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1. INTRODUCCIO

“Tallar bé, suturar bé i tot anira bé” afirma un aforisme quirtrgic. ' L'objectiu d'una
sutura és aconseguir el tancament hermétic entre dos segments per a reconstruir alguna

funcié fisiologica.

Més especificament en la patologia del tub digestiu, la sutura gastrointestinal pretén
recuperar el transit digestiu afectat per una perforacio, obstruccié i/o reseccio a causa de
patologia tant benigna, per exemple perforacid per uUlcera gastrica o per un cos estrany,
fins al freqlent cancer colorrectal. Per tant, es tracta de comunicar dos segments

intestinals entre ells o amb una altra viscera.'

Una de les complicacions postoperatories més temudes per l'especialista en
Cirurgia General i Digestiva és la fuga de contingut intestinal per dehiscéncia de la sutura,
que es pot definir com la separacié de les superficies d'una ferida. Una dehiscéncia
s'acompanya d'una fuga ja que per solucié de continuitat en sortira el contingut intestinal.
Aquest fet pot causar una peritonitis, necessitat de reintervencio, i fins i tot la mort del
nostre pacient. Malgrat que els materials i técniques quirdrgiques usades actualment han
disminuit el risc de dehiscéncies de sutura, fugues i fistules, I'aparicio d'alguna d'aquestes
alteracions segueix comportant un greu problema. Les consequéncies poden ser des de la
reintervencido del pacient, realitzaci6 d'ostomia, increment de I'estada hospitalaria,
peritonitis fecaloidea, xoc séptic, descompensacions de patologies basals del pacient,
ingressos a unitats de critics i/o la mort del pacient. Fins i tot en les condicions ideals

d'una intervencio quirurgica els estudis demostren una taxa de fuga entre el 0 i el 5%. %’

Es per aquest motiu que s'han investigat, i s'investiguen en I'actualitat,solucions per
evitar aquesta complicacié postoperatdria amb les noves tecnologies. En les tres ultimes
décades s'han estandaritzat les sutures mecaniques intestinals, molt utils en sutures de
dificil accés o per facilitar la cirurgia laparoscopica. També els ultims anys s'ha

incrementat la investigacio i I'us d'adhesius i sellants en totes les especialitats
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quirurgiques, avaluant-se i demostrant-se bons resultats en diferents intervencions i tipus

de teixits.

En un intent de disminuir encara més la incidéncia de dehiscéncia de sutura, i
donada l'existéncia de materials adhesius d'Us quirurgic que permeten la unié de
diferents superficies sense comprometre la integritat dels organs veins, en aquest
projecte d'experimentacié ens plantegem si una cola sintética (Glubran 2) seria
eficag en les sutures intestinals baixes, sense afegir cap altre element de sutura,

entre els dos segments.



Estudi experimental de viabilitat de les anastomosis digestives baixes amb adhesiu sintétic (Cianocrilat)

2. REVISIO BIBLIOGRAFICA

2.1 SUTURES INTESTINALS

La sutura intestinal és una de les técniques imprescindibles de dominar per
qualsevol especialista en Cirurgia General i Digestiva, en totes les intervencions
quirurgiques que s'accedeixi a la cavitat abdominal hi ha la possibilitat de realitzar-ne una
0 multipes, ja sigui per patologia de base o per iatrogénia. L'objectiu d'una sutura o una
anastomosis és aconseguir el tancament hermetic entre els segments intestinals o de
l'intesti amb una altra viscera. La cicatrizacio correcta de las sutures assumeix un pes
més destacat en la cirurgia gastrointestinal, perqué les possibles complicacions

s'acompanyen de morbimortalitat greu i significativa.™

Per aconseguir una adequada sutura intestinal, que cicatritzi correctament, s'han
de complir certs principis basics que ja va comengar a descriure Travers fa més de 100
anys." Els principis han variat poc i els podem dividir en factors sistémics, locals i técnics,
veure apartat 2.1.1. Els estudis, tant clinics com experimentals, estan enfocats a
determinar aquests factors ailladament, intentant trobar la relaciéo amb les complicacions. '
La dehiscéncia de sutura s'ha utilitzat com a indicador de qualitat de la cirurgia i és motiu
de multiples estudis. La incidéncia global varia entre el 3.4% i el 6%, valor que es pot
elevar fins al 15% en el cas particular de I'anastomosi colorectal baixa per a reconstruir
una reseccio anterior baixa. Un dels motius d'aquesta diferéncia d'incidéncia podria ser
que el contingut intestinal és molt infeccids i que en trams més distals augmenta aquest
potencial infeccids, per tant hi ha major risc com més a prop de l'anus estiguem realitzant
la intervencio®. La cicatritzacié de les sutures coloniques tarda més i s'acompanya de més
complicacions que les sutures de la resta del tram intestinal 2, la pressié intraluminal
elevada i la gran quantitat de microorganismes poden explicar-ne la causa®. També hi pot

influir les dificultats técniques al treballar a la pelvis en les neoplasies de sigma i/o recte.

A causa que no hi ha una definicié universal de dehiscéncia de sutura, la poca

definicid dels seus criteris, i les séries heterogenies dels estudis, els resultats son molt
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variats i fins i tot contradictoris. *' Malgrat no haver-hi consens en classificar les diferents
formes de dehiscéncia de sutura intestinal, es pot dividir en dos grups segons la
repercussio clinica. La dehiscéncia major té una repercussio clinica significativa, des de
col.lecci6 perianastomotica, a fistula i fins la peritonitis. La menor en canvi és

asimptomatica, és diagnostica per estudis radiologics. ' 3°

La “Seccion de Coloproctologia de la Asocacion Espafiola de Cirujanos” ha posat
en marxa aquest any un registre per a conéixer la incidéncia real de fugues
anastomotiques en la cirurgia del cancer colorectal, incidéncia estimada d'entre el 2% i el
3% en cirurgia electiva al 10-15% en cirurgia d'urgéncies.'® * Donat que la dehiscéncia de
sutura és una de les complicacions més greus, podent causar una mortalitat d'entre el
12% i el 18%, es té I'objectiu de determinar els factors de risc que la produeixen (Novetat
fugues). En termes absoluts, el carcinoma colorrectal és el tipus de tumor més frequent
amb una xifra de 25600 casos estimats/any en el periode 1997-2000 del total de 162.000
casos de cancer/any. ® El cancer és la primera causa de mort a l'estat espanyol, un 25%
de totes les morts, aproximadament 90.000. Els tipus de neoplasies que provoquen més
mortalitat en el homes soén el de pulmd, el colorrectal i el de prostata, superant cada un
individualment les 5.000 morts per any. En dones, sén els tumors de mama i el cancer

colorrectal també en segon lloc.

2.1.1 Factors implicats en les complicacions de les sutures

2.1.1.1 Factors sistémics

a) Edat: és un dels més importants, la incidéncia de dehiscéncia en les
sutures de colon en pacients amb meés de 60 ays és del 22%, podria ser secundaria a

multiples causes com trastorns circulatoris, arterosclerosi, malnutricio, etc. '

b) Estat hemodinamic: les pérdues agudes de sang afecten la cicatrizacio,
encara que es restauri la volémia, la sutura perd la resisténcia i s'eleva el perill de
dehiscéncia. Aquets fet s'explica perqué a I'haver d'aplicar molts de liquids per mantenir

les constants vitals del pacient, sobretot les transfusions de sang, es provoca hemodilucio
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reduint la viscositat de la sang, perdent-se també les tensions d'oxigen que en condicions
normals arriben als marges intestinals. Per aixd I'anémia normovolémica no afecta la

cicatritzacio, no s'altera la viscositat sanguinia.

c) Oxigenacié i ventilacié: |la hipoxia retarda I'angiogénesi i epitelitzacié , la

produccio d'aquests elements indispensables és proporcional al nivell de pO2 .

d) Desnutricio: els primers en relacionar-la van ser Localio, Chassin i Hinton
el 1948.(Foster).

e) Transtorns metabdlics: en els pacients diabétics mal controlats s'afecta
la cicatritzacio, perqué la hiperglucemia mantinguda causa la disminucié de la perfusié

microvascular dels marges.

2.1.1.2 Factors locals

a) Trauma: sembla estar en relaci6 amb la perfusio tisular de la zona, el
colon és molt sensible a canvis de volum sanguini. L'exéresi de tumors grans i fixats que

requereixen moltes maniobres estan relacionats a dehiscéncies.’

b) Infeccioé: perqué provoca destruccié del colagen.

