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RESUMO

O presente estudo avaliou o percloreto férrico a 80 % como agente
hemostatico topico no trauma renal produzido por lesdo cirurgica em rins de Rattus
novergicus albinus, da cepa Wistar. Comparou-se esta técnica hemostatica com a
técnica da sutura com fio categute simples. Um grupo de ratos com rins lesionados
cirurgicamente sem tratamento hemostatico serviu como controle. O modelo foi
desenvolvido utilizando-se ratos com idade média de 170 dias e peso médio de 205
gramas. Foram divididos em trés grupos de dez ratos cada. Grupo A, dos animais que
sofreram o trauma cirdargico renal, sem tratamento hemostatico. Grupo B, do categute.
Grupo C do percloreto férrico. Todos os animais foram mantidos em biotério
climatizado em temperatura e umidade, mantidos em gaiolas especificas, com acesso
livre & 4gua e ragdo e com ciclo claro-escuro de doze por doze horas. Foram
submetidos a um procedimento cirtrgico padronizado : anestesia inalatéria com éter
sulfarico, tricotomia e laparotomia mediana xifo-pubica com técnica asséptica. O
retroperitonio foi acessado e o rim esquerdo foi dissecado de seu sitio anatdmico. O
polo inferior foi seccionado por lamina de bisturi convencional. Os animais do grupo
A nao receberam tratamento hemostatico. No grupo B, os animais receberam
tratamento hemostatico por sutura de categute simples calibre 6-0, dois pontos em
”U”. Os animais do grupo C, receberam tratamento hemostatico por aplicagdo topica
da solugdo aquosa de percloreto férrico a 80 %. A laparorrafia foi procedida e
respeitou-se periodo de observacao de sete dias nas mesmas condi¢des de biotério do
pré operatdrio. Depois desse periodo, todos os animais foram submetidos a eutandsia
por dose letal inalatoria de éter sulfurico e submetidos a nova laparotomia. Houve
avaliagdo macroscopica no momento da segunda laparotomia e microscopica pela
técnica da hematoxilina-cosina. Na avaliagdo macroscopica de todos os ratos, revelou-
-se aderéncia do colon descendente a area ressecada dos rins e auséncia de hematomas
ou abscessos. No estudo microscopico, avaliou-se necrose, exsudacdo neutrofilica,
trombose, formagdo de granulomas e degeneragdo tubular. A avaliagdo estatistica nao
foi aplicada aos resultados das observagdes da macroscopia. Os dados do estudo
microscopico foram submetidos a analise estatistica pelo teste “Exato de Fisher”, com
o nivel de significancia de 5 %. Verificou-se que para o modelo proposto, o percloreto
férrico ndo apresentou diferenca significativa, comparando-se a sutura de categute e ao
grupo sem tratamento hemostatico, nos parametros hemostasia, reacdo macroscopica
local e reacao histolégica.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate 80% ferric perchloride as an
hemostatic agent in renal trauma secondary to surgical lesion in kidneys of Wistar rats
(Rattus novergicus albinus). This hemostatic technique was compared with the
hemostatic suture of simple catgut and injuried kidneys without hemostatic treatment.
The model was developed using rats, with an average age of 170 days and 205 g
average weight, divided in three groups. The A group was formed by rats with renal
injury and no hemostatic treatment. The B group was formed by rats treated with
catgut suture and the C group was treated with ferric perchloride. Each group had ten
rats. The animals were maintained in temperature and humidity acclimatized vivarium,
in specific polipropilene cages for these kind of animals, irrestricted water and ration,
with twelve by twelve hours clear and dark cicle. They were submitted to a surgical
procedure: inhaling anesthesia with sulfuric ether, trichotomy and median xyphopubic
laparotomy with asseptic technique. The retroperitoneum was accessed, the left kidney
was dissected and the inferior pole sectioned with conventional scalpel. ”A” group
animals did not receive hemostatic treatment. The “B” group animals, received
hemostatic treatment with 6-0 gauge in “U” catgut suture, two points. Those from “C”
group, received hemostatic treatment with a topical administration of an 80% aqueous
solution of ferric perchloride over the bleeding area. Laparorrhafy was performed with
a 910 polyglactin gauge 5-0 continuous suture for the aponeurotic/muscle plan and
continuous 5-0 monofilamentar nylon suture for the skin and subcutaneous plan. A
seven-day period of observation was respected in the same standard vivarium
conditions of pre-surgery. After this period, the rats were sacrificed by inhaling a
lethal dose of sulfuric ether and then underwent a left paramedian laparotomy to avoid
adherence of previous surgical access. Left kidneys were evaluated by the surgeon. It
was seen that all the animals presented adherence of the descending colon to the
kidney’s resected area and no hematoms or abcesses were observed. Kidneys were
removed for optical hematoxilin-eosin histological evaluation. The microscopical
study showed necrosis, neutrofilic exsudation, trombosis, granulomatosis and tubular
degeneration. The statistic evaluation was not applied to the results of the macroscopic
observations. The data of the microscopic study were submitted to statistic analysis by
the “Fisher’s Exact” test with a level of 5% significance. It was observed that for the
proposed model, the ferric perchloride presented no significant difference compared to
the catgut suture and to the group which had not been submitted to hemostatic
treatment, concerning hemostasis parameters, local macroscopic reaction and
histologic reaction.
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1 INTRODUCAO

Desde o surgimento dos atos operatérios, o tratamento hemostatico das
lesdes decorrentes desses procedimentos, t€ém ocupado as mentes de muitos cirurgides.

