e transfixou-se a mucosa,
superficialmente, numa angulagdo entre 20 e 30 graus (Figura 7A). A seguir,
injetou-se o polimero (média 0,7ml/quadrante) em um total de quatro
quadrantes/animal ap6s manobra de rotacdo de 30 a 45 graus do sistema, entre
os diferentes locais de inje¢do (Figura 7B). Determinou-se que o implante foi
“superficial” quando, durante os primeiros dois gatilhos da inje¢@o, observou-se
inequivoco abaulamento da mucosa esofagica junto ao ponto de puncdo. Do
contrario, considerou-se o implante como “profundo” e a injecdo foi
interrompida apos dois gatilhos. Documentou-se os procedimentos em fita de
videocassete. Concluido-se o implante, introduziu-se o endoscOpio até o
estomago, desinsuflando-o e, durante o retorno para o esdfago, observando-se os
locais de implante. Ao término da endoscopia cessou-se a administragdo de
anestésicos. O suino permaneceu em ambiente com controle térmico para

recuperar-se do procedimento, na UEA-HCPA.
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Figura 7. Implante endoscépico do polimetilmetacrilato

A, Posicionamento do catéter no esofago distal (ao nivel do EEI); B, Implante

“superficial” do polimero; C, Implante sob visdo endoscopica

5.4.5 Alojamento: No dia posterior ao implante os suinos foram transportados por
servigo especializado até o alojamento, que foi adaptado para receber animais de
experimentacdo. Neste alojamento os suinos foram tratados e monitorados
periodicamente quanto a intercorréncias, bem como o controle da rag¢do, do peso e
da antibioticoterapia. Um académico da Medicina Veterindria, bolsista, foi

encarregado de realizar duas visitas semanais para o controle dessas variaveis

(Anexo).
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5.4.6 Sacrificio: Ao término da segunda etapa do experimento, os animais foram
sacrificados utilizando-se o medicamento T61®. A dose para eutanasia foi
equivalente a 0,3 ml/Kg, endovenoso.

5.4.7 Estudo macroscopico: apds a eutanasia, examinou-se, in 10co, a parte inferior do
mediastino posterior ¢ o espaco subdiafragmatico nas proximidades do hiato
esofagico, a procura de sinais de implante extra-mural do PMMA, formagdo de
aderéncias ou abscessos. Logo apds, retirou-se em bloco o esofago e o estdmago.
Observou-se, novamente, o aspecto externo da jun¢do esofagogastrica procurando-
se identificar sinais de implante subseroso, palpando-se, cuidadosamente, os tercos
distal do esofago e proximal do estomago para identificar-se nédulos compativeis
com o implante. Procedeu-se a documentacao fotografica e a fixacdo de todas as
pecas em formalina 4%, transportando-as até o Servico de Patologia do HCPA. As
pecas, devidamente identificadas, permaneceram em formalina pelo menos 14
dias.

5.4.8 Estudo microscépico

5.4.8.1 Preparo e estudo das laminas: Apods a fixa¢do, isolou-se a jungdo

esofagogastrica composta pelos 2 cm distais do esdfago (segmento “abdominal”
do esofago) e a cardia. Esta peca foi seccionada transversalmente ao nivel
externo correspondente a juncdo esofagogastrica e cada uma das duas pegas
restantes submetida ao sistema de cortes escalonados, no eixo longitudinal, cada
corte medindo de 2 a 3 milimetros de espessura, com inclusdo total dos
espécimes (Figura 8). Os cortes foram processados de acordo com a rotina do
Servico de Patologia-HCPA, com banhos de alcool e xilol, com posterior
inclusdo em parafina. Pelo menos 4 cortes com 4 micra de espessura foram

obtidos de cada espécime, e corados com hematoxilina-eosina de modo
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convencional. A andlise da reacdo tecidual ao PMMA foi realizada por dois
médicos patologistas independentes. O detalhamento do local do implante foi
descrito por um dos patologistas, e pelo autor da tese.

5.4.8.2 Localizacdo do implante na parede esoféagica: Contou-se o numero de laminas
de cada animal e separou-se aquelas que continham microesferas de PMMA a
inspe¢do com microscopio (Olympus - aumento Otico de 50 a 400 vezes).
Utilizou-se analise descritiva, registrando-se o local do implante de PMMA
numa das quatro camadas da parede esofagica (mucosa, submucosa, muscular
propria e serosa), além da eventual presenca de microesferas em linfonodos e
vasos (Figura 9). A localizagdo do polimero em cada corte foi classificada pelo
sitio contendo o maior volume de PMMA (ou quando restrito a somente uma
camada).

5.4.8.3 Reacgdo tecidual ao PMMA: descreveu-se o aspecto da reacdo inflamatoria e as
caracteristicas do depdsito de tecido fibroso. A ndo-compatibilidade ao implante

foi considerada na presenga de granuloma do tipo corpo estranho.

ESOFAGO

g (Corte Transversal

N° = Namero do corte Corte Longitudinal

CARDIA

Figura 8. Modelo para os cortes histologicos realizados na jungdo esofagogéstrica
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Figura 9. Localizagdo intramural do implante de PMMA na juncéo esofagogastrica

5.5 FLUXOGRAMA

5.5.1 Fluxograma do estudo piloto
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5.5.2 Fluxograma do Experimento

Experimento

n=9

;

Dia 1: anestesia—manometria—gastrostomia—PVG e VVG—implante

;

Dia 180: anestesia—manometria—gastrostomia—PVG e VVG—eutanasia

!

Estudos macro e
microscopico

5.6 ANALISE ESTATISTICA

O tamanho amostral do experimento foi estipulado segundo pesquisa anterior
realizada em suinos com a injecdo endoscopica de PMMA (25). Em 14 animais
estudados na pesquisa anterior, as médias de PVG nos periodos pré e pos-implante
(intervalo de 28 dias), ajustados pela variagdo do peso dos animais, foram 8,08 + 2,23
mmHg e 10,69 + 4,0 mmHg, respectivamente, observando-se diferenca estatisticamente
significativa (P=0,01). As médias de VVG, nas mesmas circunstancias, também foram
significativamente diferentes (P<0,001), apresentando os valores 392,86 + 150,41 ml e
996,71 + 360,32 ml. Com base nesses resultados, calculou-se, para o presente trabalho,

um tamanho amostral minimo de oito suinos para detectar, com nivel de significdncia
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de 0,05 e poder de 80%, um incremento minimo de 2,5 mmHg (DP estimado: 2) na
PVG e de 500 ml (DP estimado: 274) no VVG poés-implante de PMMA. Optou-se pela
inclusdao de nove animais visando eventual perda.

A reprodutibilidade da verificagdo da pressdo de vazdo gastrica foi
determinada em estudo piloto (25), comparando-se a PVG no “dia 1” ¢ no “dia 7”
através do Teste de Wilcoxon (P=0,25), em quatro suinos. Os dados de VVG, PVG ¢
pressio do EEI do presente estudo foram transformados em logaritmo natural
(base=2,718281) porque apresentavam assimetria a direita e valores de desvio padrdo
proporcionalmente muito elevados. Cada valor de VVG e PVG, ja em logaritmo, foi
ajustado em funcao da variagdo do peso do animal e da pressdo do EEI, no respectivo
momento. Nao foi feito o ajuste pelo volume de polimero implantado. Os dados
ajustados foram, entdo, submetidos a um teste t para amostras emparelhadas.

A correlagdo entre o volume de polimero e a diferenca entre os valores (log-
transformados e ajustados para peso e pressdo do EEI) de PVG e VVG nos dois
momentos foi medida pelo coeficiente de correlagdo de Pearson. Para a comparagdo
entre as demais varidveis quantitativas (comprimento do esfincter esofagico inferior e o
peso dos animais), pré e poés-implante, utilizou-se teste t para amostras emparelhadas.