¢) Obstruccio: les alteracions en la correcta cicatritzacié poden relacionar-

se amb mala perfusié, femta abundant i canvis en la flora intestinal.

f) Tractament neoadjuvant: la quimio i radioterapia provoquen fibrosi i
alteracions vasculars per hialinitzacié dels petits vasos, alterant també el balanc de

colagen.™
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2.1.1.3 Factors técnics:

a) Vascularizacio: I'éxit d'una sutura hi esta directament relacionat. La
qualitat de la irrigacio dels marges depén de la vascularitzacio intrinseca. Una excessiva

manipulacio o una elevada tensié pot causar una dehiscéncia.

b) Hemostasia: s'ha de delimitar una possible hemorragia de la paret

intestinal de forma rapida i precisa, no s'ha de causar isquémia als marges de sutura.

c) Aposicio: encarar amb precisio les capes seroses.

d) Aproximacio: els marges a unir han d'estar a prop durant la sutura per

evitar estenosi cicatritzial.

e) Tensid: s'ha d'evitar realitzant una correcta aproximacié i aposicié dels
segments. Es dels factors més importants sobretot en les sutures coloniques, ja que

requereix més treball d'alliberacio del segment adjacent per a la correcta mobilitzacio.™

f) Inversié de la mucosa: s'ha comprovat que és un dels factors que
afavoreixen la dehiscéncia. La técnica per aconseguir-la varia, actualment la més usada
és amb un pla agafant totes les capes intestinals excepte la mucosa. D'aquesta manera

afecta menys la irrigacio dels marges i la sutura no s'estenosa tant com amb dos plans.""

g) Especialitzacié del cirurgia i experiéncia: Donada la importancia que tenen
aquest tipus d'intervencions i en especial la sutura, tal i com s'ha anat remarcant, per les
possibles complicacions greus, es necessita una curva llarga d'aprenentage i continuada
5 Hi ha molts estudis sobre aquest tema a la literatura i amb resultats totalment
contradictoris. Alguns afirmen que [I'especialitzacid i I'experiencia és el factor més
important per la bona evolucié de la sutura® fins a altres publicacions que no troben

diferéncies entre especialistes en patologia colorrectal i els que no ho sén.
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Multiples estudis revisats demostren que els subespecialistes en patologia
colorrectal presenten millors resultats en morbi-mortalitat, Callahan et al obtenen una
diferéncia significativa en la mortalitat p <0.0001 en colectomies. També els anys

d'experiéncia poden disminuir la mortalitat-°

En un treball de I'Hospital de Castell6 publicat recentment es compara la
supervivéncia a 5 anys de pacients amb neoplasia de colon operats per un grup de
subespecialistes i un segon grup de cirurgians no subespecialitzats. Al primer analisi hi ha
bons resultats per als subespecialistes 79.3% de supervivéncia davant el 64.3% pero a
I'ajustar els resultats amb I'index de propensid, la diferéncia no era significativa.* L'index
de propensio va ser descrit al 1983 per Rosenbaum i Rubin per disminuir la influéncia dels
factors de confusié en estudis no randomitzats; aquest determina uns valors als pacients
segons les possibilitats que tenen de ser intervinguts per un grup o per l'altre. Un cop
ajustats els resultats amb aquest index, l'estudi podria interpretar-se com a quasi-

randomitzat. *

En contra, un altre estudi demostra diferéncies significatives tant valorant la
supervivéncia als 5 anys, diferéncia del 15% en subespecialistes i del 5% en no
subespeialitzats; a més d'altres diferéncies estadisticament rellevants amb el numero

d'adenopaties analitzades i les complicacions postoperatories.

c) Material d'unié: seguent apartat 2.1.2.

2.1.2. Material d'unio

2.1.2.1 Sutures manuals

Donats els problemes de resisténcia i reabsorcidé del catgut, ja deixat d'utilitzar, des
dels anys 60 s'estan desenvolupant sutures sintétiques absorbibles en un temps adequat,

el material no ha de produir toxicitat, que es pugui moldejar en una fibra forta, perd que
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permeti el seu nuament, i que sigui esterilitzable sense perdre les caracteristiques de
tensio i adaptabilitat. A la decada dels 70 es van introduir les primeres i en l'actualitat les
noves i millorades sutures han anat guanyant terreny, davant les sutures no absorbibles,
per la seva resistencia i la reactivitat tisular baixa, podent usar en tota la intervencid

sutures sintétiques absorbibles de diferents tamanys. ’

Les sutures absorbibles que penetrin la mucosa intestinal poden patir una rapida
desintegracio, si no atravessen fins la llum intestinal, es queda a la submucosa, es
queden incloses fins que comenci el seu procés d'absorcid, diferent segons el tipus de
material, quan es produira una reaccid inflamatoria persistent fins que és absorbida

completament.

Al realitzar una sutura intestinal I'agulla ha de ser circular des del cos fins a la punta
ja que crea un orifici també circular que queda tancat amb el material de suturaia més

no provoca danys en els altres punts col-locats anteriorment.

En sutures d'una sola capa es prefereix I'Us de materials absorbibles com el

Poliglactin (Vicryl®), polidioxanona (PDS®) o I'acid Poliglycolico (Dexon®) entre d'altres.

Els punts que realitzem aguanten la tensio de la sutura aproximadament 10 dies, a

partir d'aquest temps, dependra de la formacio del nou colagen.’

2.1.2.2 Sutures mecaniques

El desenvolupament de l'instrumental per realitzar sutures mecaniques comencga a
principis del segle dinou. Lembert i Denan per separat creen una impressionant varietat de
maquines, partint d'aquestes al 1893 es fabrica la primera que va tenir éxit, el botd
anastomotic de Murphy i d'ell s'han creat aplicadors millorats per a les sutures digestives.?
Al finalitzar la segona guerra mundial es va disparar la investigacié d'aquests aplicadors
tant al “Sovietic Institute of experimental research” de Moscou com a la poderosa industria

meédico-quirargica dels Estats Units.”
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Multiples dispositius s'han estandaritzat en les ultimes 2 décades, esta demostrada
la seva seguretat i la reduccié del temps en confeccionar la sutura perd pocs estudis han
demostrat que millorin significativament les complicacions postoperatories comparant-les
amb les sutures manuals’. Un altre avantatge a destacar és la facilitat per realitzar
sutures en llocs de dificil accés, on la mala visibilitat i la dificultat per poder seguir el gest
de passar l'agulla i I'anuat correcte pot ser molt dificultés i provocar una sutura no segura.
Aquests dispositius de grapat moderns, com que permeten la realitzacié de I'anastomosi
realitzant menor incisié en els segments intestinals a unir, i realitzant la sutura amb molt
menys temps, disminueixen la contaminacié de la cavitat peritoneal disminuint el risc
d'infeccié. Altres caracteristiques son la funcionalitat, les carregues de grapes
esterilitzables que es classifigen segons el numero de linies de grapes i la distancia entre
elles en colors, articulacions que permeten la rotacié del capcal facilitant encara més la
realitzacio de la sutura en accessos dificils i a més incorporen una fulla tallant que en
haver realitzat el grapat, permet la seccié del material sobrant facilitant encara més la

técnica quirtrgica.’

L'Us d'aquestes maquines perd s'ha de realitzar tenint en compte els mateixos
factors per aconseguir una correcta sutura. S'han d'aproximar correctament els marges,

préviament realitzar una correcta hemostasia, no presentar tensio entre els segments, etc.

La comparacié macroscopica i microscopica de sutures manuals i mecaniques
demostra menor hemorragia, edema i necrosis en els primers 10 dies postoperatoris en

les mecaniques.