Inicialmente, quando os fios de sutura e o eletro ou termo-cautério foram
criados, aparentemente houve a solucdo dos problemas quanto a hemostasia de
pequenas lesdes. Surgiram porém outras dificuldades: As reagdes de corpo estranho,
necrose ¢ a infec¢ao. Foram entdo criados os fios absorviveis e os monofilamentares,
que diminuiram significativamente esses problemas. A cauterizacao térmica continuou
efetiva, porém com restri¢des quanto aos locais de uso e a necrose por ela causada. Os
fios de sutura continuaram sendo os principais meios de hemostasia durante muitos
anos, fosse para ligadura de vasos, ou suturas de lesdes sangrantes. Percebeu-se que
muitas vezes, o tempo para se promover hemostasia com as suturas ou ligaduras, era
demasiado longo para situagdes de risco cirurgico e alguns casos proibiam o uso de
cautérios. Precisava-se de mecanismos de hemostasia ou sintese, eficientes, de mais
rapida aplicagdo e com a menor reagdo tecidual possivel. Surgiram os grampos
metalicos e produtos sintéticos ou organicos com esta finalidade. Desses produtos,
varios deles ja foram testados e encontram-se em uso corrente nas mais diversas
situagdes cirurgicas. Sao eles: a esponja de gelatina, as colas cirargicas (de coldgeno,
acrilicas e de fibrina), as malhas de fios absorviveis, a membrana de celulose, a matriz
de colageno (COLN et al., 1983). Como substancias cauterizantes, existem o sulfato
férrico (MONSEL, 1856), o percloreto férrico (EPSTEIN; MAIBACH, 1964), o
cloreto de aluminio (CAMISA: ROBERTS, 1983), o nitrato de prata, os diferentes
acidos nas mais diversas concentracoes € mais recentemente, o polietilenoglicol
(NAKAYAMA; MATSUDA, 1999) e acetilglicosamina (CHAN et al., 2000).

O percloreto férrico, ¢ um agente hemostatico usado pelos dermatologistas



nas biopsias e abrasdes diagndsticos, onde o tratamento hemostatico por sutura torna-
-se dificil pela falta de tecido, ou por nao se indicar o uso do eletro ou termocautério
(EPSTEIN; MAIBACH, 1964). O mecanismo de agdo da droga se faz pela coagulacao
de proteinas dos vasos e outros tecidos, formando uma crosta sobre a lesdo. Desse
modo, ha a oclusdo de pequenos vasos sangrantes. A crosta pode aumentar quando o
percloreto férrico ¢ aplicado sucessivamente sobre o sangue. Assim, com a coagulagao
deste, ocorre a oclusdo até de vasos de maior calibre (EPSTEIN; MAIBACH, 1964).

Nao se utilizou até hoje o percloreto férrico como agente hemostatico em
cirurgias urologicas. A efetividade do produto nos procedimentos dermatologicos,
sugere que podera haver a mesma agdo nas lesdes renais. Elas sdo habitualmente
tratadas com sutura de fio absorvivel, procedimento que por vezes causa laceragao do
parénquima, com piora do sangramento. A sutura também pode causar necrose em
grau variavel, conforme a técnica utilizada, a vascularizagao do tecido e o grau do
trauma ao qual o o6rgdo foi submetido. Existe entdo a expectativa de uma técnica
hemostatica de facil aplicabilidade, que produza menor nimero de complica¢des
possiveis. O percloreto férrico pode ser uma possibilidade.

Neste estudo, foi utilizado o percloreto férrico a 80 %, para a hemostasia do
trauma renal produzido por nefrectomia polar inferior, em ratos machos da cepa

wistar.



2 OBJETIVO

Este trabalho foi idealizado com o objetivo de avaliar a solugdo de
percloreto férrico a 80 %, para aplicacdo topica em lesdo renal de ratos Wistar, comparando-a
a sutura de categute simples e a rins lesionados sem tratamento hemostético, nos seguintes
parametros:

- Efetividade hemostatica,
- Reacdo macroscopica local,

- Alteragdes histoldgicas.



3 REVISAO DA LITERATURA

Antes da medicina entrar na era dos procedimentos cirargicos de grande
porte sob anestesia, € muito antes de se discutir o tratamento do trauma, j& havia desde
os primeiros “atos médicos e odontologicos™, a preocupagao com o sangramento que
pudesse ocorrer. A mesma preocupacdo ocorria quando de hemorragias pos
traumaticas.

Em 1964, EPSTEIN ¢ MAIBACH fizeram uma revisao historica sobre os
trabalhos de Leon Monsel, um farmacéutico do exército francés, que em meados do
século XIX, descreveu uma solugao de sulfato ferroso que se oxida pelo acido nitrico
na presenca de acido sulfurico. MONSEL, em seu trabalho de 1856, relatava ser este
composto como sendo um ‘“‘agente poderosamente hemostatico”. Considerava esta
solucdo menos acida e consequentemente menos irritante que o sulfato férrico, agente
hemostatico ja conhecido na época, mas jamais descrito para uso terapéutico. Em
1863, essa solucao foi classificada pela United States Pharmacopeia (coletanea de
drogas e outros produtos farmacéuticos classificadas nas diversas classes pela
Convenc¢ao Americana de Farmacologia), sendo seu uso mais difundido e portanto
alvo de maiores investigagoes.

PROCTOR, um farmacologista que estudou essa preparagdo em 1859,
provou que na verdade, a “solucdo de Monsel”, nao ¢ diferente da solug¢do de sulfato
férrico e tampouco € menos acida que a mesma. As quantidades de sulfato ferroso e
acido sulftrico adicionados entre si em uma solugdo, eram apenas suficientes para
resultar em sulfato férrico quando oxidados pelo acido nitrico. Durante muitos anos,
nao se voltou a estudar essa solucdo. Entao, EPSTEIN ¢ MAIBACH em seu trabalho
de 1964, estabeleceram o mecanismo de agdo exato dos sais de ferro (sulfato e cloreto)
sobre o processo de coagulacao de pequenas lesdes, quando de seu uso topico. Sendo

esses tipos de compostos extremamente acidos (sais com pH abaixo de 1), causavam a



coagulacdao de proteinas tissulares, sangiiineas e do endotélio dos vasos, formando
uma crosta que ocluia pequenos vasos. Ac¢do semelhante ¢ causada, pelo acido
tricloroacético, o nitrato de prata, o eletrocautério (calor) e o criocautério (frio).