A combinagdo entre implante submucoso “maior” e subseroso “menor” foi
comparada com a combinagdo entre implante na muscular propria “maior” e subseroso
“menor” utilizando-se o teste exato de Fisher. Os demais dados histologicos foram

descritivos.
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6. CONSIDERACOES ETICAS

Obteve-se aprovagio da Comissdo de Pesquisa e Etica em Saude / Grupo de
Pesquisa e P6s-Graduagao / HCPA observando-se as recomendagdes nos cuidados com
animais para experimentacao (30;69). As linhas gerais para a utilizacdo de animais em
pesquisas cientificas (71) sdao: o estudo deve ser realizado se houver relevancia para o
avango do conhecimento cientifico, considerando-se a impossibilidade de utilizacdo de
métodos alternativos; o calculo do tamanho da amostra e a espécie animal devem ser
adequados para a obtencdo de resultados validos; deve ser oferecido alojamento,
transporte, alimentacdo e cuidados adequados a espécie através de assisténcia
qualificada; os procedimentos que possam causar dor ou angustia devem ser
desenvolvidos com sedacdo, analgesia ou anestesia, observando-se também medidas
para anti-sepsia e prevengdo de infec¢des, assim como cuidados para minimizar o
desconforto e o estresse dos animais em estudo; necessitando de imobilizagdo fisica
e/ou de privagdo alimentar ou hidrica, os pesquisadores devem procurar manter estas
condigdes pelo menor periodo de tempo possivel; quando necessario o sacrificio, deve
ser realizado de forma rapida, indolor e irreversivel, observando-se as técnicas aceitas

(hipoxia por barbitlricos, anestésicos inalatdrios, dioxido de carbono e monodxido de

carbono).
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7. RESULTADOS

7.1 DESENVOLVIMENTO DO CATETER PARA IMPLANTE DO PMMA

7.1.1 Primeiro catéter: utilizou-se tubo de Teflon® e capa plastica retratil, cujo
diametro externo do conjunto foi de 2,8 mm com extensdo de 95 cm, adaptado a
agulha calibre 16 (Smm de comprimento), projetado para ser utilizado com o
fibro-sigmoidoscopio. Quando utilizado para injegdo de PMMA em peca
anatomica, a resisténcia contra o disparo da pistola injetora foi considerada baixa,
sem a ocorréncia de extravasamento de PMMA pelo equipamento de injegdo.
Porém, apos teste com implante ex vivo de PMMA na parede esofagica, o indice
de perfuragdo em seis tentativas foi de 33%.

7.1.2 Segundo catéter: semelhante ao anterior com exce¢do de maior comprimento
(140 cm), nao passou pelo canal de instrumentagdo do video-gastroscopio (2,8mm
de diametro). Retirando-se a capa plastica protetora, foi possivel introduzi-lo pelo
endoscopio. Percebeu-se importante aumento da pressdo necessaria (resisténcia) a
inje¢cdo no momento do preenchimento da luz do catéter com o polimero, antes de
penetrar a agulha calibre 16 no tecido. Durante o implante intramural, ocorreu
ruptura junto a conexao do catéter com a pistola injetora.

7.1.3 Terceiro catéter: semelhante ao primeiro com excegdo da substituigdo da agulha
por uma de calibre 18 (Smm de comprimento) foi testado em conjunto com o
fibro-sigmoidoscépio, sendo possivel injetar PMMA em quatro pontos na parede
esofagica de peca anatdmica, sem perfuragdo. No entanto, em 12 disparos
observou-se extravasamento retrogrado do polimero no entorno do émbolo da
seringa em 1, necessitando-se a troca da seringa com PMMA. Decidiu-se utilizar

esse modelo para o estudo piloto (Figura 10).
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CATETER COM AGULHA PARA IMPLANTE ENDOSCOPICO

Um tubo desliza (passa com folga) por dentro do outro e o
conjunto todo passa por dentro do canal do endoscopio.

QE; 2.8 mm @

CAPA PLASTICA (TUBOEXTERNO): SONDA DE TEFLON (TUBOINTERNO):
COMPRIMENTO = 82 cm COMPRIMENTO = 35 cm

DIAMETRO INTERNC > 1.8 mm DIAMETRO INTERNO = 1.2 mm
DIAMETRO EXTERNO = 2.8 mm . DIAMETRO EXTERNO =1.8 mm

TUBO ADAPTADOR DE INQX

DIAMETRO INTERNO {LUZ)
DO TUBO DE TEFLON = 1.2 mm

| N 5 mm

8 mm
DIAMETRO EXTERNO AGULHA = 0.86 mm

folga pf deslizar BIZEL DA AGULHA = 18 GRAUS

COMPRIMENTO RIGIDO TOTAL (INOX) = 11mm

Figura 10. Esquema do catéter desenvolvido para o implante do PMMA

7.2 ESTUDO PILOTO
7.2.1 Grupo controle histoldgico: analise macroscopica das pegas e estudo
microscopico dos cortes realizados na jungdo esofagogastrica de dois suinos da
raca Macau-Piau ndo manipulados descreveu as seguintes caracteristicas:
7.2.1.1 Estudo macroscopico: esdéfago medindo aproximadamente 35 cm de extensdo
(Figura 11A), apresentando parede com espessura média de 4 a 5 mm ao nivel
do tergo distal do corpo esofagico. A jungdo escamo-colunar ¢ visualizada na
parte proximal do estdmago, entre 2 ¢ 3 cm abaixo da implantagdo do esofago
na cardia (Figura 11B). O fundo géstrico apresenta pequeno recesso

diverticuliforme e o piloro, espessamento conhecido como torus (Figura 11A).



77

7.2.1.2 Estudo microscépico: do lumen a superficie externa, descreveu-se:
7.2.1.2.1 Mucosa: constituida pelo epitélio estratificado contendo inimeros planos
celulares e papilas evidentes em sua base (Figura 12A). A lamina propria ¢
preenchida por tecido conjuntivo envolvendo estruturas vasculares. A
muscular da mucosa aparenta espessamento, ocupando aproximadamente a
metade profunda da camada mucosa (Figura 12B).
7.2.1.2.2 Submucosa: aparentemente delgada constituida predominantemente de
tecido conjuntivo envolvendo estruturas vasculares (Figura 12C).
7.2.1.2.3 Muscular propria (Figuras 12C e D): composta por uma camada
muscular interna (musculatura lisa com feixes dispostos circularmente) e
uma camada externa (musculatura lisa com feixes dispostos
longitudinalmente), separadas por delgada camada de tecido conjuntivo
contendo estruturas do plexo nervoso mio-entérico.
7.2.1.2.4 Serosa: caracterizada por delgada lamina de tecido conjuntivo contendo

estruturas vasculares (Figura 12D).

Figura 11. Estudo anatdmico do eséfago e do estbmago em suinos Macau-Piau
A, peca em bloco (régua com 10 cm). Indicado recesso diverticuliforme (seta maior) e
torus (seta menor). B, estobmago aberto pela grande curvatura. Visualiza-se juncdo

escamo-colunar no interior do estdmago (seta)
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Figura 12. Estudo microscopico da juncéo esofagogastrica de suinos Macau-Piau

A, Mucosa esofagica (E=epitélio, LP=lamina propria, MM=muscular da mucosa). B,
Relagdo entre muscular da mucosa (MM) e submucosa (SM). C, Submucosa (SM) e
camada circular da muscular propria (MP). D, Camada longitudinal da muscular propria

(MP) e serosa (S).

7.2.2 Experimentos do estudo piloto: Dois animais foram anestesiados e submetidos
aos procedimentos programados:

7.2.2.1 Primeiro animal: os procedimentos do “dia zero” duraram quatro horas. Com

o animal anestesiado (39kg de peso), realizou-se estudo manométrico do EEI,

com dificuldade para localiza-lo (44,5 — 47,5 cm do bocal) devido a reduzida

pressdo esfincteriana (SmmHg). A seguir, realizou-se laparotomia com

cerclagem duodenal e gastrostomia, fixando-se a face anterior do estbmago na

superficie peritoneal da parede abdominal. Aferiu-se a PVG (3,4mmHg) e o
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VVG (445 ml) constatando-se adequado funcionamento do sistema de
medigdo. Por ultimo, realizou-se implante endoscopico nos quatro quadrantes.
No dia seguinte, o animal foi transportado para o alojamento, onde foi
monitorado por 28 dias. A partir do 14° dia de acompanhamento, apresentou
anorexia, episoédios de vOomitos e emagrecimento de 25% do peso inicial. No
“dia 28” foi trazido a UEA-HCPA e reexaminado. Nao foi possivel definir
com clareza os dados manométricos do EEI. Durante a laparotomia,
identificou-se volvo gastrico do segmento proximal a fixacdo do antro na
parede abdominal, com acentuada dilatagdo do estdmago (Figura 13A),
inviabilizando a mensuragdo da PVG e do VVG. Apés o sacrificio, palpou-se
facilmente na jungdo esofagogéstrica trés nodulagdes intramurais compativeis
com o implante.

Segundo animal: os procedimentos do “dia zero” duraram 6 horas. Pesando
37 kg, o animal foi anestesiado e submetido a manometria do EEI (pressao
basal de 6,6 mmHg e localizagdo entre 57,5 e 60,5cm do bocal). Suspeitou-se
da presenca de residuos no estomago pela dificuldade de aspiragdo gastrica
observada apds a passagem da sonda orogastrica. Realizou-se a gastrostomia
sem intercorréncias. Porém, ao término da afericdo da PVG (9,7 mmHg) e do
VVG (1600ml), o suino apresentou regurgitacdo volumosa e provavel
aspiracdo pulmonar, evoluindo com hipotensdo arterial, midriase paralitica
bilateral, e o6bito. A analise macroscopica da traquéia evidenciou intensa
hiperemia mucosa e a inspe¢do da cavidade abdominal, estdmago dilatado
contendo moderada quantidade de residuos so6lidos e parte do intestino delgado

com sinais inequivocos de isquemia (Figura 13B).
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Figura 13. Complicac6es durante o estudo piloto

A, Estomago dilatado apds redugao do volvo gastrico (seta indicando o ponto de fixacao

da gastrostomia). B, Intestino delgado com aspecto isquémico.