Alguns estudis amb N petites demostres millors resultats, disminucié de les
complicacions postoperatories amb les sutures manuals, perd una metaanalisi, McRae
1998, que incloia anastomosis coliques i rectals no va demostrar diferéncies significatives
en la taxa de fuga per dehiscéncia de sutura. La taxa general era del 9% en les manuals i
les mecaniques, amb un odds ratio lleument afavoridor per les mecaniques (0,92; 0,69 a
1,12). "°
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2.1.2.3 Novetats

Se segueixen buscant solucions per assegurar la impermeabilitat de les sutures
digestives baixes com els anells intraluminals que sén perforats i biodegradables, perd no
s'han estandaritzat, ja que estan poc desenvolupats i hi ha poca bibliografia i altres que no
han mostrat bons resultats, comparant-los amb les opcions habituals, la sutura manual i la

mecanica. %

Una altra alternativa és l'aplicacié de substancies adhesives com a refor¢ o sellant
de l'anastomosi. Aquestes poden ser biologiques com la fibrina; o sintétiques com el
cianocrilat que és la més representativa. Diferents tipus de cianocrilat (metil, etil, butil i
octil) s'han provat en estudis experimentals de sutures coloniques amb prova de pressio
amb resultats variables. Orozco Mosqueda i el seu equip varen realitzar aquest estudi
amb coles bioldgiquesa diferents dosis, el resultat va ser sorprenent ja que a dosis altes hi
havia millora de la resisténcia a la pressio pero a dosis baixes de fibrinogen (40mg/ml) hi
va haver major tolerancia a la pressio aplicada. Farias-LLamas et al segueixen el mateix
model perd comparant coles bioldogiges amb sintetiques, la cola bioldgica va demostrar
major tolerancia a la pressid; la sintética no va mostrar diferéncies significatives amb el
grup control, perd crida I'atencié que les perforacions es van donar majoritariament fora
de la sutura.

En canvi multiples estudis, entre ells el de Tebala i Ceriati, la série de Luciano
Zardo de I'Hospital de Saluzzo i de Farello de I'Hospital de Schio demostren els bons
resultats de I'aplicacioé de cianocrilat en sutures intestinals d'alt risc, destaca la disminucié

de temps de sellat i el suport a la correcta curacio de la ferida. '*3''%7

10
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2.2 ADHESIU SINTETIC DE CIANOCRILAT

2.2.1 Generalitats
L'Us de substancies adhesives quirurgiques ha estat sempre un tema que ha
despertat gran interés, tant en cirurgia oberta com en la via laparoscopica, estimulant la
recerca clinica i experimental. ™
El producte ideal per poder substitutir les sutures manuals ha de complir aquests
requisits:
» Garantir resisténcia a la traccio
» Elasticitat
* No produir toxicitat
» Biocompatible
* No provocar reaccio a cos estrany
* No ser al-lergénica
» Mantenir I'eficacia en contacte amb liquids
* Produir una termogénesi baixa
» Aplicacio senzilla
e Solidificacio o secat rapid
* No encarir despeses quirurgiques

* Format adequat: envas i quantitat 2+ 14

El 1949 es va sintetitzar la primera cola a base de cianocrilat, deu anys després
s'inicia el seu us en cirurgia. Poc després, alguns estudis van demostrar que els
cianocrilats de cadena curta com el metil-cianocrilat, malgrat presentar un gran poder
adhesiu, eren toxics pels teixits i aixd en va limitar molt I'is. Posteriorment es varen
sintetitzar derivats de cadena llarga com el butil-2-cianocrilat que, conservant les
caracteristiques adhesives, disminuia l'efecte indesitjat de la toxicitat. Hi ha moltes

substancies adhesives al mercat, pero la majoria no compleixen els requisits. %

El Glubran 2 és un adhesiu sintetic d'us quirargic, format a partir d'una base de

cianocrilat de cadena llarga (N-butil-2-cianocrilat) modificada per la unié d'un monomer

11
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sintetitzat pel fabricant (Metacril-oxisulfolane). Havent superat les multiples analisis, tests i
proves de toxicitat sol.licitades, el Glubran 2 va ser la primera cola en ser aprovada com a
dispositiu médico-quirtrgic de classe Il (Us quirdrgic intern i extern) seguint els requisits
de la Disposicié Europea 93/42/CEE. >

2.2.2 Caracteristiques
Les propietats més destacades del Glubran 2 sén el seu poder adhesiu i la seva
capacitat hemostatica. A més ha demostrat una marcada accié antiséptica contra els

agents infecciosos més habituals en les intervencions quirdrgiques. '

Amb multiples tests in vitro, i posteriorment in vivo, de biocompatibilitat s'ha
descartat que sigui una substancia mutagénica i que no és, o és lleument, citotdxica amb

els teixits. No conté latex i no sensibilitza davant les proves d'alérgia.

Té densitat liquida amb aspecte transparent, lleument groc. S'usa en monodosis en

vials de 0.5ml i 1ml. Necessita ser conservat entre 0° i 4° de temperatura. '

El producte esta preparat pel seu us, sense requerir mescles de components o
amb altres substancies, a més no s'ha de descongelar o escalfar. Aquests sén avantatges
que presenta davant de productes amb les mateixes indicacions. El mecanisme que
desencadena la solidificacio i la capacitat adhesiva és el contacte amb el teixit viu i
I'ambient humit; per tant, no es polimeritza al vial o a la xeringa. Amb el contacte amb els
liquids i teixits s'activa, com déiem, la seva polimeritzacio, és rapida creant una fina
pel.licula adhesiva. Aquesta pel.licula és elastica i presenta una elevada resisténcia a la
tensid, aquestes propietats garantitzen una unié solida dels teixits. Es permeable a

l'oxigen i impermeable als liquids. ™

El temps de polimeritzacié del Glubran 2, a nivell macroscopic és equivalent a la
seva solidificacio, varia segons els teixits a unir, la quantitat de substancia que s'usa i
dels tipus de liquids: sang, serum, contingut intestinal... presents en el moment de
I'aplicacié i de la quantitat d'aquest liquids. Si s'administra correctament inicia la

solidificacio després d'1 o 2 segons i la reaccidé es completa entre els 60 i 90 segons,
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moment que el producte obté la seva maxima resisténcia mecanica. La reaccié de
polimeritzacié produeix una temperatura de 45°. > ' 1524 Al completar aquest procés la
pelicula es pot tocar i posar en contacte amb la resta de teixits i material quirurgic sense
risc d'adheréncies, ja que al solidificar-se perd la capacitat adhesiva. També es pot

atravessar amb un agulla ja que no origina agregats cristalins.

La pelicula adhesiva s'elimina habitualment a través d'una degradacié hidrolitica, la
duracié d'aquesta varia depenent del tipus de teixit adherit i de la quantitat usada, entre

30-40 dies i 6 mesos després de l'aplicacio. '2'°

Tot el conjunt de caracteristiques i propietats fa que I'aplicacié de la cola no afecti el

porcés de curacid o cicatritzacio dels teixitis. '°

2.2.3 Mode d'aplicacio quirargic
Es pot usar directament del vial, envasat en condicions d'esterilitat, o prévia
aspiracié del contingut en una agulla amb una xeringa. Donada la baixa viscositat de la
substancia, quasi com aigua, permet l'us laparoscopic amb un catéter que pot arribar a
ser de 5Fr i es va aplicant amb la xeringa. Sobre el teixit es pot depositar en gotes, es
recomana una gota per centimetre cuadrat de teixit'*' , amb un aplicador amb la punta
d'esponja que permet l'aplicacié uniforme al pressionar suaument I'envas, o de forma

nebulitzada.

Abans de I'Us del Glubran 2 cal netejar els teixits a unir i protegir els teixits

adjacents, sobretot si s'aplica amb forma nebulitzada. ®

La forma correcta és aconseguir una fina pel.licula adhesiva uniforme amb una
minima quantitat de producte. Un cop polimeritzat completament se'n pot aplicar una
segona capa a sobre, no abans. Un excés de productes pot provocar la separacié de la
pel.licula adhesiva del teixit i/o formar petits fragments que tendeixen a desenganxar-se.
Es recomana doncs retirar I'excés de producte amb un material sec tipus gassa durant el
primers 5 o 6 segons després d'haver-lo aplicat. Aixi doncs major quantitat de cola no
proporciona major adhesié sind al contrari, allarga el temps de polimeritzacid i pot

provocar una falta d'adhesié. '
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2.2.4 Indicacions "

Com ja s'ha introduit al punt 3.2.2 el Glubran 2 destaca per les seves accions

adhesiva i hemostatica. En l'actualitat s'utilitza en totes les especialitats quirurgiques tant

en cirurgia oberta com laparoscopica i també té indicacions en endoscopia digestiva,

radiologia intervencionista i neuroradiologia vascular.

Les aplicacions més habituals son:

B Angiologia i Cirurgia Vascular

Hemostasia i reforg d'anastomosis en general, sobretot si les parets
vasculars son fragils o han estat sotmeses a una endarterectomia prévia.
Hemostasia i reforg d'anastomosis de by-pass protésics-vasals

i/o vaso-vasals.