O pH dos sais de ferro (sulfato ou cloreto), ¢ desse modo acido, por causa da
hidrolise do ion férrico. Tentativas de neutralizar solugdes contendo esses sais,
resultavam na precipitacdo de complexos de oxido férrico, perdendo a efetividade
hemostatica. Esses mesmos autores ainda compararam a solu¢do de Monsel (sulfato
férrico 20 ou 22 % a 3,8 molar), o cloreto férrico a 3,8 molar e o cloreto ferroso a 3,8
molar, como agentes hemostaticos nas lesdes cirurgicamente feitas em orelhas de
cobaios. Provaram que a solugdo de Monsel e o cloreto férrico sdo efetivos ao produzir
hemostasia e que o cloreto ferroso ndo foi eficaz para o modelo proposto. Preferiram
no entanto, a solucdo de cloreto férrico a solugdo de Monsel, pois aquela ¢ mais
soluvel do que esta. Desde entdo, a “Solucao de Monsel” tem sido preterida a solucao
de cloreto férrico nos mais diversos usos, como veremos adiante.

De acordo com a enciclopédia farmacoldégica MERCK, cloreto férrico,
percloreto férrico, sesquicloreto férrico, tricloreto férrico e cloridrato férrico, sdo
sinonimos. O prefixo “per”, refere-se a posi¢ao das moléculas de cloro em relagao a
molécula do ion férrico. E um p6 de cristais amarelo-acastanhados, com leve odor
cloridrico, altamente higroscopico, portanto bastante solivel em agua, éter, alcool e
acetona. Tem peso molecular de 162,2 unidades de massa atomica e na forma

hidratada 270,3 (MERCK, 1996).

Cl

Fe(Cl)3 Fe
VRN

Fig 1 — Férmulas quimicas molecular e estrutural do percloreto férrico. Cl Cl



WOOD e SEVERIN, em 1980 ¢ WOOD, em 1981, descreveram sua
experiéncia com o uso topico de solugdes de sais de ferro como agentes hemostaticos
nas pequenas lesdes de pele. Esses autores ja utilizavam o percloreto férrico de longa
data, com boa efetividade hemostatica, conhecendo as reagdes histologicas habituais
da pele ao seu uso. Observaram que, de 20 a 37 dias apos o uso do percloreto férrico
nas lesdes de pele, ocorria uma extensa proliferacao fibrovascular, com macrofagos
intensamente pigmentados. Os histiécitos e fibroblastos formavam nodulos
pigmentados na derme, os quais podiam ser considerados como melanoma maligno
para um patologista ndo avisado do uso de sais de ferro. Em seus estudos, descreveram
quatro casos de reagdo atipica ao uso da solucdo. Eram nddulos grandes (3,5 cm),
visualizados aos cortes histologicos como tecido fibro-histiocitico altamente
vascularizado, com pigmento granular marrom no citoplasma dos histiocitos.
OLMSTEAD et al. em 1980, também descreveram seis casos dessa reagao “gigante”.

AMAZON, ROBINSON ¢ RYWLIN em 1980, estudaram a ferruginacao da
fibrina, do colageno dérmico e da musculatura estriada, quando o percloreto férrico
era utilizado para a hemostasia em bidpsias de pele. A substancia ndo interferiu com a
regeneragao da epiderme, porém para o tecido muscular esquelético, eventualmente
lesionado pelas pungdes, produziu uma reagdo inflamatoéria persistente por varias
semanas. Confirmou-se a boa capacidade de hemostasia do percloreto férrico para
biopsias de pele em humanos.

CAMISA e ROBERTS em 1983, revisando os casos de OLMSTEAD de
1980, descreveram tatuagens de lesdes de pele, porém utilizando a “solucdo de
Monsel”, em vez da solugdo de percloreto férrico. A tatuagem ocorreu, mas com baixa
freqiiéncia. Quando isso ocorreu, estava relacionado com a quantidade da solucao
utilizada e com a presenca do sal férrico precipitado na solucdao. Sugeriram o uso de
cloreto de aluminio a 25% em alcool, em substituicdo a “solugdo de Monsel” nesse

tipo de procedimento.



DAVIS et al. em 1984, utilizando a “solucdo de Monsel” para hemostasia
ap6s bidpsias de colo uterino, demonstraram que esse preparado causava necrose
tecidual que persistia por duas semanas e impedia a reepitelizagao habitual das lesdes.

ARMSTRONG, NICHOLS e PACHANCE em 1986, realizaram estudo
comparativo em dez pacientes, fazendo biopsias de pele. Trataram o sangramento
decorrente do procedimento, com matriz de coldgeno (esponja) e com a “solucao de
Monsel”. Fizeram em cada paciente, duas puncdes de 4 mm de didmetro, importando
toda a espessura da epiderme e derme, uma préoxima da outra. Trataram uma das lesdes
com esponja de colageno e a outra, com a “solu¢do de Monsel”. Observaram que apds
quatro semanas, ocorria uma menor reacao inflamatéria, menor incidéncia de infeccao
e reepitelizacdo mais rdpida ao uso da matriz de colageno. A efetividade hemostatica
entre os dois grupos foi semelhante.

O uso desses sais de ferro, pode ser monitorado por avaliagdo radiografica.
HORN e CIRCEO (1983) estudaram comparativamente a ‘“solu¢do de Monsel”, o
nitrato de prata e o cloreto de aluminio, quanto a sua capacidade de atenuar os raios X,
quando aplicados como agentes hemostaticos em bidpsias de pele em humanos. O
cloreto de aluminio ndo atenuou os raios X, o nitrato de prata causou atenuacao
semelhante as estruturas o6sseas ¢ a “solucao de Monsel” atenuou intermediariamente.