7.2.2.3 Avaliacdo do estudo piloto: Diante dos acontecimentos ocorridos no estudo
piloto, decidiu-se por: 1. Concentrar o exame na avaliacdo da pressao basal do
EEI (ap6s registro da pressdo gastrica) e sua localizagdo (na pesquisa anterior
procurou-se documentar também o estudo do corpo esofagico — Freitag 2003);
2. Evitar a fixagdo da face anterior do estdmago com a parede abdominal na
confeccdo da gastrostomia, considerando-se que esse tenha sido o motivo do
volvo géstrico; 3. Otimizar o jejum do animal para evitar a presenga de
residuos na luz gastrica (arroz e agua nas pentltimas 12 horas e jejum
completo nas ultimas 12 horas), aguardando em ambiente livre de materiais
que pudesse engolir; e 4. Revisar o equipamento de video-endoscopia

procurando melhorar as condi¢des técnicas para o implante endoscopico.

7.3 EXPERIMENTO
7.3.1 Primeira etapa (pré-implante): dez animais foram transportados ao LABEx no

Centro de Pesquisas/HCPA para a primeira etapa do experimento. Um deles foi
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excluido durante a laparotomia por apresentar utero gravidico. Curiosamente, a
manometria do EEI neste suino revelou uma pressdo esfincteriana basal
nitidamente reduzida comparando-se a média observada nos demais animais. Esse
suino foi cuidadosamente recuperado e evoluiu satisfatoriamente até o éxito
gestacional no criatorio. Nos demais nove animais foi possivel a execucdo de
todos os procedimentos programados. No entanto, apds a abertura da cavidade
peritoneal ¢ durante a manipulagdo das visceras abdominais, quatro suinos
apresentaram hipoventilacao necessitando de reposicao de oxigénio com mascara
e ventilagdo assistida e interrup¢do do procedimento cirurgico até a recuperagao
dos movimentos ventilatérios e da normalizagdo da saturacdo de oxigénio a
oximetria (5 minutos em média). Durante a endoscopia, foi possivel realizar o
implante no segmento planejado em todos os animais, com adequado
funcionamento do sistema injetor. Realizou-se a inje¢do do polimero em 36
pontos, considerando-se 0s nove animais. Em 33 desses pontos (91,66%)
observou-se imediato abaulamento da mucosa apds o inicio da injecdo e foram
considerados como implantes superficiais. Nos demais trés pontos (8,34%), em
trés diferentes animais (suinos n° 1, 4 e 5), ndo se visualizou abaulamento,
indicando implante profundo. Estas trés inje¢des sem abaulamento ocorreram
entre os cinco primeiros suinos submetidos ao implante. O tempo aproximado para
a execugdo dos procedimentos variou entre duas e trés horas. A recuperagdo
anestésica ocorreu sem intercorréncias e o transporte para o alojamento foi
efetuado no dia posterior ao experimento. Na Tabela 2 ¢ possivel verificar os
dados absolutos coletados durante essa etapa do experimento.

7.3.2 Alojamento: os suinos foram observados por um periodo de seis meses e

sobreviveram em boas condigdes gerais, mantendo seu habito alimentar usual.
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Nao apresentaram sinais indiretos de disfagia ou sinais de complicagdes
infecciosas. No entanto, houve um inesperado acréscimo na média de peso durante
esse intervalo, passando de 37,55 + 6,72 kg para 42,88 + 4,37 kg (P=0,01).

7.3.3 Segunda etapa (pds-implante): nove animais foram trazidos para o Centro de
Pesquisas/HCPA, como programado, apds seis meses em observagdao. O tempo
aproximado para a execucgdo dos procedimentos variou entre 1,5 ¢ 2 horas. Em
cinco animais se observou hipoventilagdo durante a laparotomia, exigindo
suplementagdo de oxigénio e interrup¢do momentanea do procedimento cirargico.
Trés destes cinco apresentaram a mesma intercorréncia durante a primeira etapa.
Deu-se continuidade aos procedimentos somente apos absoluta normalizagao dos
pardmetros ventilatérios, ocorrendo em até 5 minutos. A revisdo da cavidade
abdominal ndao se detectou formagdo de aderéncias nas proximidades da
gastrostomia. A sonda Foley foi introduzida na luz géstrica pelo mesmo local
correspondente a gastrostomia anterior, facilmente identificada pela palpagdo de
ténue nodulagdo cicatricial na parede anterior do estomago. Tanto na primeira
quanto na segunda etapa ocorreu adequado funcionamento da gastrostomia
durante a infusdo de acido cloridrico, sem extravasamento para a cavidade
peritoneal, como aconteceu no estudo piloto. Finalizando essa etapa, realizou-se o
sacrificio do animal. Procedeu-se a inspegao in loco do mediastino e da jungdo
esofagogastrica seguido da retirada e fixagdo das pegas compostas pelo esdfago e
estomago. Na Tabela 3 ¢ possivel verificar os dados absolutos coletados durante
esta etapa do experimento.

7.3.4 Caracteristicas do esfincter esoféagico inferior: no estudo manométrico pré-
implante de PMMA, a média da pressao basal do EEI foi 7,16 = 3,49 mmHg

acima da pressdo gastrica de referéncia. Apds seis meses do implante, a média da
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pressdo foi 8,23 + 4,45 mmHg. Embora tenha havido um aumento numérico na

média da pressdo, a diferenga nesses valores apds transformagdo logaritmica nao

foi significativa (P=0,54). A média do comprimento esfincteriano antes do

implante foi de 4,06 £ 1,13 cm e apds seis meses do implante, 4,66 = 1,41 cm

(P=0,27). Os dados estao agrupados na Tabela 4.

Tabela 2. Resultados na etapa pré-implante do experimento

Suino 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Média +DP
Data (2004)  30/06 28/07 04/08 11/08 18/08 25/08 01/09 29/09 03/ -
11

Peso (kg) 41 41 36 37 37 34 30 52 30 37,55+6,72
Idade (meses) 8 9 9 9 9 9 10 9 9 9+0,5
BD EEI (cm) 66,5 65 62 66,5 58,5 59,5 55 64 56  61,44+439
PIP (cm) 64 63 59,5 63 57,5 56,5 52,5 61,5 54,5 59,11+4,09
BP EEI (cm) 62,5 62 57 60,5 56 55,5 51 59 53 57,39+3,95
P EEI(mmHg) 2,9 10,5 8,1 12,4 7,7 6,8 9,8 2,8 36 7,16+3,49
pH inicial 7,8 7,4 6,6 5,8 5,3 5,0 4,8 6,1 42  588+1,20
pH final 1,5 0,9 1,1 1,5 1,7 1,0 1,8 0,9 1,4 1,31+0,34
PVG (mmHg) 2,2 3,6 7,7 12,5 18 10 7,6 33 53 7,81+5,06
VVG (ml) 292 500 1232 1830 2235 1250 1100 540 502 1053 £ 663
Implante S 3 4 4 3 3 4 4 4 4 3,66 +0,5
Implante P 1 1 1 0,33+0,5
Volume (ml) 1,9 2,6 2,6 2,3 2,9 2,9 2,8 34 32 2,73+£0,45

BD: borda distal do EEI; PIP: ponto de inversdo pressorico; BP: borda proximal do EEI; P EEI: pressao
basal do EEI; Implante S: implante superficial; Implante P: implante profundo; Volume (ml): volume do

implante
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Suino 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Média +DP
Data (2005) 19/ 16/02 23/02 02/03 09/03 16/03 23/03 20/04 25/05 -
01

Peso (kg) 46 47 42 40 37 38 41 50 45 42,88 +4,37
Idade (meses) 14 15 15 15 15 15 16 15 15 15+
BD EEI (cm) 77,5 70,5 67,5 66,5 63 63,5 67 68,5 72 68,44 + 4,46
PIP (cm) 73,5 68 65,5 64 62 61,5 63 66,5 69 65,89 + 3,85
BP EEI (cm) 71 67 61,5 62 60,5 58,5 61 65,5 67 63,78 £ 4,04
P EEI(mmHg) 182 6,0 8,8 5,9 12,0 5,5 8,2 3,5 5,8 8,23 +4,45
pH inicial 4,6 4,3 4,1 5,0 6,9 5,6 5,5 8,2 6,1 5,60 £ 1,32
pH final 1,7 1,2 1,7 1,1 1,1 2,5 0,9 0,8 1,5 1,38 £0,52
PVG 7,4 54 8,2 8,0 8,6 11,8 11,2 7,5 5,0 821+224
VVG 825 1175 1190 1050 1440 1975 2215 1768 1035 1407 £ 475

BD: borda distal do EEI; PIP: ponto de inversdo pressorico; BP: borda proximal do EEI; P EEI: pressao

basal do EEI

Tabela 4. Pressao basal e comprimento do EEI pré e pds-implante

Pré-implante Pos-implante P
Variavel médiat+ DP amplitude ~ médiat+ DP amplitude
Pressdo basal 7,16 + 3,45 2,8-12,4 8,23 +4,45 3,5-18,2 0,54*
do EEI (mmHg)
Comprimento 4,06 + 1,13 25-6 4,66 + 1,41 2,5-6,5 0,27

do EEI (cm)

EEI, esfincter esofagico inferior

*: Teste t para amostras emparelhadas (dados da pressdo basal do EEI log-transformados)

7.3.5 Pressao e volume de vazao gastrica pré e pds-implante: os dados absolutos de

cada animal encontram-se nas tabelas 2 (pré-implante) e 3 (pds-implante), e

podem ser visualizados conjuntamente (pré e pos-implante) nas figuras 14 e 15.