Com hemostatic en punts de sagnat després d'una endaterectomia carotidia
amb una angioplastia amb un pegat.

Hemostasia i refor¢ en anastomosis per a reparar un aneurisma aortic.
Hemostasia i refor¢ sobre les anastomosis de fistules artério-venoses.
Barrera antiséptica en un focus anastomotic en general.

Tractament de fistules protésico-cutanies.

Tractament de fistules osteocutanies en monyons d'amputacio.

Cardiocirurgia:

» Consolidacio de sutures arterials i vasculars en general.

» Reparacio de petites laceracions epicardiques sense punts de sutura.

* Hemostasia i refor¢ d'anastomosis de by-pass coronaris i com a
adhesiu per a millorar i fixar el procés dels by-pass coronaris.

* Recobriment del teixit parenquimatds en cirurgia dels
aneurismes ventriculars.

» Reforg de la sutura i adhesié del pegat en la reduccio del ventricle
esquerra.

« Com hemostatic en la prevencio de les hemorragies de les anastomosis
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proximals i distals de les diseccions aortiques agudes.

* Com adhesiu per a pegats per reforgar diseccions aortiques.

* Hemostatic en cirurgia valvular aodrtica, sobretot en aortes calcificades o
amb ateromes.

* Hemostasia i refor¢ de la sutura després de la reparacié dels aneurismes
aortics.

* En reintervencions, com adhesiu i hemostatic de laceracions del

ventricle causades per la reesternotomia o per adheréncies.

Cardiocirugia Pediatrica

Consolidacié de sutures aortiques i vasculars en general.

Hemostatic en linies de sutura entre teixits bioldgics i/o sintétics durant la
reconstruccio de parets cardiaques i vasculars.

En reintervencions, hemostasia en sutures i/o petites hemorragies de zones

extenses.

Cirurgia General

Adhesiu en hernioplasties inguinals obertes o per laparoscopia.
Hemostasia en lesions hepatiques.

Hemostasia del Ilit hepatic en colecistectomies per via tradicional i
laparoscopica.

Adhesid, reparacio i hemostasia del teixit parenquimatos en laceracions o
lesions hemorragiques del fetge, melsa, pancrees o ronyons.
Sellant i reforg d'anastomosis gastro-intestinals.

Hemostasia en anastomosis porto-cava.

Sellat del monyé apendicular.

Sellant en la reconstruccio del septe retrovaginal.

Sellat d'anastomosis de les vies biliars | del conducte de Wirsung.

Tractament de linforragies axilars i inguinals.

Cirurgia Pediatrica

15



Estudi experimental de viabilitat de les anastomosis digestives baixes amb adhesiu sintétic (Cianocrilat)

Hemostasia en seccions hepatiques.

Adhesid, reparacio i hemostasi del teixit parenquimatds en laceracions o
lesions hemorragiques hepatiques, renals, pancreatiques i espléniques.
Hemostatic en el llit d'una bidpsia hepatica per via laparoscopica.
Hemostasia del llit hepatic en colecistectomies per via oberta o
laparoscopica.

Sellat i refor¢ d'anastomosis digestives després de reseccions intestinals.
Sellat d' anastomosis en la reconstruccié de vies biliars.

Adhesiu en el tancament per via laparoscopica del canal peritoneo-vaginal
en hérnies inguinals congénites.

Sellat de sutures uroldgiques per evitar fugues d'orina.

Aerostasia del teixit parenquimatds pulmonar en biopsies laparoscopiques.

Cirurgia Toracica

Tancament i refor¢ de la sutura manual i/o mecanica en reseccions
pulmonars atipiques, lobectomies, pneumectomies, reseccio de bulles,
reduccio de volum, reseccions traqueobronquials per aconseguir aerostasia
immediata i major resisténcia mecanica de la sutura.

Sellat i reforg de sutures vasculars, fins | tot en trasplants pulmonars.
Tancament i refor¢ de sutures traqueals.

Hemostasia de vasos pleurals obliterats per adheréncies, tumors i masses
mediastiniques.

Sellat de fistules bronquials i broncopleurals.

Endoscopia Digestiva

Tractament endoscopic de fistules esofagiques i traqueoesofagiques,
gastriques, gastrointestinals, duodenals i pancreatiques.
Tractament endoscopic d'hemorragies per ulceres gastro-duodenals.

Tractament endoscopic de varius esofagiques, gastriques i duodenals.

Neurocirurgia
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» Sellant en plasties durals cranials i espinals per prevencio de fistules
osteocutanies.

 Com sellant en plasties durals en les cavitats amb residus d'extirpacié de

tumors.
» Sellant en laceracions durals en les hemilaminectomies.
» Sellant en licuorrees por fractura de la base del crani.
+ Tancament de la sella turca per via esfenoidal.
» Sellant de fragments ossis i osteocartilaginosos.

» Sellant dels musculs intercostals i cervicals.

Otorrinolaringologia

» Sellant de fistules licuorals en intervencions naso-paranasals de la hipofisi.

» Sellat de fistules faringo-cutanies.

» Sellant salival en técniques endo-orals del conducte rinofaringi.

» Sellant d'otorrees postraumatiques o postquirdrgiques.

» Tractament de seromes, linforragies laterocervicals o supraclaviculars
secundaris a buidament limfatic.

* Hemostasia en zones cruentes de la cavitat oral i faringe.

* Hemostasia en teixit musculars seccionat.

* Hemostasia en monyons d'osteotomia.

e Tancament de la ferida retroauricular en timpanoplasties.

» Sellant de fragments osseo-cartilaginosos.

» Per afavorir el manteniment de les protesis fonatories traqueo-esofagiques

Ginecologia

e Adhesiu i hemostatic en traumatismes de coll uteri.

» Com adhesiu i hemostatic en plastias vaginals i perineals.

* Hemostasia vaginal després d'histerectomia.

» Sellant i hemostatic per sagnats d'escas volum pero en zones de grans
dimensions.

» Sellant i hemostasic en cirurgia reconstructiva.
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B Radiologia Intervencionista i Neuroradiologia Vascular

 Embolitzacions arterials i venoses.

B Urologia
» Sellat de sutures ureterals i uretrals per evitar fugues d'orina.
 Hemostasia durante el trasplant renal i nefrolitotomies.
» Sellant i hemostasic en laceracions i lesions hemorragiques renals.
» Tractament de fistules urinaries.

» Sellat i hemostasia de les vies excretores en nefrectomies parcials.

Donat que el treball tracta de patologia digestiva quirurgica, s'ha centrat la recerca

d'articles del Glubran 2 en aquesta especialitat.

Bertlef et al han publicat un projecte experimental amb rates per desenvolupar un
meétode de facil aplicacid per laparoscopia en ulcus perforats. Col-locant un pegat de
material biodegradable que es fixa amb cola sintética Glubran 2 a la cara externa gastrica.
En la seva valoracio de resultats no es recullen fugues ni altres complicacions. Donat els

bons resultats s'ha iniciat un estudi randomitzat.

Per fistules, de diversos origens des de les pancreatiques fins les perianals. Les
fistules pancreatiques poden estar causades per traumatismes, pancreatitis agudes greus,
pancreatitis croniques o cirurgia pancreatica. Mutignani et al publiquen una petita série de
4 pacients amb fistules pancreatiques resistents als tractaments convencionals
endoscopics, van obtenir un 75% de desaparicid de la fistula 24 hores després de
I'aplicacié per l'orifici intern a través d'una pancreatografia evitant aixi una complicada

cirurgia. (16)

Barillari i Basso avaluen el Glubran 2 en tractament de fistula perianal, amb una o
multiples sessions, aplicant la cola en el trajecte fistulés han aconseguit uns resultats de
curacié en la primera sessio del 71.4% en fistules simples com complexes, la resta de les

simples van necessitar entre 2 i 3 sessions per aconseguir la desparicio de la fistula. En
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les complexes la meitat van curar amb 3 sessions, 90.2% d'éxits i la resta van necessitar
altres métodes. Per tant conclouen que la cola de cianocrilat és un tractament ideal per
aquest tipus de patologia ja que és segur, economic, repetible a més de presentar una

baixa taxa de recidives i no complicacions.