Esse trabalho de HORN e CIRCEO, foi util para KURZ, MAIN e
SANDUSKY, que em 1990 desenvolveram um modelo experimental indutor de
trombose em ratos. O modelo foi idealizado para um futuro estudo de drogas anti-
tromboticas. Utilizaram a solucdo de percloreto férrico a 10 % e a 65% e
administraram-no nas cardtidas dos animais. Na avaliacdo histologica, revelou-se
artérias desnudas de seu endotélio, com coagulos formados por plaquetas, hemécias e
leucocitos aderidos ao subendotélio, causando obstrucao dos vasos. O modelo
demonstrou a efetividade do percloreto férrico em causar hemostasia, por indugdo de

trombose, mesmo em vasos de maior calibre e pressdo, como as artérias cardtidas.



ROSENMUND, HAEBERLI ¢ STRAUB em 1984, realizaram um estudo
extenso, relaciondo a intoxicagdo por administragdo oral de compostos de ferro, com
coagulopatias. Determinaram que a elevagdo dos niveis séricos de sais de ferro,
causava o prolongamento do tempo de protrombina, trombina e tromboplastina
parcial, ndo pelo dano as proenzimas da cascata de coagulagdo, ao fibrinogénio, e nem
a agregacao da fibrina. Na verdade, a trombina foi intensamente inibida no seu efeito
sobre o fibrinogénio, especificamente na capacidade de regeneragdo do
fibrinopeptideo A.

CHEN et al., em 1993, descreveram um caso de tentativa de suicidio com
ingestdao de cloreto férrico liquido. Observaram clinicamente vomitos, dor epigastrica
e gastrite hemorragica. Laboratorialmente, houve leucocitose, acidose metabdlica,
elevacdo do nivel sérico de ferro, déficiéncias da coagulagdo e elevacao da beta-2-
microglobulina (indicando lesdo tubular renal).

WU et al.,, em 1998, descreveram um caso de suicidio por ingestdo de
percloreto férrico. Observaram laboratorialmente, que a dose ingerida, calculada em
230 mg/kg de percloreto férrico, causou leucocitose, elevagao da glicemia, da amilase,
da desidrogenase lactea, da enzima aspartato aminotransferase e das bilirrubinas.
Houve coagulopatia com hemolise, seguida de acidose severa e Obito da paciente.
Nesses trés ultimos trabalhos, verificou-se que, por via oral, o percloreto férrico tem
atividade contréria ao seu uso topico, causando hemorragias.

Nao foi encontrada na literatura caso de intoxicagdo por sais de ferro
secundaria a utilizagdo tdpica dessas substidncias, nem tampouco estudos sobre
alteragdes clinicas, hematoldgicas ou bioquimicas.

O percloreto férrico tem outras utilidades, todas baseadas na capacidade de
coagulacao ou floculacdo de compostos organicos ou inorganicos. Foi utilizado como
reagente em testes bioquimicos (GOLDFRANK; BRESNITZ; HARTNETT, 1986),
para o tratamento de agua captada para consumo humano (LEFEBVRE; LEGUBE,



1993), como parte de um teste para conferir a qualidade de pecas feitas em aco
mnoxidavel (YANG; QIAO; CHIOVELLI, 1998), para a remog¢do de residuos
organicos de placas de circuitos impressos (YOUSAF; RAZA; AHMAD, 1998), como
solucdo para auxilio na galvanizacdo de pecas metalicas (MARCONI; MEUNIER;
VATISTAS, 1996), na industria do aco, para otimiza¢do da qualidade do carvao
utilizado nos alto-fornos (OSHINOWO; OFI, 1987), na producdo de hologramas
(MANIVANNAN; CHANGKAKOTI; LESSARD, 1993), nos processos de extracao
de cobre de diferentes materiais, em um mecanismo semelhante a amalgamacao do
ouro (ZUNIKEL, 1993).

Outros tipos de agentes hemostaticos puros, ou materiais de sintese,
utilizados para procedimentos de hemostasia, sdo alvo de estudos desde o final dos
anos quarenta. As colas bioldgicas sao um exemplo e foram desenvolvidas para sintese
de feridas cirurgicas ou traumaticas. Logo foi iniciado seu uso para hemostasia em
diferentes situagdes cirurgicas (COOVER, et al., 1959).

Novos agentes hemostaticos surgiram. COLN et al. (1983) fizeram estudo
comparativo com colageno microcristalino, coldgeno comum, esponja absorvivel de
gelatina e celulose oxidada, para controle de hemorragia em laceragdo esplénica. O
estudo mostrou superioridade do colageno natural do tenddo bovino como agente
hemostatico local.

Os modelos de trauma hepatico ou esplénico sdo os mais utilizados no
estudo desse tipo de material para hemostasia. Utilizado esse tipo de modelo ja se
fez uso de colas de fibrina (DAVIDSON et al., 2000), ou fibrinogénio, cola de
plasma com plaquetas (SIRIEIX et al., 1998), ou gaze de celulose (DAVIDSON et al.,
2000).

Ainda s3o preconizadas associagdes, como esponja de coldgeno eqiiino
coberta com fibrinogénio humano e trombina bovina, que foi utilizada por OSADA et

al. em 1999. Outra associac¢do utilizada no trauma esplénico, € o colageno impregnado
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com fibrinogénio ( PARKER et al., 1999).

Mais recentemente, a acetilglicosamina foi utilizada para hemostasia do
trauma esplénico de porcos (CHAN et al., 2000). Polietilenoglicol ¢ a gelatina
fotorreativa, t€ém sido utilizadas com bons resultados, em cirurgia cardiaca de humanos
por NAKAYAMA e MATSUDA em 1999.