Deve ser ressaltado que, devido a assimetria dos dados, os valores de PVG e VVG
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foram transformados em escala logaritmica. Adicionalmente, foram ajustados de
acordo com as variaveis peso, que apresentou significativo aumento de valor
médio (5,33 kg; P=0,01) e a pressdo basal do EEI. Portanto, os testes estatisticos
foram realizados em valores logaritmicos de PVG ¢ VVG. A média (+DP) dos
valores absolutos da PVG foi 7,81 (£5,06) mmHg pré-implante e 8,21 (£2,24)
poés-implante, mas a diferenca ndo foi estatisticamente significativa (P=0,27). Por
outro lado, observou-se um aumento estatisticamente significativo do VVG apos
seis meses do implante, passando de 1053,44 (£663,85) ml para 1407,22
(+475,21) ml (P=0,04). Esses dados estdo agrupados na tabela 5. A correlagdo
entre o volume de PMMA implantado e a diferenga (em valores log-transformados
e ajustados) da PVG nos dois momentos foi r=-0,39 (P=0,30) e para o VVG, r=-
0,18 (P=0,64). Portanto, o volume de implante ndo influenciou o comportamento
dos valores de PVG e VVG. A Figura 18 ilustra exemplo das curvas de PVG e

VVG pré e pos-implante de PMMA.

Tabela 5. Valores de PVG e VVG nos periodos pré e pés-implante

Pré-implante Pos-implante p*
Variavel Média=DP Amplitude Média=DP amplitude
PVG (mmHg) 7,81+5,07 2,2-18 8,21£2,25 5,0-11,8 0,27

VVG (ml) 1053,44+663,85 292-2235 1407,22+475,21  825-2215 0,04

PVG, pressdo de vazao gastrica; VVG, volume de vazio géstrica
P*: Teste t para amostras emparelhadas, realizado nos dados log-transformados e ajustados

Considerando-se a discrepancia observada nos valores de PVG ¢ VVG do animal
n® 5, decidiu-se refazer a andlise estatistica (em dados log-transformados e

ajustados para peso e pressao do EEI) retirando-se os dados desse animal. A média
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dos valores absolutos de PVG foi de 6,53 (£3,56) mmHg pré-implante ¢ 8,16
(£2,39) mmHg pdés-implante (P=0,05), enquanto que o VVG foi de 905 (£528) ml
pré-implante e 1403 (+£507) ml pds-implante (P=0,02). Nas figuras 16 ¢ 17
visualiza-se mediana, valores interquartil (25-75%) e variabilidade dos dados

resultantes dessa analise estatistica.

P=0,27
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N° do Animal
Figura 14. PVG pré e pés-implante de PMMA

P=0,04
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:
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1 2 3 4 5 6 7 8 9
N° do Animal
Figura 15. VVG pré e pos-implante de PMMA
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Figura 16. PVG pré e pés-implante de PMMA (sem o animal n° 5)
O traco central representa a mediana, as caixas a distancia interquartilica (25-75%) e os
tracos externos, a variacao dos valores.
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Figura 17. VVG pré e pos-implante de PMMA (sem o animal n° 5)
O traco central representa a mediana, as caixas a distancia interquartilica (25-75%) e os
tragos externos, a variacao dos valores.
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Figura 18. Exemplos de curvas de VVG e PVG (animal n° 8)
A, Pré-implante. B, Pos-implante de PMMA.
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7.3.6 Estudo macroscépico: durante a dissec¢do do esdfago in vivo ndo se observou a
presenga de polimero no mediastino e adjacéncias da jungdo esofagogastrica,
sinais de abscessos ou aderéncias cicatriciais. No entanto, apos a retirada das
pecas, a inspe¢do da superficie externa da juncdo esofagogastrica identificou em
trés animais (suinos de n° 3, 5 e 6) sinais de implante na serosa (Figura 19A), ao
nivel do es6fago abdominal, confirmado posteriormente em andlise microscopica.
A palpagio e inspe¢io da cardia em todos os nove animais, pela luz gastrica, foi
possivel identificar trés a quatro pequenas nodula¢des compativeis com o implante
superficial (Figura 19B). Observou-se uma ulcera gastrica medindo um (01) cm
em diametro, situada na grande curvatura do corpo médio e distante dos locais de

implante, em um animal. No segmento intra-gastrico revestido de mucosa

estratificada ndo se identificaram alteragdes macroscopicas.

Figura 19. Macroscopia esofagogéstrica de suinos seis meses apds o experimento
A, implante situado na subserosa visto pelo aspecto externo (seta). B, nodulagdes
compativeis com o implante de PMMA visiveis ao nivel da cardia vistos pela luz

gastrica (seta).
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7.3.7 Estudo Microscopico:
7.3.7.1 Localizacdo do implante (vide esquema na figura 21): Um total de 186 cortes
histologicos da jungdo esofagogastrica dos nove suinos foram examinados. A
mediana de cortes por animal foi de 20, variando entre 18 e 25. Considerando-
se as quatro camadas da parede esofagica, conglomerados de microesferas de
PMMA foram visualizados em 105 cortes histoldgicos, correspondendo a
56,45% do total de cortes, com uma mediana de 12 cortes por animal contendo
PMMA, variando entre 9 ¢ 16. A localizacdo do polimero, considerando-se
implante “maior” ou unico em cada corte histoloégico, foi a seguinte: na
mucosa em 10 (9,53%), submucosa em 60 (57,13%), muscular propria em 25
(23,81%) e na subserosa em 10 (9,53%) (Figura 20A e B). Em dois cortes
histoloégicos de um mesmo animal (suino n° 1) observou-se conglomerados de
microesferas no interior de um linfonodo periesofagico (cortes n° 12 e 25)
(Figura 20C). Também no animal n° 1 processo inflamatério agudo, na
auséncia de microesferas de PMMA, foi localizado na muscular propria (cortes
n° 13 e 25). No animal n° 5, em um corte histologico (corte n® 12),
identificou-se microesferas de PMMA em formato de émbolo no interior de
vaso linfatico intramural (Figura 20D), proximo a depdsito subseroso. O
implante submucoso “maior foi acompanhado por deposito subseroso “menor”
em 5 de 60 cortes (8,33%), enquanto o implante na muscular préopria “maior”
foi acompanhado por depdsito subseroso “menor” em 4 de 25 (16%) (P=0,45;
Tabela 6). No animal n° 4 implantes subserosos ‘“menores” foram
considerados apenas como extensdo dos implantes “maiores” localizados na
camada submucosa. A subserosa foi o local predominante de implante

(“maior” ou Unico), em pelo menos um corte histologico, em 4 (44,44%) entre
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9 animais, sendo 1 apds implante considerado “profundo” a endoscopia ¢ em

3, apds implante “superficial”.

Tabela 6. Localizacdo das microesferas na parede esofagica (cortes histolégicos)

Camada Implante maior Implante menor Implante subseroso*
n (%) n (%) n (%)
Mucosa 10 (9,53) 10 (23,25) -
Submucosa 60 (57,13)** 11 (25,58) 5(8,33)**
Muscular propria 25 (23,81)** 13 (30,23) 4 (16)**
Subserosa 10 (9,53) 9(20,93) -
Total 105 (100) 43 (100) -

*Em volume menor, combinado com depdsito submucoso ou na muscular propria.

** P=0,45 (Teste exato de Fisher)

7.3.7.2 Reacdo tecidual ao PMMA: apos seis meses, se caracterizou por reagio
inflamatoéria cronica inata envolvendo as microesferas, representada por
macrofagos e células gigantes. Ocasionalmente, linfocitos, plasmocitos e
eosinodfilos foram visualizados. Houve evidente depdsito de tecido fibroso entre
as microesferas e nas adjacéncias do implante, como uma céapsula de espessura

variada. Granuloma do tipo corpo estranho ndo foi encontrado.
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Figura 20. Estudo microscopico da juncdo esofagogastrica de suinos contendo
depésitos de PMMA

A, Implante submucoso (seta). B, Implante subseroso (seta). C, Microesferas em

linfonodo. D, Embolo de microesferas de PMMA no interior de vaso linfatico.
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Figura 21. Local do implante de PMMA na parede da JEG do animal n° 1
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Figura 22. Local do implante de PMMA na parede da JEG do animal n° 2
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Figura 23. Local do implante de PMMA na parede da JEG do animal n° 3
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Figura 24. Local do implante de PMMA na parede da JEG do animal n° 4
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Figura 25. Local do implante de PMMA na parede da JEG do animal n° 5
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Figura 26. Local do implante de PMMA na parede da JEG do animal n° 6
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Figura 27. Local do implante de PMMA na parede da JEG do animal n° 7
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Figura 28. Local do implante de PMMA na parede da JEG do animal n° 8
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Figura 29. Local do implante de PMMA na parede da JEG do animal n° 9
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8. DISCUSSAO

A terapéutica da doenga do refluxo gastroesofagico apresenta-se como um
desafio, pois tanto o tratamento clinico quanto o cirurgico sdo eficientes, mas o primeiro
tem alto custo e o segundo, consideravel morbimortalidade. Como citado na justificativa
do estudo, buscamos maior conhecimento sobre a terapéutica endoscOpica como
alternativa para o tratamento dessa doenca. Ha seis anos, foi iniciada uma linha de
pesquisa no nosso laboratério, que tem produzido conhecimento na area e a primeira
tese de doutorado em 2003 (25).