Intentant reduir el temps quirurgic, I'estada hospitalaria i el dolor postoperatori
Farouk va realitzar un estudi preliminar, posteriorment Helbling i Nowobilsky han realitzat
estudis prospectius randomitzats comparant I'hernioplastia sense tensié de Lichstenstein
classica amb un grup que fixa la malla amb Gubran. Helbling obté resultats excelents en
quan a la fixacié de la malla, no recidives als primers 3 mesos de seguiment. Nowobilsky i
el seu equip tot i pesentar bons resultats, només el dolor postoperatori menor en les
primeres 24 hores del grup Gubran és estadisticament significatiu. La resta de variables,
la duracié de la intervencid, l'estada hospitalaria i la tornada a la feina demostren una
tendéncia a obtenir millors resultats amb la cola perd sense suport estadistic, el grup

segueix amb l'estudi i amb el seguiment dels primers pacients durant 3 anys. %%

Farello amb el seu equip realitzen la reparacié quirurgica de les hérnies per via
laparoscopica des del 1991, al 1996 al sortir al mercat la cola sintética Gubran 2 realitzen
una comparacido amb el seu métode de fixacid habitual amb grapes espirals. Des de
llavors han canviat la técnica, ja que la cola no presenta complicacions con l'osteitis o les
parestésies, a més de poder-se aplicar al conegut “triangle del dolor” limitat pels vasos del

cordo i lateralment pel marge inferior del ligament inguinal. 3¢

Com s'ha comentat a I'apartat 1.2.1.3 diferents treballs com el de Tebala i Ceriati, i
séries de Luciano Zardo de I'Hospital de Saluzzo i de Farello de I'Hospital de Schio
demostren els bons resultats de I'aplicacié de cianocrilat en sutures intestinals d'alt risc,
destaca la disminucio de temps de sellat i el suport a la correcta cicatritzacioé de la sutura.

de la ferida. 331737

3. HIPOTESI
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Si els adhesius sintétics poden aconseguir una unié permanent i una correcta
estanqueitat en diferents teixits, com es reflecteix en la literatura recent, la seva utilitzacio
en les sutures intestinals baixes permetra la integritat postoperatoria del tub dugestiu i la

seva estanqueitat de manera immediata.
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4. OBJECTIU DEL TREBALL

4.1 OBJECTIU PRINCIPAL

- Demostrar la viabilitat de les sutures intestinals baixes utilitzant inicament adhesiu

sintétic de cianocrilat (Glubran 2) com a material d'unio.

4.2 OBJECTIUS SECUNDARIS

- Determinar la correcta evolucio dels parametres clinics de les sutures intestinals

efectuades amb I'adhesiu sintétic de cianocrilat.

- Demostra la integritat histologica i la cicatritzacio progressiva de les anastomosis.

- Valorar la resposta inflamatoria postoperatoria analitzant els leucocits i la proteina C

activada.

- Comprovar la no toxicitat de I'adhesiu histologicament.
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5. MATERIAL | METODES

5.1 MATERIAL

5.1.1 Lloc i personal
El projecte experimental es realitza a les instalacions de l'estabulari del Centre
d'Experimentacio Animal (CEA) de la Fundacié Institiut d'Investigacions en Ciéncies de la
Salut Germans Trias i Pujol, per part d’'un equip del Servei de Cirurgia General i Digestiva,
on sempre participa un titulat amb experimentacié animal. Es compta amb la col-laboracio
del Servei d’Anatomia Patologica, el Servei de Bioquimica i el Servei d'Hematologia, a
més de tecnics de [lestabulari experts en manteniment i tracte dels animals

d’experimentacio.

5.1.2 Animals d’experimentacid
En aquest projecte és indipensble la utilitzacié d'animals vius perqué s'estudia la
cicatritzacio de teixits, procés que requereix del funcionament de diversos sistemes, com
el digestiu, el sanguini, el nervids i I'immunoldgic. La cicatritzacié és un procés evolutiu,
requereix dies fins a realitzar-se completament i poder comprovar la seva correcta

progressio clinica i histologica.

Donat que és el primer estudi on es fara servir 'adhesiu sintétic Glubran 2 com a
material d’'unié, no com a sellant o refor¢ d’una sutura intestinal baixa, es realitza amb
animals petits, perd amb prou pes i volum per a realitzar sutures sense que apareguin
complicacions técniques. Per aixd s'han escollit els rosegadors per ser animals polivalents
des del punt de vista experimental, i per que sén facils de manipular. S'han usat rates i no
ratolins per la facilitat de realitzacié del procediment anestésic i perqué presenten un pes i

volum major facilitant la técnica quirurgica.

Donat el possible risc de complicacions postoperatories greus que poden ocasionar

patiment als animals, abans de comencar el projecte definitiu es realitza una prova pilot
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només amb 4 rates. Si els resultats son satisfactoris es du a terme el projecte complert

amb 24 rates.

Les 28 rates son Wistar mascle amb pes inicial entre 250 i 350gr, provinents dels
laboratoris Harlan. Aquestes es mantenen a l'estabulari abans citat en condicions
estandard de temperatura, ventilacié i humitat controlades, amb cicles de llum de 12 hores
i en gabies conjuntes. Segons les recomanacions en experimentacié animal, les rates a
I'arribar a I'estabulari es mantenen un minim de 5 dies en quarantena, sense que l'equip
tingui contacte amb elles, per aclimatar-se al nou espai i als cuidadors evitant estrés a

'animal.

5.1.3 Quirofan

El quiréfan on es duran a terme les intervencions segueix les normes higiéniques
adequades, abans i durant les operacions quirurgiques i les extraccions de sang. Les
rates es mantenen en dieta hidrica un minim de vuit hores preoperatories i el primer dia
postoperatori, no els dies d’extraccidé de sang que segueixen la dieta habitual. Qualsevol
tipus d’intervencié es realitza amb els animals sota anestésia general amb Fluorane
inhalat més oxigen. En el postoperatori es tracta a les rates, per a pal.liar el possible dolor,
amb Metacam® (meloxicam) diluit a l'aigua del seu bevedor a d'1mg/Kg. L'eutanasia es
realitza, segons el pla de treball posteriorment exposat, amb una sobredosi de

pentobarbital sodic 200mg/Kg intraperitoneal.

5.2 METODES

5.2.1 Grups

Les 24 rates es divideixen aleatoriament en 2 grups segon el tipus de material de
sutura. En un grup es realitza la uni6 unicament amb una substancia adhesiva de
cianocrilat, Glubran 2, que en multiples estudis ha demostrat la seva eficacia com a
adhesiu perd sobretot com a reforg. Fins ara no s’ha provat com a unic element d’unié en
seccions intestinals baixes. El segon grup, el control, es realitza una sutura amb punts
solts equidistants amb una sola capa que és un dels tipus de sutura no mecanica més

utilitzats en I'actualitat en cirurgia colorectal.
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€ Grup A: Adhesiu sintétic de cianocrilat Glubran 2, envas monodosi de 0.5ml
Ratesdela1ala12

€ Grup B: Punts solts de seda del 6.0 amb agulla circular.
Rates de la 13 a la 24.

Aquests 2 grups es subdivideixen en 6 subgrups de 4 rates cada un, segons el dia
de reintervencié. Es realitzen subdivisions en temps d’evolucid per a poder observar
I'evolucio histologica de la sutura, ja que la reconstruccié o cicatritzacio del teixit seccionat
requereix de la la formacié de noves cél-lules que componguin el teixit epitelial i connectiu
amb que es reparen els segments intestinals després de la fase inflamatoria i de
granulacié. El dia de la reintervencio, s’avalua macroscopicament la sutura, es procedeix
a la resecci6é del segment que la conté i es realitza I'eutanasia de I'animal segons el
protocol.

Subgrup I: 1 dia. Rates 1, 2, 13 i 14.

Subgrup IlI: 7 dies. Rates 3, 4, 15i 16.

Subgrup lll: 14 dies. Rates 5, 6, 17 i 18.

Subgrup 1V: 28 dies. Rates 7, 8, 19 20.

Subgrup V: 42 dies. Rates 9, 10, 21 i 22.

Subgrup VI: 56 dies. Rates 11, 12, 23 i 24.

5.2.2 Mostra plasmatica basal
El dia de la intervencio, dia 0 de l'estudi, s’extreu una mostra de sang de cada
animal per obtenir els valors basals dels parametres analitics basics: hemograma
complert, proteina C reactiva, ionograma i proteines totals. Al realitzar-se una laparotomia
en el mateix acte i tenir accés a grans vasos es realitza I'extraccié de la vena cava, aixi

s'evita una altra incisié que podria ocasionar més dolor a I'animal.