Na Universidade Federal do Parana, ARAUJO et al., em 1993, utilizaram a
cola de colageno de dois compostos, para promover hemostasia nas lesoes de traumas
hepaticos cirurgicamente produzidos em ratos. Comparativamente ao uso do fio
categute em suturas hemostaticas, esse tipo de adesivo foi superior ao fio quanto a
facilidade de aplicagdo, efetividade hemostatica e pouca reagdo inflamatoria.
Sugeriram que € possivel a utilidade da cola para o tratamento hemostatico de outros
o6rgdos. BIONDO SIMOES et al. (1993) da Faculdade Evangélica de Curitiba, também
utilizando a cola de colageno, obtiveram bons resultados para hemostasia de trauma
hepatico em ratos. Em trabalho apresentado em jornada cientifica da Universidade
Federal do Parand em 1994, ARAUJO et al., utilizaram a cola de colageno para a
hemostasia de nefrectomias parciais em ratos. Realizaram um modelo experimental
com animais da cepa Wistar, procedendo nefrectomia polar inferior e, em seguida,
aplicando a cola de colageno de dois componentes. Durante a polimerizagao do
colageno e formagdo da crosta, o modelo previa a compressao do parénquima renal
para hemostasia mecanica temporaria. Este produto mostrou-se efetivo e de facil
aplicagdo para o modelo proposto.

Nao encontrou-se na literatura o uso do percloreto férrico ou outro sal de

ferro como agente hemostatico topico em procedimentos cirtrgicos urologicos.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados no experimento 30 ratos machos (Rattus novergicus
albinus), da cepa Wistar, oriundos do biotério da Pontificia Universidade Catdlica do
Parand. A idade variou entre 160 a 180 dias, com média de 170 dias. O peso variou
entre 180 e 220 gramas, com a média de 205 gramas.

Os animais foram alojados em gaiolas padronizadas de polipropileno com
forragcao de cepilho de pinho ndo estéril ¢ mantidos no biotério durante periodo de 20
dias para observacao do surgimento de doengas. Em cada gaiola foram alojados quatro
animais. As trocas do cepilho foram didrias. Observou-se o ciclo claro-escuro de doze
por doze horas, temperatura de 21 graus Celcius e umidade de 60 %, mantidos por
sistema de condicionamento de ar. Os animais receberam racao comercial padronizada
para ratos de experimentagao, marca Nuvital, tipo CR-1 e tinham livre acesso a agua

durante todo o experimento.
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42 O PERCLORETO FERRICO

A solugdo de pecloreto férrico a 80% foi obtida junto a farmécia do Hospital
de Clinicas de Curitiba. A solucdo foi manipulada a partir do sal pronto a 100 %, do
laboratdrio Labsynth. Para cada 80 g do sal, adicionou-se 100 ml de 4gua destilada, a
temperatura ambiente. Apds leve agitagdo, obteve-se a solu¢do a 80 %. O liquido foi

entdo acondicionado em frasco escuro nao estéril..
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4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL - DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Conforme o tratamento hemostatico a ser recebido, os 30 animais foram

distribuidos aleatoriamente por sorteio e classificados em trés grupos de dez animais:

Grupo A - Neste grupo, nenhum procedimento hemostatico ¢ realizado nas
lesdes renais.

Grupo B - Hemostasia da lesdo renal através de sutura com dois pontos em
“U”, separados de fio categute simples calibre 6-0.

Grupo C - Hemostasia da lesdo renal pela aplicacdo topica da solugdo de

percloreto férrico a 80%.
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Apos sete dias de observacao, os ratos novamente foram anestesiados com
éter e submetidos a nova laparotomia, desta vez para-mediana esquerda, com intuito
de se evitar as aderéncias do acesso inicial. Acessada a cavidade abdominal, realizou-
se avaliagdo macroscopica. Os rins esquerdos foram retirados, seccionando-se o0s
elementos do pediculo e fixados em formol a 10 %, para posterior avaliagdo
microscopica. Os ratos sofreram eutanasia por dose letal inalatoria de éter sulfurico em

campanula hermética.
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45 PARAMETROS ANALISADOS

4.5.1 OBITOS

4.5.2 MACROSCOPIA

Apos a segunda laparotomia, o cirurgido procedeu a observagdo da area de
lesdo renal, quanto aos dados de:

a) Presenca de aderéncias

b) Presencga de abscessos

c) Presenca de hematoma.

4.5.3 MICROSCOPIA

Técnica Histoldgica:

Os rins removidos, foram imediatamente imersos em solu¢dao fixadora de
formol a 10% (formalina) e as amostras das areas a serem estudadas foram
processadas conforme técnica histologica rotineira, com desidratagdo, diafanizacao e
confec¢ao de blocos de parafina. O material foi entdo submetido a microtomia no
sentido longitudinal do 6rgdo, perpendicularmente a area de seccao cirtirgica, em uma
espessura de 4 um. As secgdes histologicas foram coradas pela técnica da
hematoxilina e eosina. Para cada amostra foi confeccionada uma lamina contendo duas
secgoes histologicas.

Os cortes foram analisados com microscopio Olympus modelo BH-2, com
lentes objetivas plano-acromaticas de 10 e 40 aumentos, e oculares WHK de 10

aumentos (Olympus, Tokyo, Japan), nas ampliagdes de 100 e 400 vezes. O patologista
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que avaliou as laminas, foi o mesmo para todas elas.

Figura 13 - Sentido das se¢des histologicas realizadas nas pegas.

As laminas das areas de lesdo renal, foram avaliadas quanto aos parametros:

Necrose, trombose, exsudagdo neutrofilica, granulomas e degeneracgao tubular.