Naquela tese, apos a superacdo de diversas dificuldades técnicas e o
desenvolvimento do modelo experimental para refluxo gastroesofagico em suinos,
evidenciou-se que o implante endoscopico intramural de PMMA com agulha calibrosa
propiciava um significativo aumento na barreira anti-refluxo. No entanto, importante
processo inflamatério cronico com reagdo tecidual do tipo corpo estranho, sugerindo
nao-biocompatibilidade do polimero e, também, graves complica¢des, tais como
perfuracdo esofgica, diretamente relacionadas ao implante, foram observadas. Outros
autores relataram, concomitantemente, que implantes do polimero Enteryx® na parede
esofagica eram acompanhados por perfuragdes e/ou depdsitos de material na subserosa
em expressiva freqliéncia (12% dos implantes) (77).

Naquele momento, optou-se por aprofundar a experiéncia ja obtida no nosso
laboratorio, ainda em modelo animal, para torna-lo mais seguro e comprovar a sua
durabilidade, biocompatibilidade e eficacia apds observagdo prolongada. Para isso,
buscou-se desenvolver um novo sistema injetor endoscopico para implante menos
“profundo” no esofago, estudando-se a localizacdo intramural das microesferas do

PMMA, a reagdo histologica e o reforgo na barreira anti-refluxo apos seis meses.
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No estudo de Freitag e col. (25) o sistema injetor utilizado para o implante de
PMMA consistia em um tubo metalico posicionado, na luz esofagica, paralelamente ao
gastroscopio, permitindo a passagem de um catéter calibroso com agulha calibre 14 para
o implante. Procurou-se, no presente estudo, desenvolver catéter e agulha menos
calibrosos, permitindo sua introdugdo pelo canal de instrumentagdo de um endoscopio.
Porém, quando esse novo sistema foi testado em pecas anatomicas de suinos ex Vivo, a
injecdo do PMMA através de um longo ¢ delgado catéter (140 cm x 2,8mm de
diametro), adequado para um canal de instrumentacio de um gastroscopio
convencional, a elevada viscosidade do polimero levava a ruptura do proprio catéter ou
da seringa acoplada a pistola injetora. Obteve-se sucesso, entdo, com um novo catéter
medindo 95 cm em extensdo e com diametro externo de 2,8mm, acoplado a agulha
calibre 18, facilmente introduzivel em um fibro-sigmoidoscéopio (Olympus OSF) com
80 cm de comprimento e canal de instrumentagdo com 3,2mm de didmetro. A maior
seguranga e a facilidade de uso desse novo sistema injetor foram corroboradas no estudo
piloto e no proprio experimento, realizados sem ruptura do catéter ou perfuracdo
esofagica. Porém, ainda, observamos eventual escape retrogrado do polimero no
entorno do émbolo da seringa plastica, adaptada a pistola injetora, no momento do
implante esofagico, sugerindo que o sistema injetor tenha trabalhado no seu limite
pressorico, considerando-se a elevada viscosidade do PMMA utilizado. Feretis e col.
utilizaram outra apresentagdo de PMMA, provavelmente menos viscosa (Plexiglas®),
implantando-a na parede esofagica em 10 humanos através de um catéter com
comprimento de 90cm e agulha calibre 21, utilizando-se um fibro-sigmoidoscopio
(Olympus CF-140) (23). No relato desse grupo europeu, nenhuma complicagdo

associada a perfuracdo esofagica foi descrita.
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Em experimentos com observacdo prolongada, o uso de suinos domésticos,
como o da linhagem Large White ou German Landrace, ¢ desaconselhavel pelo seu
rapido crescimento corporal e expressivo ganho de peso, alcancando até 250 Kg de peso
corporal, na vida adulta (45), fato esse que dificultou muito o manuseio animal no
estudo de Freitag e col. (25). Importante contribuicao foi a descoberta pela veterinaria
do Centro de Pesquisas do suino da raca Macau-Piau, ainda criado na regido sul do
Brasil, desde a sua introducdo no pais pelos agorianos no século XVIII, trazidos da
entdo provincia portuguesa em Macau (China). Selecionou-se treze animais adultos
provenientes de apenas duas matrizes, com pelo menos oito meses de vida, compondo
uma amostra de boa qualidade e adequada homogeneidade da raga. Esses animais tém
pequeno porte e sua curva de crescimento ¢ semelhante ao do mini-porco Yucatan e
Gottingen descritos por outros pesquisadores. Entretanto a nossa sele¢do dos animais
quanto a idade (acima de 8 meses) para o experimento ignorou um fato contido na
literatura referente ao mini-porco da raga GOttingen, isto é, que o crescimento pode se
efetuar até os 2 anos de vida quando, entdo, sdo considerados na fase adulta (35). No
presente estudo, com a raga Macau-Piau, observamos aumento das dimensdes corporais
e do peso e também, aumento no comprimento esofagico (6,39cm, P=0,001) entre o
inicio e o término do experimento, medido entre a borda proximal do EEI e a arcada
dentaria. Portanto, os animais estudados ndo estavam ainda plenamente na sua fase
adulta. O incremento na extensdo esofagica observada provavelmente foi acompanhado
também por um aumento, concomitante, no didmetro da juncdo esofagogdstrica, o que
podera ter interferido na afericdo da PVG e do VVG.

Apo6s o desenvolvimento do sistema injetor, realizou-se breve estudo piloto,
obtendo-se, inicialmente, resultados desanimadores. O primeiro animal estudado

apresentou vOomitos e emagrecimento importante e, a segunda laparotomia apds 28 dias,
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observou-se volvo géstrico, supostamente associado a fixagdo da gastrostomia a parede
abdominal. No estudo anterior em nosso laboratorio (25), a fixagdo da gastrostomia foi
usada rotineiramente, visando evitar o extravasamento de acido para a cavidade
peritoneal durante a sua infusdo no estdbmago para a medida dos parametros de vazao
gastrica. No entanto, naquele estudo, entre 18 animais nao se identificou qualquer caso
de volvo gastrico. O segundo animal no projeto piloto evoluiu para o 6bito ao término
da afericdo da PVG e do VVG, provocado por aspiracdo maci¢a de acido para a via
respiratdria. Posterior andlise do estdmago desse animal revelou moderada quantidade
de residuos alimentares, pastosos, em sua luz, indicando periodo inadequado de jejum
pré-experimento. Decidiu-se entdo, modificar a técnica cirtrgica (evitando-se a fixacdo
da gastrostomia) e otimizar o jejum dos animais reduzindo a presenga de residuos no
estomago.

Com esses ajustes, obteve-se sucesso com tranqiiila evolugdo clinica dos
animais. A excelente recuperacdo pds-operatoria e a favoravel evolucao dos animais no
alojamento durante seis meses, especialmente quanto a manutencao do hébito alimentar
usual, ganho de peso corporal e curva térmica indicaram um bom controle das fases do
experimento. A Unica intercorréncia no periodo trans-operatério foi hipoventilagdo
transitoria durante a gastrostomia. Essa observagdo ocorreu tanto nas etapas pré quanto
pos-implante, em cinco animais. Essa disfungdo respiratéria foi, facilmente, revertida
com reposicdo de oxigénio e ventilagdo assistida. Comparativamente, o implante
endoscopico de Enteryx® em modelo suino também foi considerado clinicamente
seguro durante 24 semanas de acompanhamento (59).

Analisando-se a localizagdo dos depositos de polimero na parede da jungdo
esofagogastrica, os resultados demonstraram distribui¢do erratica apesar dos cuidados

com a técnica endoscopica para manter o implante “superficial”. A técnica endoscopica
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desenvolvida no presente estudo buscava implantar o PMMA nas camadas mais
superficiais do eso6fago, ou seja, na muscular da mucosa e/ou na submucosa, através da
observacdo de um imediato e progressivo abaulamento da mucosa durante o implante
com sistema injetor na parede esofagica. Esse pronto abaulamento durante a injecdo do
polimero foi observado na grande maioria (91,66%) dos implantes no presente estudo,
entretanto, a exclusiva localizagdo intramural superficial ndo foi atingida. Nos seis
animais em que o implante endoscopico foi considerado, definidamente, “superficial”,
depositos de PMMA foram encontrados na subserosa em trés suinos (50%) e na
muscular propria em cinco suinos (83%). Nos trés animais em que houve,
inadvertidamente, um implante “profundo”, detectou-se um deposito na subserosa em
um animal (33%) e depdsitos na muscular propria em outros dois animais (66%).
Portanto, a técnica endoscopica com “abaulamento da mucosa” ndo prediz a localizacdo
do implante na submucosa ou na mucosa esofagica. Mas ainda, essa técnica foi
acompanhada de freqiientes implantes na camada mais profunda da parede esofagica, ou
seja, na subserosa, sendo possivel especular-se que riscos para perfuracdo existem
também com essa abordagem.