El volum de sang que s'extreu, tant de la mostra basal com de les extraccions
durant el seguiment postoperatori, €és d'1ml com a maxim per cada animal, per dia. Es
necessita aquest volum perqué s'ha de repartir la mostra de sang en dos pels diferents
Serveis d’Analisi Cliniques i a més una part d’aquestes s’ha de centrifugar perdent-ne part

en el procés. Seguint la “Guidelines for Survival Bleeding of Mice and Rats” s'ha calculat
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que animals d'aquest pes recuperen en 7 dies un 7.5% del seu volum de sang circulant, i

en un animal de 300-350gr, 1ml de sang equival al 4- 5% del seu volum total.

Per tant la mostra inicial de sang es reparteix en un tub amb EDTA per a la
realitzacio de I'nemograma complert, precisant un minim de 0.3-0.4ml, aquest tub s'ha de
mantenir en fred i l'analisi s'ha de realitzar abans de les 24h per evitar la coagulacio i
alteracié dels resultats. La resta de sang s'aboca a un tub d'Eppendorf i es centrifuga
durant 10 minuts a 300 revolucions. El seguent pas és aspirar el plasma sobrenedant i
passar-lo a un altre tub d'Eppendorf. Les mostres es congelen i l'analisi es realitza amb
totes les mostres alhora perqué s'utilitzen Kits especific per a cada determinacié per

mutliples mostres.

5.2.3 Intervencio quirurgica
La intervencié quirurgica es realitza sota anestésia general amb Fluorane inhalat i
oxigen amb vaporitzador calibrat. La induccié es du a terme amb una dosificacié al 4% de
Fluorane i 2 litres d'oxigen a la camara anestésica. La dosi de manteniment sera amb el

2% de Fluorane i 1 litre d'oxigen.

Amb I'animal en decubit supi i en condicions de correcta higiene de I'espai, material
i del personal es realitza una laparotomia mitja de 4cm de longitud des del xifoides.
Obertura per plans. Extraccié de sang de la vena cava i hemostasia amb compressié. A
continuacio es localitza el segment del colon a 3cm de la valvula ileo-cecal, on es realitza
una colotomia longitudinal d’1 cm de longitud en direccidé distal. Es neteja el possible
contingut intestinal i després de secar i encarar acuradament les dues cares de la
colotomia s’aplica una capa superficial de Glubran 2 en el grup A; al grup B es realitzen
punts solts de seda de 6.0 equidistants amb agulla circular. En el grup, A segons les
instruccions de l'aplicacid de l'adhesiu, s’ha de mantenir la cola sense contactar amb
altres visceres i/o material durant un minim de 90 segons que és el temps que tarda en
polimeritzar i per tant ja no s’adhereix per contacte. Per finalitzar la intervencié es realitza

el tancament de la laparotomia amb una sutura continua de seda de 3.0.

25



Estudi experimental de viabilitat de les anastomosis digestives baixes amb adhesiu sintétic (Cianocrilat)

5.2.4 Seguiment postoperatori
Just després de la intervencio, 'animal es canvia i manté en una gabia individual
per diversos motius: risc de lesions en la laparotomia per altres animals, dieta hidrica el

primer dia postoperatori i la seva identificacié segura.

Durant tota I'evolucié postoperatoria els animals es mantenen a l'estabulari, sota
les mateixes condicions ambientals i d’alimentacié descrites anteriorment en aquest

apartat.

5.2.5 Mostres plasmatiques durant el seguiment postoperatori
Es duen a terme extraccions de sang periférica a cada animal en diferents periodes
de temps segons el subgrup al que han estat aleatoritzats, veure pla de treball. Les
mostres de sang s'obtenen de la vena safena dels animals. Es realitza en aquesta via
d'accés perque és un dels métodes recomanats per a rates d'aquest tamany, indicat per a

I'obtencié de mostres de petit 0 mitja tamany i que permet la repeticié del punt d'accés.

El procés és realitzat per un dels investigadors amb el qual els animals estan
familiaritzats. Es realitza una incisié a nivell inguinal perpendicular a I'extremitat inferior,
obertura per plans fins a localitzar el vas, un cop extreta la sang amb pocs segons es
retira l'agulla per evitar hematomes i es manté la zona amb pressiéo continua durant
seixanta segons. Un cop revisada la correcta hemostasia es tanca la incisi6 amb una

sutura continua de seda de 3.0.

De cada mostra de sang s’analitzen els mateixos parametres que a la mostra
basal, per poder-ne comparar I'evolucié, a més de detectar possibles marcadors analitics
de complicacions postoperatories durant el postoperatori. La seglient extraccio periférica

es realtza de I'extremitat inferior contralateral successivament.
5.2.6. Reintervencioé quirurgica i eutanasia

El dia de la reintervencid, variable segons els subgrups, s'inicia el procés quirurgic

amb una laparotomia iterativa, inspeccid de la cavitat abdominal per a deteccié de

26



Estudi experimental de viabilitat de les anastomosis digestives baixes amb adhesiu sintétic (Cianocrilat)

possibles complicacions macroscopiques i/o adheréncies. Extraccié de I'Ultima mostra de
la vena cava i hemostasia amb compressio. Es localitza la sutura i es resseca la pega que
també inclou 1.5cm de colon a nivell proximal i distal de la sutura, en total una reseccié de
4cm. Posteriorment es realitza biopsia hepatica i renal per estudi de toxicitat. Per a
finalitzar s’aplica I'eutanasia mitjangant una sobredosi de pentobarbital sodic, 200mg/Kg
intraperitoneal diluida a un maxim de 60mg/ml, per evitar la irritacid que pot provocar a

major concentracio i usant un volum maxim de 10ml/Kg per a cada animal.
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6. PLA DE TREBALL

Un cop superat el periode de quarantena es realitza la primera intervenciod, es
considera el dia 0. Donat que sén un elevat numero d'intervencions i extraccions de sang
es realitzen en diferents dates, aixi i tot es compleix el temps estipulat. Els procediments

d’'un mateix subgrup, 4 rates cada un, es realitzen el mateix dia per evitar diferéncies.

Diariament es controlara I'estat clinic de les rates avaluant diferents items seguint
el protocol de supervisio estandaritzat, veure seccié 8.1 Dades cliniques. També s’observa
I'inici de la realitzacio de deposicions i alteracions en el ritme deposicional durant el
postoperatori per descartar clinica oclusiva. Si en algun moment la inspeccio objectiva

patiment de I'animal s’aplica I'eutanasia aquell mateix dia.

Els dies d’extraccio de sang periférica es pesa la rata, el pes és un dels valors que

pot indicar patiment per una possible complicacié intraabdominal.

Al subgrup I, compost per dues rates del grup Glubran i dues de Control amb sutura
amb seda (rates 1, 2, 13 i 14) se li realitza la laparotomia, extraccio de sang de la vena
cava, colotomia i sutura, la mateixa intervencio continua amb la reseccié del segment

suturat i 'eutanasia dels animals.

El subgrup Il (rates 2, 4, 15 i 16) el dia O es realitzen els mateixos passos fins a la
sutura i posterioment es tanca la laparotomia i es desperta la rata. Set dies després, si no
hi ha complicacions, es realitza la laparotomia iterativa amb les rates sota I'efecte de
I'anestésia, s’extreu la mostra de sang central i després d’inspeccionar la cavitat

abdominal i la sutura es procedeix a la reseccio del segment i es realitza I'eutanasia.
La resta de grups a més del dia O i el dia final, 14 dies pel grup Ill, 28 dies el grup

IV, 42 dies el grup V i 56 dies el grup VI es realitzen extraccions de sang periférica, de la

vena femoral a la meitat del temps d’evolucié del subgrup.
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Taula 1. Taula esquematica del pla de treball

Grup |Subgrup| Rata | Dia0 | Dia7 |Dia 14|Dia 21|Dia 28|Dia 42| Dia 56
1 |lIQ+PL+RE
| 2 [IQ+PL+RE
3 IQ+PL_|PL+RE
! 4 IQ+PL_|PL+RE
5 IQ+PL | PL |PL*RE
L 6 IQ+PL PL |[PL+RE
A 7 IQ+PL PL PL+RE
IV 8 IQ+PL PL PL+RE
9 IQ+PL PL PL+RE
0 | 1Q+PL PL PL+RE
11 IQ+PL = PL PL+RE
12 | 1Q+PL PL PL PL+RE
13 |IQ+PL+RE
14 [lQ+PL+RE
15 | 1Q+PL |PL*RE
16 | IQ+PL |PL+RE
17 | 1Q+PL | PL |PL+RE
18 IQ+PL PL |[PL+RE
19 | 1Q+PL PL PL+RE
20 | 1Q+PL PL PL+RE
21 IQ+PL PL PL+RE
22 | 1Q+PL PL PL+RE
23 | 1Q+PL = PL PL+RE
24 | 1Q+PL PL PL PL+RE
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Llegenda:

*A: Grup de rates amb sutura de Glubran 2

*B: Grup de rates amb sutura amb punts solts de seda de 6.0 amb agulla espatulada

*l: 1dia

«Il: 7 dies
* lll: 14 dies
« IV: 28 dies
*V: 42 dies
* VI: 56 dies

*IQ: Intervencid quirurgica
*PL: Obtencio de plasma

*RE: Reintervencio i eutanasia
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7. RECOLLIDA DE DADES

7.1 DADES CLINIQUES

Des del dia 0, diariament s'avaluen les rates intervingudes segons el protocol de
supervisié (veure Taula 2) basat en les recomanacions del Comité d'Etica de la Fundacié
Institut d'Investigacions en Ciéncies de la Salut Germans Trias i Pujol i aprovat pel Comité
d'Etica en experimentaci® animal de la Direcci6 General de Medi Ambient del

Departament de Medi Ambient i Habitatge de la Generalitat de Catalunya. (Annex)

Les dades son recollides en forma de variables quantitatives discretes amb uns
valors entre 0 a 3 per avaluar cada parametre i una escala total al sumar-los del 0 al 10. Si
s’obté un 3 en més d’'un concepte, tots els 3 passen a 4. Els valors considerats esperables
o dins la normalitat en un postoperatori abdominal sén entre 0 i 4, en aquests casos se'ls
administra analgésia pautada diluida en l'aigua del seu bevedor, meloxicam en dilucié de

1mg/Kg.

En els casos que el dolor/patiment sigui de severitat intermitja (valors de 5 a 7)
s'aplica un segon analgésic a I'animal, Buprenorfina a 0.05-0.1mg/Kg per via subcutania
cada 12 hores fins a la millora de I'estat de I'animal i per tant dels valors. Combinant els 2
meétodes analgésics es potencien els efectes i s'eviten dosis de I'analgésic aplicat per via
intramuscular, ja que si només s'utilitzés la Buprenorfina la posologia recomanada és cada
8h.

En animals amb un resultat de 7 persistent o superior es realitza I'eutanasia aquell
dia per evitar-ne el patiment innecesari i es recullen les mateixes dades que si fos el dia
final programat. En qualsevol cas i independentment de la puntuacié total assolida,
qualsevol animal amb mutilacions, comatdés o amb indicadors de patiment greu és

immediatament eutanasiat.
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Taula 2. Protocol de supervisio

ﬁ

1.1- Automutilacions o vocalitzacions estranyes:

- Si: 3

- No: 0
1.2- Aspecte:

- Normal:

0
- Pelatge en mal estat: 1
- Secrecions oculo-nasals: 2
- Postura anormal: 3

2.1- Molt agressiva o comatosa

- Si: 3

- No: 0
2.2- Pes

- Normal: 0

- Pérdua < 10%: 1

- Pérdua 10-20%: 2

- Pérdua > 10%: 3

- Si: 3

- No: 0
Escala de severitat:

- Baixa: <5

- Intermitja: 5-10
- Alta: >10

32



Estudi experimental de viabilitat de les anastomosis digestives baixes amb adhesiu sintétic (Cianocrilat)

7.2 DADES HISTOLOGIQUES

Els dies de la reintervencio, l'experimentador valorara amb detall des de la
laparotomia iterativa, la preséncia de liquid intraabdominal, adheréncies, fugues i/o altres

possibles complicacions postoperatories macroscopiques.

El segment a analitzar histologicament contindra el centimetre de colon ascendent
amb la sutura i 1.5cm a nivell proximal i distal. En el moment de la seva extraccio les
peces son col-locades sobre una superficie plana i fixades a cada extrem amb una agulla
per evitar retraccions a l'introduir-les amb formol al 10%. El processament i I'estudi de les
mostres es du a terme per técnics i especialistes en Anatomia Patoldgica de I'Hospital

Germans Trias i Pujol respectivament.

La mostra és inclosa en parafina i tallada. Dels blocs obtinguts se'n realitzen
seccions de 5 micrometres mitjangant un microtom de fulla mobil. Les tincions que s'usen

son I'hematoxilina-eosina i el tricromic de Masson.

Com indiquen els objectius del projecte, I'estudi anatomo-patoldgic avalua la
viabilitat de la sutura, descartant la presencia de fugues microscopiques i/o dehiscencies

encobertes o0 que no s'han apreciat a ull nu.

Per l'estudi de la reaccié inflamatoria dels teixits suturats, la correcta cicatritzacio
amb fibrosis, neovascularitzacio i la infiltracio del greix se segueix I'Annex E de la
normativa ISO 10993 6:2007 que basada en la bibliografia déna exemples de taules per
classificar la reaccio biologica local dels teixits. Les dades es recullen en forma de
variables quantitatives discretes segons la quantitat de cel-lules per camp; per exemple, el
grau d' inflamacié aguda s'avalua segons la quantitat de polimorfonuclears, la inflamacio
cronica segons el numero de limfocits. També es remarca la preséncia o no de denudacié

que és la desaparicio de les glandules de la mucosa.
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7.3 DADES ANALITIQUES

7.3.1 Hemograma

La mostra basal de cada animal ens dona els seus valors abans de cap tipus de
manipulacio. Igual que a les persones que s'intervenen i es realitzen sutures intestinals,
es valoren duran el seguiment amb hemogrames de control periddics i amb més
frequencia si el pacient presenta algun signe o simptoma. Aquesta determinacié amb
multiples parametres ens doéna informacié de possibles hemorragies i infeccions amb els
diferents reactants de fase aguda com soén els globuls blancs que, en l'actualitat encara
son el més habitual indicador d'inflamacié aguda que en posa alerta. Per aquest motiu es
realitzara una comparacié entre la determinacié de leucocits progressiva de cada rata, es
comparara amb l'estudi histoldgic per buscar coincidéncies entre determinacions
patoldgiques de leucocits i sutures amb fugues o major grau d'inflamacié i es comparara

els valors entre els dos grups.

7.3.2 Analisi bioquimica

Es determina la Proteina C Reactiva perqué és un altre marcador d'inflamacié ben
estudiat i usat actualment. A més es realitzara un ionograma i evolucio de les proteines
totals ja que els pacients amb patologia de I'aparell digestiu solen presentar-ne péerdues
que s'empitjoren amb el desgast metabdlic de la intervencid, i a més en el postoperatori,
la recuperacio dels nivells normals és lenta perque precisen de dieta absoluta els primers

dies.
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8. PRESSUPOST | FINANCAMENT

Per a la realitzacié del projecte experimental s'ha comptat amb la col-laboracié
economica de I'empresa GEM s.rl a més de proporcionar l'adhesiu sintétic Glubran-2

utilitzat durant I'estudi.
El material i serveis necessaris per a dur-lo a terme soén:

€ 28 rates Wistar mascle
€ 4 sacs de pinso Teklad de 12.5Kg
€ 3 sacs d'encenall HBK sac 15Kg
€ Transport
€ Instrumental quirargic
1 Tisores de Mayo
1 Pinces
1 Pinces
4 Mosquits
1 Portaagulles
€ Material fungible
Sutures de seda
Sutures de vicryl
Xeringues
Agulles
Tubs EDTA
Tubs Eppendorf
Formol
Recipients per les mostres histologiques
Gasses
Sérum

Guants
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Empapadors

Tractament de les 24 mostres anatomo-patologiques
Tinci6 amb hematoxilina- eosina de les 24 mostres
Tincié amb tricromic de Masson de les 24 mostres
Técnic del servei d'Hematologia

Processament dels hemogrames

Técnic del servei de Bioquimica

KIT RPCR-DIMENSION Siemens

KIT per a la determinacié de proteines totals Siemens
KIT per a la determinacié dels ions plasmatics Siemens
Gestions de la Fundacié Institut d'Investigaciéo en Ciéncies de la Salut Germans
Trias i Pujol.