NECROSE - Estabeleceu-se a seguinte classificacdo anatomo-patoldgica

para a neCrosc:

Graul- necrose ausente ou em grau discreto, comprometendo apenas
pequena faixa do tecido renal, adjacente a drea submetida a lesdo.

Grau I - necrose em grau moderado, comprometendo faixa mais ampla de
tecido renal adjacente a lesdo.

Grau III - necrose em grau intenso, comprometendo faixa ampla de tecido

renal adjacente a lesdo.
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TROMBOSE - Estabeleceu-se a seguinte classificagdo anatomo-patologica

para trombose:

Graul- trombose ausente, ou em apenas raros vasos proximos a area de
lesdo.

Grau Il - trombose vascular em grau mediano, comprometendo moderado
numero de vasos na area de lesdo ou adjacente a lesao.

Grau III - trombose em grau intenso, comprometendo grande numero de

vasos proximos ou na area lesada.

EXSUDACAO NEUTROFILICA - Estabeleceu-se a seguinte classificagdo

anatomo-patologica para exsudacao neutrofilica:

Graul- exsudato ausente ou presente em discreta quantidade.

Grau Il - exsudato em moderada intensidade, podendo estender-se para
tecidos adjacentes

Grau III - exsudato intenso, podendo-se estender para tecidos adjacentes e

formar microabscessos.

GRANULOMAS - Para o parametro granulomas, estabeleceu-se classificar

como presen¢a ou auséncia dos mesmos.
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DEGENERACAO TUBULAR - Estabeleceu-se a seguinte classificagdo

anatomo-patologica para degeneragdo tubular:

Graul- auséncia ou presenca focal discreta de tibulos com epitélio
degenerado.

Grau Il - degeneracdao do epitélio tubular em grau moderado incluindo
vacuolizagcdo citoplasmatica, ou achatamento do revestimento
epitelial e deposi¢cdo de material amorfo nas luzes tubulares.

Grau III - degeneragdo epitelial tubular extensa, com dilatacio das luzes

tubulares, achatamento epitelial e focos de necrose epitelial.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA :

Para o modelo experimental em questdo, propos-se comparacao dois a dois
entre os grupos (A x B, A x C e B x C), para as observacdes das avaliagdes da
macroscopia e histologia.

Nesta andlise estatistica, foi aplicado o teste ndo paramétrico “Exato de
Fisher”, através do software “Epi info”, versao 5.0.

Adotou-se o nivel de significancia (ou probabilidade de significAncia) menor

que 5.0% (p<0.05).



25

5 RESULTADOS

A evolugdo pds operatéria dos ratos foi satisfatoria, ndo sendo observada

nenhuma complicacdo das feridas cirurgicas.

5.1 OBITOS

Nao houve 6bitos durante nenhuma fase do experimento.

5.2 MACROSCOPIA

Nao se observou a formagdo de abscessos, € tampouco encontrou-se hematomas,

ou resquicios dos mesmos, em nenhum animal, de nenhum grupo.

Em todos os animais, havia aderéncia do colon descendente a arca de lesao,

independente do grupo a que pertenciam.
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5.3.4 PRESENCA DE GRANULOMAS

Neste item, os grupos B e C ndo apresentaram granulomas e o grupo A

apresentou em um animal apenas (Tabela 4).

TABELA 4 — AVALIACAO HISTOLOGICA : PRESENCA DE GRANULOMAS

GRUPO A GRUPOB GRUPO C TOTAL
AVALIAGAO (n=10) (n=10) (n=10) (n=30)
Ndmero ‘ % Ndamero ‘ % Ndmero ‘ % Numero ‘ %
Granulomas
Nao 09 90,0 10 100,0 10 100,0 29 96,7
Sim 01 10,0 0 0,00 0 0,00 01 3,3

A — Leséao renal sem tratamento. B — Categute. C — Percloreto férrico.
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54 ANALISE ESTATISTICA

Nao se aplicou estudo estatistico aos resultados dos parametros
macroscopicos (hematomas, abscessos e aderéncias), pois essas avaliagdes foram
homogéneas. Em todos houve aderéncias e ndo ocorreram hematomas ou abscessos.

Aos resultados dos parametros histologicos, aplicou-se o teste estatistico

“Exato de Fisher”, cujos resultados estdo representados na tabela 6.

TABELA 6 - RESULTADO DO TESTE DE FISHER APLICADO NA COMPARAGCAO ENTRE OS GRUPOS

AXB AXC BXC

VARIAVEIS Resultado Signifi- Resultado Signifi- Resultado Signifi-

do Teste cancia do Teste cancia do Teste cancia
Necrose p =0,0433 S P =0,5000 NS P =0,1053 NS
Trombose p = 0,5000 NS P =0,1517 NS P =0,2910 NS
Exsudagao Neutrofilica p =0,1849 NS P =0,3250 NS P =0,5000 NS
Granulomas p = 0,5000 NS P =0,5000 NS Nao aplica -
Degeneracéo Tubular p=0,1797 NS P =0,1849 NS p = 0,5000 NS

A — Leséo renal sem tratamento. B — Categute. C — Percloreto férrico.
NOTA: Aplicado o teste ndo-paramétrico “Exato de Fisher” através do software “EPI-INFO”, versdo 5.0, para
duas amostras independentes.

NECROSE :
A avaliacdo estatistica para a comparagdo entre o grupo A e o grupo B,
revelou diferencga significativa (p = 0,0433), ou seja, no grupo B houve necrose mais

acentuada que em A. Entre os grupos A e C, ndo houve diferenca significativa (p =

0,5000). Entre os grupos B e C também nao houve diferenca significativa (p

0,1053) (Tabela 6).