Ao exame macroscopico, durante as necropsias realizadas apds seis meses do
implante, o PMMA foi facilmente identificado na parede da juncdo esofagogastrica em
todos os animais, sendo confirmado aos estudos histologicos. A analise macroscopica
das pecas anatomicas antes da sua fixa¢do em formalina sugeriu a presenga de implante
subseroso em trés animais (n® 3, 5 e 6), corroborado posteriormente pelo estudo
microscopico. No entanto, ndo se detectou sinais sugestivos de perfuracdo esofagica
como extravasamento do PMMA para os espagos supra ou infra-diafragmaticos, nem

tampouco aderéncias ou colegdes nesses locais.
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Ao corte das pecas ap6s fixagdo em formalina, pelo menos trés nodulagdes em
cada pega eram compativeis com o implante de PMMA e apresentavam-se com
tonalidade amarelada, bordos definidos e formato arredondado ou ovalado, com
diametro entre 05 ¢ 10 mm cada uma, em média. A permanéncia prolongada do
implante de PMMA aqui descrita ndo foi encontrada no Unico estudo a longo prazo,
comparavel, com Enteryx® (59). Nesse ultimo estudo os autores descreveram que
durante o implante endoscépico nos animais, expressivo vazamento do material para a
luz esofagica ocorria quando injetado na submucosa e apds 24 semanas do volumoso
implante (média de 4ml por animal) observaram que menos de 50% deles foram
identificados ao estudo histologico e total “auséncia” do material implantado em 2
(17%) dos 12 suinos (59).

O presente estudo sugere que PMMA apresenta estabilidade prolongada no
tecido esofagico, superior ao observado em modelo experimental com Enteryx®. E
possivel que a elevada viscosidade do material contendo PMMA justifique sua
capacidade de retencdo no sitio de implante durante e logo apos sua inje¢do, fato este
observado pelo minimo escape ou expulsdo de PMMA para a luz esofagica através do
pertuito de pun¢do na superficie epitelial.

Nos estudos experimentais envolvendo o implante de Enteryx®, a orientagdo
exclusivamente transversal para a realizacdo dos cortes histoldgicos foi descrita (27;59).
No presente estudo optou-se pela realizagdo de um corte transversal separando-se o
esofago abdominal da cérdia e, em cada um desses, cortes longitudinais seqiienciais.
Assim, foi possivel descrever, em cada corte histologico, a localizagdo exata das
microesferas de PMMA bem como a reacdo tecidual a elas associada. Entretanto, uma
técnica que possibilite a mensura¢ao do volume do implante entre as diferentes camadas

do eséfago ¢ desejavel. Quando o implante foi encontrado ocupando mais de uma
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camada no mesmo corte histologico, decidiu-se classificar o local com “maior” volume
de microesferas como o sitio “principal” do implante. Portanto, em exatamente 2/3 dos
cortes histologicos contendo microesferas de PMMA (66,66%), implante “maior” ou
“nico” nas camadas superficiais (submucosa e mucosa) foram encontrados. Quando o
implante foi visualizado na mucosa, o achado mais freqiiente foi a localizagdo
surpreendente de microesferas no interior da muscular da mucosa. “Morfologia i
morfometria de I’esofag. Estudi comparatiu” ¢ uma interessante tese de doutorado
realizada na Catalunyia (Espanha) sobre morfologia e morfometria do eséfago
comparando diferentes espécies (gatos, galinhas, ratos, cordeiros e seres humanos) e que
permite compreender essa deposi¢do exuberante de PMMA ao nivel da suposta delgada
muscular da mucosa. Em cordeiros € humanos, em idade adulta, a muscular da mucosa
e a submucosa, no esdfago abdominal, foram descritas como mais espessas quando
comparado a dos segmentos toracico e cervical do orgdo (4). No presente estudo, a
comparagdo dessas camadas superficiais entre os diferentes segmentos anatomicos do
esofago ndo foi realizada, mas a observacdo histolégica empirica da jungdo
esofagogéastrica de dois suinos na fase inicial (estudo piloto) indicou um importante
espessamento da muscular da mucosa quando comparada as demais camadas nesse
segmento, semelhante ao relatado no estudo Cataldo descrito acima. Esses achados
anatomicos provavelmente explicam a inesperada, mas freqiiente localizagdo de
depdsitos de PMMA ndo s6 na submucosa, mas também na muscular da mucosa.

No presente estudo, apesar da intencdo em se evitar implante “profundo”
(principalmente depodsito de PMMA na subserosa), ele foi identificado em até 1/3 dos
cortes histoldgicos. A incapacidade dos sistemas que visam o implante de polimeros no

tratamento da doenca do refluxo gastroesofagico em evitar a camada subserosa e a
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temida perfuracdo esofagica tem sido recentemente demonstrada em estudos
experimentais e também em estudos com seres humanos (27;77).

Considerando-se que o implante subseroso corresponde a “beira do precipicio”,
parece inaceitavel a utilizagdo, em seres humanos, de técnicas endoscopicas com altos
indices de depdsito subseroso. No presente estudo, at¢é mesmo quando o implante
“maior” estava localizado na submucosa, deposito residual de microesferas na subserosa
ocorreu em 8,33% dos cortes e quando o implante “maior” foi encontrado na muscular
propria, extensdo para a subserosa foi observada em 16% dos cortes histologicos. Isso
sugere que quanto mais profundamente se implantar o PMMA maior o risco de atingir-
se a “beira do precipicio”. Existem duas possiveis explicacdes para o achado desses
implantes subserosos: 1. parte do polimero, uma vez implantado na submucosa ou na
muscular propria, se introduziria até a subserosa devido a elevada pressdo intramural, no
momento do implante. Esta hipdtese ¢ reforcada pelo achado simultineo de
microesferas depositadas desde a submucosa até a subserosa no mesmo corte
histologico; 2. implante direto, inadvertido, através da penetracdo do bisel da agulha até
a subserosa.

Apesar da utilizagdo de agulha menos calibrosa (calibre 18), comparando-se ao
estudo de Freitag e col. (25), adicional aprimoramento dessa técnica de implante de
PMMA, como o uso de agulha calibre 21, ja descrito em estudo envolvendo seres
humanos (23), ¢ desejavel. Considerando-se que, para o implante de Enteryx®, agulhas
calibre 23 ou 25 foram utilizadas, e, ainda assim, relatos de perfuracdo esofagica foram
descritos (27;77), a técnica de implante superficial de PMMA, realizada no presente
estudo, na auséncia de tal complicacdo, sugere superioridade no quesito seguranga.

A presenca de microesferas no interior de um linfonodo, encontrada em um

animal, ¢ na luz de um vaso linfatico, em outro animal, foram considerados achados
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alarmantes. Estudo sobre o mecanismo de transporte de microesferas de PMMA para
estruturas adjacentes ou distantes, apds seu implante no tecido subcutineo em ratos,
descreveu que microesferas medindo entre 4 ¢ 8um de didmetro foram fagocitadas
localmente e visualizadas em linfonodos regionais ou em pulmdes. Microesferas
medindo entre 20 e 100um foram encapsuladas por tecido conjuntivo, macréfagos e
células gigantes (51). Estudos adicionais também descreveram migracdo de
microesferas de PMMA, relatando que aquelas com menos de 15um em tamanho foram
usualmente fagocitadas e, eventualmente, transportadas para linfonodos (67;92). Os
mecanismos aceitos para o transporte de microesferas sdo: 1. hematogénico, através de
injecdo venosa inadvertida com migracdo do material, usualmente, para os pulmdes; 2.
linfatico, provocado por lesdo inadvertida da rede linfatica, resultando em transporte
para linfonodos ou pulmdes; 3. fagocitose de microesferas por macrofagos e posterior
migrac¢ao para linfonodos locais (51).

O polimero utilizado no presente experimento foi descrito como contendo
microesferas com didmetro superior a 35um. No entanto, o surpreendente encontro de
microesferas no tecido linfatico levou a analise do PMMA, ndo planejada inicialmente,
através da microscopia eletronica e estudo granulométrico do polimero. As imagens a
microscopia eletronica sugeriram, claramente, microesferas com menor tamanho que o
informado preliminarmente. A analise granulométrica confirmou essa observagao,
indicando que 10% das microesferas tinham volume menor que 1,87um. A utilizagdo de
polimero contendo microesferas de reduzido tamanho (<15um) sugere que fagocitose
com posterior migracdo de macréfagos contendo PMMA explicaria o achado de
polimero no tecido linfatico.