TROMBOSE :
A avaliagdo estatistica para a comparagdo entre o grupo A e o grupo B, ndo
demonstrou diferenga significativa (p= 0,5000). Também nao houve diferenca

significativa entre os grupos A e C (p =0,1517) e entre B e C (p = 0,2910)(Tabela 6).
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EXSUDACAO NEUTROFILICA :
A avaliagdo estatistica para a comparagdo entre o grupo A e o grupo B, ndo
demonstrou diferenca significativa (p = 0,1849). Também ndo houve diferenca

significativa entre os grupos A e C (p = 0,3250) e entre B e C (p = 0,5000)(Tabela 6).

GRANULOMAS :

A avaliagdo estatistica para a comparacao entre o grupo A e o grupo B, ndo
demonstrou diferenga significativa (p = 0,5000). Também ndo houve diferenca
significativa entre os grupos A e C (p = 0,5000). Nao foi possivel a aplicacdo do teste
para a comparagdao entre os grupos B e C, pois nenhum dos grupos apresentou

granulomas, sendo considerados grupos iguais (Tabela 6).

DEGENERACAO TUBULAR :
A avaliagdo estatistica para a comparagdo entre o grupo A e o grupo B, ndo
demonstrou diferenga significativa (p = 0,1797). Também ndo houve diferenca

significativa entre os grupos A e C (p =0,1849) e entre B e C (p = 0,5000)(Tabela 6).
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6 DISCUSSAO

A experimentacdo de novos produtos ou metodologias em doengas de
tratamento cirargico, ¢ uma fase muito interessante ¢ importante no desenvolvimento
de novas técnicas cirurgicas. No presente trabalho, houve a oportunidade de aplicar
uma técnica de hemostasia utilizada na Dermatologia, com resultados satisfatorios em
procedimento cirurgico uroldgico.

O percloreto férrico ¢ uma substancia ja conhecida por promover hemostasia
das biopsias de pele. E utilizado no ambulatério de Dermatologia no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parand para este fim. Como o produto tem boa
efetividade, com facil aplicabilidade e bons resultados, ocorreu a idéia de se poder
utilizar esta técnica em procedimentos urologicos, especificamente na hemostasia de
lesdes renais.

No momento do tratamento hemostatico de uma situacao cirargica, ou
traumatica, o cirurgido pode deparar-se com uma dificuldade em que a sutura das
lesdes nem sempre ¢ a melhor opgdo para se coibir a perda sangiliinea. O uso do
percloreto férrico, um agente hemostatico tdo antigo quanto o sulfato férrico
(MONSEL, 1856), pode ter sua aplicabilidade nesse tipo de situagao.

Quando Leon Monsel descreveu a utilidade do sulfato férrico, como agente
hemostatico, ndo imaginou que ele e outros sais de ferro, como o percloreto férrico,
teriam tantos e tao diversos usos, como na Medicina, quanto na Eletronica, como nos
processos de purificacdo de dgua (GOLDFRANK; BRESNITZ; HARTNETT, 1986,
YOUSAF; RAZA; AHMAD, 1998, LEFEBVRE; LEGUBE, 1993).

O percloreto férrico, por ser mais soluvel que o sulfato férrico (EPSTEIN;
MAIBACH, 1964), vem sendo mais utilizado, nas mais diferentes areas. O motivo
dessa versatilidade, ¢ devido ao seu mecanismo de a¢ao quimica. O seu poder de

coagulacdo e aglutinagdo de matérias organicas e inorganicas, vem do pH
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extremamente acido (abaixo de 1), causado pelos sais de ferro quando associados ao
jon cloreto. E por isso que coagula as proteinas corporais (sangiiineas e de outros
tecidos)(EPSTEIN; MAIBACH, 1964).

Esse mecanismo permite que o percloreto férrico, em solucdes com
concentracdes a partir de 10 %, cause coagulagdo quimica do sangue e tecidos
adjacentes a um ferimento e assim forme uma crosta. Essa crosta, inicialmente
microscopica, val aumentando progressivamente, ocluindo vasos sangiiineos (WOOD;
SEVERIN, 1981).

Apesar da alta toxicidade do percloreto férrico quando administrado por via
oral, com casos descritos de intoxicacao e até obitos (CHEN et al., 1993, WU et al.,
1998), ndo se constatou caso semelhante quando ¢ utilizado topicamente. No entanto,
reagOes atipicas em pele foram descritas, principalmente no que tange a tatuagem
escura dos locais de aplicagdo (WOOD; SEVERIN, 1980, OLMSTEAD et al., 1980,
WOOD, 1981). Esse empecilho nao foi vislumbrado para aplicagdo em lesdes renais,
entdo percebeu-se a viabilidade do uso dessa substancia, nesse tipo de situacao
cirirgica.

Na revisdo da literatura, ndo se encontrou autor utilizando o percloreto
férrico em situagdes de hemorragia de lesdes do trato urinario. Foi entdo um desafio a
realizacdo da pesquisa, ja que nao havia literatura especifica do uso da substancia em
urologia. Optou-se por utilizar a solu¢do aquosa na concentragdo de 80 %, pois € essa
a concentracdo que o Servigo de Dermatologia do Hospital de Clinicas de Curitiba
utiliza em seu ambulatorio.

O percloreto férrico foi aplicado na superficie cruenta do rim em gaze
embebida, até a cessar o sangramento. Percebeu-se um efeito coagulante quase
imediato, com a formacao de uma crosta enegrecida, fina inicialmente, que permitia a
passagem de goticulas de sangue. Essas goticulas receberam nova aplicagdo do

percloreto férrico. Também sofreram coagulagdo, espessando dessa maneira a crosta
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inicial, formando uma carapaca que causou a hemostasia em aproximadamente trinta
segundos.