Processo inflamatorio cronico e reagdo tecidual do tipo corpo estranho foram

descritos anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa ap6s um curto periodo do
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implante (28 dias) (25). Entretanto, o presente estudo € o primeiro que descreve a reagdo
tecidual tardia ao implante de PMMA no esofago, sugerindo biocompatibilidade. O
expressivo numero de evidéncias indicando que produtos a base de PMMA apresentam
biocompatibilidade quando implantados em seres humanos e em ratos (49), ¢ aqui
corroborado pela observagdo de apenas processo inflamatdrio cronico inato permeando
as microesferas de PMMA apo6s seis meses do seu implante na parede da jungdo
esofagogastrica, além da auséncia de granuloma do tipo corpo estranho. Esse padro
histologico contrapde-se, favoravelmente, ao descrito com o implante de Enteryx®, no
qual se observou reacao inflamatéria aguda apds 2 ou 4 semanas do implante em mini-
porco Yucatan e cdes Mongrel, e mesmo reagdo granulomatosa apds 24 semanas do
implante em mini-porcos Yucatan (59).

Processo inflamatorio agudo, restrito a muscular propria, foi identificado em
dois cortes histoldgicos, proximos entre si, em um mesmo animal. No entanto,
microesferas de PMMA ndo foram encontradas nesse sitio inflamatorio, mas sim no
interior de um linfonodo peri-esofagico, visualizadas em dois cortes histologicos.
Segundo a literatura, a presen¢a de impurezas na superficie das microesferas de PMMA
¢ considerada o principal estimulo para reacdo imunoldgica contra esse polimero,
manifestada histologicamente pela formacdo de “granuloma do tipo corpo estranho”
(49). Portanto, ¢ incerto se o processo inflamatdrio agudo ¢ relacionado ao implante de
PMMA nesse local.

O modelo experimental, adaptado de outros estudos e, adicionalmente,
desenvolvido no nosso laboratodrio, foi preliminarmente testado e considerado adequado
quanto a sua reprodutibilidade na afericio da PVG (25). Porém, esse teste ndo foi
realizado para avaliar o pardmetro VVG. No presente estudo, um efeito prolongado do

implante de PMMA na barreira anti-refluxo, obtido apds seis meses do procedimento,



105

foi controverso. O parametro VVG apresentou significativo aumento seis meses apos o
implante do PMMA (P=0,04), indicando refor¢o na barreira anti-refluxo. Por outro lado,
a PVG ndo apresentou aumento esperado apos seis meses do implante. Teve-se o
cuidado de analisar os dados de vazdo gastrica ajustando-os para o significativo
aumento de peso observado nos animais, reduzindo a possibilidade de que o
crescimento corporal e proporcionalmente, o aumento das dimensdes do estdmago,
pudessem justificar a diferenca significativa observada no VVG pré e pés-implante.

As possiveis justificativas para esse resultado “negativo”, referente a PVG,
seriam: 1. O volume de PMMA (2,7ml/ animal) utilizado foi inferior ao volume de
Enteryx (4ml/animal) e muito aquém dos 31,8 ml implantados na parede do es6fago em
seres humanos (23). Como o implante superficial de materiais formadores de volume
(PMMA, Gatekeeper®), usualmente, ¢ acompanhado por abaulamento da mucosa, seu
efeito mecanico na reducdo da area de seccdo transversa da jungdo esofagogastrica (74)
possivelmente seja dose-dependente. No entanto, a correlagdo entre o volume de
implante e o efeito nos parametros de vazao gastrica nao foi significativo no presente
estudo; 2. O reduzido tamanho da amostra, de 9 animais, calculado de acordo com os
dados descritos em estudo preliminar (25), possibilitaria chance de erro tipo II; 3. A
utilizagdo de animais adultos do sexo feminino, considerando-se a presenca de ciclo
ovulatorio e a conseqiiente influéncia hormonal na motilidade géstrica e do EEI, poderia
justificar a inesperada variabilidade observada nos valores de PVG e VVG. Como se
explica, no mesmo animal (numero 5), PVG inicial de 18 mmHg e, apés o implante, de
8,6 mmHg? De fato, retirando-se da andlise estatistica esse animal (maior variabilidade
entre o grupo), o aumento da PVG passaria a ser significativo (P=0,05); 4. A
reprodutibilidade do método de afericdo da PVG, apesar de obtida em estudo anterior,

poderia ser inadequada; e 5. A peristalse esofagica, primaria ou secunddria, associada ao
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relaxamento do EEI, poderia “abreviar” a vazdo gastrica caso ocorresse,
espontaneamente, durante a distensdo do estobmago pela solu¢dao acida. Esse potencial
viés poderia ser controlado com o uso de um marcador de degluticio.

Estudo com implante de Enteryx® também obteve resultados discordantes no
refor¢o da barreira anti-refluxo em suinos, detectando-se aumento significativo na PVG,
porém sem alteragdo no VVG (59). Também em suinos, refor¢o na barreira anti-refluxo
foi observado apds liberagdao de energia por radiofreqiiéncia ao nivel da cardia, aferida
apenas pela PVG (94). Estudo em babuinos avaliou o efeito da valvuloplastia
endoscopica ao nivel da cardia apds 6 meses, descrevendo reforgo significativo na
barreira anti-refluxo comparando os valores de PVG e de VVG entre os animais
tratados e um grupo controle (58). No entanto, também em babuinos, relato sobre o
efeito da gastroplastia endoscopica no refor¢o da barreira anti-refluxo ndo observou
aumento significativo na PVG e no VVG dos animais tratados, comparados a um grupo
controle (57). Estudo em caes descreveu sucesso no refor¢o da barreira anti-refluxo
apos diversas técnicas de valvuloplastia endoscopica, aferida apenas pela PVG (40).
Teste de reprodutibilidade das diferentes técnicas de afericdo de PVG e VVG, descritas
na literatura, ndo foi encontrado. Permanece a necessidade de aprimorar-se a precisao
desse método de aferigdo da PVG ¢ do VVG e o conhecimento sobre os fatores
envolvidos no mecanismo de vazao géstrica para o esdfago.

Nao se observou, no presente estudo, aumento significativo na pressao basal e
no comprimento do EEI seis meses ap6s o implante. As terapéuticas endoscopicas,
sejam por implante de polimeros ou por radiofreqiiéncia, ndo parecem aumentar a
pressdo ou alterar o comprimento do EEI, como também encontrado no presente estudo

(20;59;94). No entanto, ap6s gastroplastia endoscdpica, realizada pelo mesmo autor em
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modelos canino e suino, foi observado aumento da pressdao e do comprimento do EEI
(40;41).

Historicamente, afirmava-se que o componente principal no controle do refluxo
gastroesofagico seria a pressao basal do EEI e que sua hipotonia seria o principal
mecanismo para justificar o refluxo gastroesofagico em niveis patologicos.
Posteriormente observou-se que a maioria dos pacientes apresentava pressiao
esfincteriana dentro da normalidade, comparaveis a dos individuos normais, ¢ que o
mecanismo mais comumente associado ao refluxo gastroesofagico foi o relaxamento
transitorio do EEI (64). Em estudos experimentais, utilizando-se cdes ¢ ferrets,
acordados, esse reflexo neural envolvendo o EEI, os nervos vago e o tronco encefilico,
foi exaustivamente estudado e testado com diversos agonistas e antagonistas de
receptores endogenos, tanto nas vias aferente, central e eferente do circuito neuromotor
(47). Ha evidéncias indicando que a lesdo na cardia provocada pelo uso da energia por
radiofreqliéncia inibe a ocorréncia do relaxamento transitorio do EEI (90). No entanto,
inexistem estudos que tenham avaliado o efeito da inje¢do de polimero em tal reflexo
neural. No modelo suino utilizado no presente estudo, provavelmente o relaxamento
transitorio do EEI ndo influenciou as medidas de vazdo gastrica porque ¢ bem sabido
que anestesia profunda, testada em caes, inibe o reflexo neural que comanda o
relaxamento transitorio do esfincter esofagico inferior (10) e que no dectbito horizontal
esse reflexo também ¢ abolido (64).

O provavel mecanismo para o reforco da barreira anti-refluxo apds implante de
polimeros, tipo PMMA ou Enteryx®, ¢ semelhante ao descrito com o Gatekeeper®, os
quais uma vez implantados em nivel “superficial” sdo acompanhados por abaulamento
da mucosa, com reducdo na area de secc¢do transversa da jung¢do esofagogastrica. A

conseqiiente reducdo da abertura esfincteriana por esse mecanismo de contengdo,
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durante o relaxamento transitério do EEI ou durante um rapido aumento na pressao
intra-gastrica, reduziria o volume do refluxado e, até mesmo, sua composi¢ao (43).
Portanto, considerando-se a complexidade do mecanismo fisiopatoldgico envolvido no
refluxo gastroesofagico, acredita-se que o resultado discordante do presente estudo
(PVG e VVG pré e pos-implante) ndo enfraquece as evidéncias ja existentes de que o
implante de polimero (PMMA) na juncao esofagogéstrica reforce a barreira anti-refluxo
(23;25).

Estudos clinicos relatam que as modalidades de endoterapia para a DRGE
(radiofreqiiéncia, implante de polimero e gastroplastia), tém falhado no controle da
exposicdo acida esofagica aferida pela pHmetria prolongada (8;9;56). Em estudos
experimentais, a avaliagdo da exposicdo dcida esofigica foi descrita, porém com
metodologia e resultados heterogéneos (41;84). Em recente publicagdo, valores normais
referentes a exposi¢do acida esofdgica, avaliada aos 3 cm acima do EEI, foram obtidos
em 33 suinos German Landrace (28). Porém, a necessidade de cardiomiotomia
cirirgica para indugdo de refluxo gastroesofagico em niveis patoloégicos dificulta o uso
desse método. Estudos adicionais sdo necessarios para estabelecer o uso da exposi¢ao
acida esofagica como parametro para monitorar as intervengdes terapéuticas ao nivel da
jungdo esofagogastrica.

Nosso trabalho, naturalmente, apresentou limitagdes: 1. O estudo da pressdo
basal do EEI poderia ter sido mais “fisiologico” caso fosse possivel reduzir o uso de
anestésicos; 2. A qualidade da imagem do conjunto microcidmera-endoscopio,
possivelmente inferior a de um video-endoscopio; e 3. A heterogeneidade nas
dimensdes das microesferas do PMMA implantado, sendo a provavel justificativa para

o encontro de polimero em tecido linfatico.
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Finalizando, corrobora-se, nesse estudo, algumas evidéncias que suportam o
periodo de moratdria, recentemente sugerido, a favor da interrup¢do do uso do
procedimento de endoterapia para a doenga do refluxo gastroesofagico, em seres
humanos, a nivel mundial (34). E consenso no nosso grupo de pesquisa que a futura
retomada da endoterapia com uso de polimeros, deva ser monitorizada simultaneamente

ao implante, de forma a reduzir o risco das graves complicagdes descritas.
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9. CONCLUSOES

1.

De acordo com os objetivos do estudo, conclui-se que:
A técnica de implante “superficial” na parede da juncdo esofagogastrica foi
atingida na maioria das tentativas, ndo se observando perfuragdo esofagica.
Entretanto, deposito significativo na subserosa foi encontrado freqiientemente;
O PMMA foi identificado em todos os animais sugerindo durabilidade do
implante. Entretanto, a sua localizagdo na parede da juncdo esofagogéstrica foi
erratica, sendo encontrado distribuido, na maioria das vezes, na mucosa,
submucosa e muscular propria. Implante “maior” de PMMA na subserosa foi
observado, em pelo menos um corte histoldégico, em quatro animais;
A reacdo histolégica sugere compatibilidade do PMMA ao nivel da juncao
esofagogastrica nesse modelo experimental;
Houve aumento significativo na barreira anti-refluxo quando aferida pelo
volume de vazdo gastrica, mas nao pela pressdo de vazdo gastrica apds seis

meses.
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10. ANEXOS

10.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DO PMMA

Figura 30. Andlise morfoldgica do PMMA (microscopia eletrénica)



10.2 ANALISE GRANULOMETRICA DO PMMA

112

A
n PARTICLE SIZE DISTRIBUTION
C"_AS CILAS 1180 Liquid
Range : 0.04 mu -2500.00 mu / 100 Classes
™y
Sample Ref ; PMMA Ultrasounds 160 s (+during)
Type produit : P6 branco Concentration 2124
Client - HCPA - psanches Diameter at 10% - 1.87 mu
C_on”_tments : Diameter at 50% 24174 mu
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Dispersing agent Mean diameter ©39.68 mu
Operator - Cynthia Fraunhofer
Company :LACER Density/Factor -
Location UFRGS Specific surface
Date - 28/12/2005 Time : 11:03:56 Automatic dilution No / No
Index meas. 21024 Meas./Rins. 60/60/8
SOP : LACER
S J
B
oo in volume / undersize
80
o, a
o G
ph P
S e . T
3 ] @
c | o
o | «Q
3 3
< —
pe 40 e
S ES
Al =
~ =]
O“‘?'
20
.-'/'J T
Ol |
0.1 1.0 10.0 100.0 1000.0
0.04 2500.0

x ( Diameter )/ mu

Figura 31. Analise granulométrica do PMMA

A, Tabela de dados. B, Histograma
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ANIMAL No: 5
DATA EM QUE VOLTOU PARA O LAMI: 19/08/2004
DATA 18/08 21/08 25/08 28/08 01/09 04/09 09/09 11/09 14/09 18/09
HCPA
PESO (Kg) 37 38 382 38 38 38 38 39 39 405
TEMPERATURA 381 375 381 2381 384 373 376 376 385
°C
COMEU? SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
URINOU? SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
EVACUOU? SM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
VOMITOU? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
DOR? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
PROSTRADO? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
FERIDA OK OK OK ©OK OK OK ©OK OK OK
CIRURGICA?
ATB SIM NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
ANALGESICO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
DATA 22/09 24/09 29/09 02/10 06/10 09/10 13/10 16/10 20/10 23/10
PESO (Kg) 42 41 41 41 415 425 435 42 40
TEMPERATURA 37,2 388 389 388 385 382 373 374 38 373
°C
COMEU? SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
URINOU? SM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
EVACUOU? SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
VOMITOU? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
DOR? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
PROSTRADO? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
FERIDA OK OK OK OK OK ©OK ©OK ©OK OK OK
CIRURGICA?
ATB NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
ANALGESICO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
DATA 28/10 30/10 03/11 06/11 11/11 13/11 20/11 24/11 27/11 02/12
PESO (Kg) 42 44 43 43 43 43 42 415 41 42
TEMPERATURA 389 388 381 376 38 374 379 375 374 384
°C
COMEU? SM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
URINOU? SM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
EVACUOU? SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
VOMITOU? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
DOR? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
PROSTRADO? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
FERIDA OK OK OK OK ©OK OK ©OK OK OK OK
CIRURGICA?
ATB NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
ANALGESICO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
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DATA 04/12 11/12 16/12 18/12 21/12 24/12 30/12 04/01 07/01 11/01
PESO (Kg) 41 40 39 41 39 39 38 38 38 40
TEMPERATURA 388 374 37,1 384 387 379 384 381 386 384
°C

COMEU? SIM SIM SIM SM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
URINOU? SIM SIM SIM SMM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
EVACUOQU? SM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
VOMITOU? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
DOR? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
PROSTRADO? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
FERIDA OK OK OK OK OK OK OK ©OK OK OK
CIRURGICA?

ATB NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
ANALGESICO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
DATA 15/01 18/01 21/01 25/01 28/01 01/02 04/02 09/02 12/02 15/02
PESO (Kg) 40 40 40 40 40 40 39 39 39 39
TEMPERATURA 38,3 386 387 384 381 378 379 374 378 377
°C

COMEU? SIM SIM SIM SM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
URINOU? SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
EVACUOU? SIM SIM SIM SMM SIM SIM SIM SIM SIM SIM
VOMITOU? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
DOR? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
PROSTRADO? NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
FERIDA OK OK OK OK OK ©OK ©OK OK OK oK
CIRURGICA?

ATB NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
ANALGESICO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
DATA 18/02 22/02 25/02 01/03 04/03 08/03
PESO (Kg) 39 39 39 38 38 37
TEMPERATURA °C 38,1 37,6 37,9 37,4 37,5 38
COMEU? SIM SIM SIM SIM SIM SIM
URINOU? SIM SIM SIM SIM SIM SIM
EVACUOU? SIM SIM SIM SIM SIM SIM
VOMITOU? NAO NAO NAO NAO NAO NAO
DOR? NAO NAO NAO NAO NAO NAO
PROSTRADO? NAO NAO NAO NAO NAO NAO
FERIDA CIRURGICA? OK OK OK OK OK OK
ATB NAO NAO NAO NAO NAO NAO
ANALGESICO NAO NAO NAO NAO NAO NAO
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10.5 PERSPECTIVAS ACADEMICAS DO AUTOR

Aceito para o pds-doutorado por dois anos (2006-2007) sob a orientacdo do
Professor Daniel Sifrim no “Center for Gastroenterological Research”, na Katholieke
Universiteit Leuven, Bélgica. Projetos a executar naquele laboratorio:
1. Desenvolvimento de modelo animal (gato) para estudo do relaxamento
transitorio do EEI, com testes farmacologicos;
2. Avaliagdo do refluxo gastroesofagico noturno em pacientes com DRGE,
através de pHmetria-impedanciometria prolongados.
Retorna em 2008 ao Programa de Pos-Graduagdo: Ciéncias em
Gastroenterologia (UFRGS) como Professor Colaborador e Orientador ¢ como
Pesquisador no Laboratério de Motilidade Experimental do Centro de Pesquisas do
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