Para o grupo do fio categute, foram confeccionados dois pontos em “U”,
com o fio simples, ndo cromado, calibre seis zeros, na superficie cruenta. Observou-se
que a confeccdo dos pontos tomava mais tempo que a aplicacdo do percloreto férrico,
em torno de dois a trés minutos. O parénquima renal do rato, mostrou-se fridvel,
tomando tempo para conduzir a confec¢ao dos dois pontos sem lesionar o 6rgao. A
escolha do rato como o animal para experimentagao do modelo proposto, recaiu sobre
os ratos Wistar, por serem animais resistentes, de pequeno porte, baratos, de facil
obtengdo em quaisquer quantidades, reproduzidos em laboratério com linhagens
definidas que ndo exigem tratamento diferenciado do habitualmente requerido em
outros experimentos. E um animal consagrado em experimentagio clinica ou cirurgica,
salvo quando o tamanho de suas estruturas anatOmicas impe¢cam o manuseio das
mesmas para aplicagao de metodologia cirargica.

Como o modelo foi idealizado para hemostasia de pequenos vasos
sangrantes, o uso de um animal de maior porte, implicaria em vasos de dimensdes
proporcionalmente maiores. Supds-se que nao se conseguiria cessagdo da hemorragia
com a utilizagdo de um liquido, por mais poderosa que fosse sua acao hemostatica.

Nao houve oObitos, em nenhuma fase do experimento. Comprovou-se a
seguranga ¢ eficacia da anestesia inalatoria pelo éter para ratos, metodologia ja
consagrada em cirurgia experimental. Observou-se que para o modelo proposto, a
sec¢ao do polo inferior do rim, ndo foi suficiente para causar hemorragia em dimensao
para levar os animais do grupo sem tratamento hemostatico a éxito letal. Porém, todos
os ratos desse grupo apresentaram ericamento de pélos, sinal consagrado de
hipotensao em ratos (WAYNFORTH; FLECKNELL, 1992). Essa observagao nao foi
protocolada para este trabalho, portanto nao foi relacionada no capitulo de resultados.

A observagdo do sitio cirurgico, revelou aderéncia do célon descendente, a
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area de sec¢do do rim esquerdo em todos os animais. Essa observagdo podera estar
ligada a ndo ter se optado por sutura do peritonio posterior. Nao se observou
abscessos, ou hematomas no espago peri-renal, mesmo nos animais do grupo da lesao
sem tratamento hemostatico, onde esperava-se encontrar um hematoma organizado.

A avaliacdo histoldgica foi realizada por um uUnico anitomo-patologista,
experiente em histologia do aparelho urinario. Nas observagdes microscopicas, houve
necrose moderada (grau II) em todos os grupos, em maior nimero para o grupo B e em
menor, para o grupo A. Apenas no grupo B houve grau III de necrose. A compressao
continua feita pelo fio, oblitera os vasos e impede a circulacdo abaixo da area de
sec¢do. Esse mecanismo provavelmente foi a causa do grau de necrose aumentado
nesse grupo. O percloreto férrico, agindo somente na superficie de lesdo, nao impediu
a circulagdo sangliinea abaixo da area de contato, provocando menor necrose quando
comparado ao grupo do categute. O grupo A, por ndo ter sofrido nenhum tipo de
tratamento hemostatico, apresentou o menor grau de necrose, sendo estatisticamente
significante quando comparado ao grupo B. Entre os grupos B e C, apesar desse
ultimo obter menor grau de necrose, ndo houve diferenca significativa.

Em relacdo ao grau de trombose, ndo existiu trombose em grau intenso, em
nenhum grupo. Porém o grupo do percloreto férrico, foi o que apresentou maior
nimero de animais com menor grau de trombose apds o periodo de observacao.
Supde-se desse modo, que a substancia, em sete dias ¢ absorvida, quase ndo se
encontrando mais os trombos.

No aspecto de exsudato neutrofilico, o que predominou foi o grau mais
discreto no grupo A e em grau moderado nos demais grupos. Isso ocorre devido a
presenga de substancias estranhas (fio e percloreto férrico) ao parénquima renal,
causando rea¢do inflamatoria mais intensa do que a lesdo renal apenas.

A presenca de granulomas nao seguiu o esperado, sendo ausente em todos os
animais dos grupos B e C, grupos que receberam material estranho na superficie
cruenta dos rins. S0 houve granuloma presente em um rato do grupo A (fio de gaze).

No parametro degeneragdo tubular, o grupo A apresentou melhor resultado,



37

ou seja, menor grau, sendo que os grupos B e C, apresentaram uma equivaléncia em
grau moderado. Pressupdem-se que o uso dos pontos de categute, ou do percloreto
férrico, cause lesdo do tecido renal, somada aquela produzida pela lesdo cirtirgica.

A andlise estatistica demonstrou em alguns pardmetros avaliados, uma
tendéncia a haver significancia entre os grupos (p proximo ao nivel de significancia).
Isso sugere que se aumente as amostras em um proximo estudo. Toda a analise
estatistica ndo demonstrou nivel de significincia para os parametros avaliados, com
excecao do parametro necrose, que foi significativamente diferente entre os grupos do
categute e da lesdo renal sem tratamento hemostatico. O percloreto férrico nao
apresentou diferenca significativa em nenhum pardmetro, seja ele de observagdo

macroscopica ou microscopica, em relagao aos dois outros grupos.
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7 CONCLUSOES

A solucao de percloreto férrico a 80 % ndo demonstrou diferenca em relagao
aos dois outros grupos no parametro hemostasia.

A solucao de percloreto férrico a 80 % nao demonstrou diferenca em relagao
aos dois outros grupos quanto aos parametros da reagao macroscopica local.

A solucao de percloreto férrico a 80 % nao demonstrou diferenca em relagao
aos dois outros grupos quanto aos parametros da reagdo histologica.

Deste modo, para o modelo proposto, ndo héa diferenca entre o uso do

categute e da solugdo de percloreto férrico a 80 %.
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