Metacam

Ala taula 3 es detalla el cost de tots els materials i els serveis descrits.
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Taula 3. Pressupost

Animals Rates Wistar mascle 28 18,6 520,8
Caixa transport 7 18 126
Transport 1 91,91 91,91
Subtotal 794,51
18,00% 132,96
870,96 | 1742 [ 1046 |
Aliment Pinso Teklad sac 12.5Kg 4 22,13 88.52
i ferratge Encenall HBK sac 15Kg 3 9,15 27.45
Transport 3 32,64 97,92
8% Pinso i encenall 9,27
18% Transport 17,62
240,78 48,16
Fungibles 910 910 182
Material Tisores 1 26.24 26.24
quirdrgic Pinces 1 7 7
Pinces 1 7,52 7,52
Mosquit 2 21,7 43,4
Mosquit 2 31,81 63,62
Portaagulles 1 119,72 119,72
267,5 535 | 821
Estudi Tractament mostres 24 3,5 84
histologic Tincié H-E 24 4.5 108
Tincié de Masson 24 6 144
336 67,2 | 403 |
Estudi Hemograma 80 6 480
hematologic Tecnic (hores) 40 20 800
1280 256 | 1536
Estudi Kit PCR 2 234 468
bioquimic  KIT proteine totals 1 18.65 18.65
Téecnic 400 400
886.65 177,33
Analgesia  Metacam 1 ampolla 20ml 1 90,32 90,32 18,06 -
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9. RESULTATS INICIALS: PROVA PILOT

9.1 INTRODUCCIO

La publicacio de 1959 “The Principles of Human Experimental Technique” de
Russel i Burch promou 3 R.

- Reemplacament dels animas d'experimentacié per meétodes alternatius.

- Reduccié del numero d'animals per aconseguir demostrar un objectiu cientific.

- Refinament dels métodes per minimitzar el patiment animal.

En aquest projecte no hi ha meétodes alternatius, ja que la cicatritzacié és un procés
evolutiu en el temps, a meés hi participen diversos sistemes organics pel que no es podria

demostrar amb proves in vitro o organs aillats, es requereix d'un organisme viu complert.

S'ha realitzat una prova pilot tal i com es recomana en aquests principis per refinar
el procediment, és a dir per a millorar la capacitacié del personal que realitza l'estudi, la
millora continua del disseny experimental, el perfeccionament de les técniques i reduir al

minim les possibles complicacions no previstes en el procediment.

9.2 MATERIAL | METODES

S'han usat 4 rates: A, B, C i D. Les dues primeres s'ha realitzat la sutura amb
Glubran i les dues ultimes amb seda de 6.0 amb la mateixa técnica que s'ha exposat a
I'apartat 6.2 3. Per augmentar el valor de la prova i donat el fet que és la primera vegada
que s'usa la substancia adhesiva com a material d'unio tot sol, s'ha afegit un estudi de
pressions comparatiu entre els dos grups de rates. Al finalitzar la sutura s'ha provocat una
oclusio distal i proximal, col-locant mosquits a ambdds extrems de la sutura. Posteriorment
s'introdueix un cateter en el segment ocluit, evitant la sutura. El cateter esta connectat a
un equip de sérum amb 2 connexions amb una clau de 3 passos i a un seérum fisiologic de
500cc. Al peu d'un pal de sérum es colloca un mandometre graduat en centimetres

d'aigua. El punt O es fa coinicidir a nivell abdominal de I'animal. Es gira la clau de 3 passos
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fent que el serum ompli la columna del mandmetre fins al 0. Després es gira la clau de
forma que s'obri la connexié entre el manometre i el catéter i es pot calcular la pressi6 del
colon sense contingut intestinal. Per I'altra connexid s'aplica serum amb una xeringa, 2cc
cada vegada, i es valora l'augment de la pressio que esta suportant la sutura coldnica fins
que s'observa una fuga.

9.3 RESULTATS

- La pressio inicial del colon en les 4 rates oscil-la entre els 2 i els 3cm d'aigua.

- Les rates C i D del grup control han arribat a pressions entre 12 i 14cm d'aigua

abans d'observar-se macroscopicament fuga del sérum entre els punts de sutura.

- Les rates Ai B del grup Glubran han obtingut millors resultats, suportant pressions
de 20 i 21cm d'aigua respectivament, moment en qué s'observa un porus en un

extrem de la zona on s'ha aplicat el Glubran, amb sortida del serum.

Imatge 4. Pressio suportada per la sutura de la rata B

abans de presentar fuga

39



Estudi experimental de viabilitat de les anastomosis digestives baixes amb adhesiu sintétic (Cianocrilat)

10. DISCUSSIO

Des dels inicis de la cirurgia digestiva, les complicacions de les sutures intestinals
soén el problema més greu amb qué es troben els cirurgians, la sanitat i els pacients. Els
factors de risc es coneixen i per aquesta rad continuament s'estan duent a terme
investigacions experimentals i cliniques per, d'una banda buscar les causes a nivell
molecular i aixi coneixer-les amb més detall; per l'altra banda es fa recerca de solucions
per a disminuir la incidéncia d'aquestes complicacions: la dehiscéncia de sutura, fuga de

contingut intestinal i fistules.

Cebala, Teriati, Tardo i Farello han usat la cola sintética amb base de cianocrilat
Glubran 2 per a reforgar anastomosis coloniques de risc obtenint bons resultats. Aquesta
mateixa substancia esta sent usada des de fa més de 10 anys en totes les especialitats

quirargiques i en multiples indicacions com a adhesiu i també com a hemostatic.

Al observar-ne els bons resultats i donada la gran quantitat de factors técnics que
requereixen les sutures manuals i les mecaniques actuals ens hem plantejat la possibilitat
que usant només la cola com a material d'unié la sutura sigui viable. El fet de no realitzar
punts a la delicada zona a unir ni aplicar grapes eliminem el risc de traumatismes en el
moment de la sutura i també disminueim el possible efecte isquémic del fils anuats i les

grapes sobre la vascularitzaci6 de I'anastomosi.

Al ser la primera vegada que s'usa aquesta substancia amb aquesta indicacio i no
tenir resultats que donin seguretat previs, s'ha decidit realitzar una prova pilot amb pocs
animals. La prova ha consistit en un estudi de pressions basant-nos en treballs com el
de Farias-LLamas i el de Ferreira Baeza. Els resultats obtinguts permeten la realitzacio de

I'experiment complert i donen esperancga d'uns bons resultats finals.
Si I'estudi demostra la viabilitat de la cola Glubran com a unic material d'unié en
sutures digestives baixes, amb els resultats s'elaborara un projecte de tesi doctoral i

s'enviara a una revista d'experimentacié per donar a conéixer l'estudi i els seus resultats.
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Donat que per a la realitzacié d'aquest projecte s'ha creat un protocol d'investigacié
experimental, en un futur s'intentara promoure nous estudis seguint aquesta linia de

recerca i intentar I'is d'animals més grans i afins a I'ésser huma.
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11. CONCLUSIONS

» La dehiscéncia de sutura intestinal baixa és una complicacié encara frequent
malgrat tots els coneixements dels quals disposem i les millores en els materials i

les técniques quirurgiques.

» Té una gran importancia, donada I'elevada frequéncia de sutures intestinals
requerides tant per patologia benigna com per maligna. El cancer colorectal és la
neoplasia més frequent en numeros absoluts en el nostre pais i el segon amb

major mortalitat en ambdds sexes.
* Les possibles greus consequéncies d’'una fuga de la sutura, com son la
peritonitis fecaloidea o la mort del pacient, incrementen la necessitat d’investigar

formes de reduir-ne la incidéncia.

» L’adhesiu sintéetic Glubran 2 ha demostrat la seva eficacia i seguretat com a

material d’'unié, en multiples aplicacions de totes les especialitats quirurgiques.

» En la prova pilot s'han obtingut bons resultats amb sutures intestinals baixes

amb Glubran 2, fet que permet iniciar la realitzaci6 del projecte exposat.
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13. ANNEX: Resolucio favorable del Departament de Medi
Ambient

Il Generalitat de Catalunya

¥ Departament de Medi Ambient
i Habitatge TR G Tl
Direccié General del Medi Natural Uil Departama

Fundaci6 Institut d’Investigacions -

en Ciéncies de la Salut Germans Trias i Pujol
Centre d’experimentacio animal (CEA)
Carretera el Canyet s/n

08916 Badalona (Barcelona)

Assumpte: notificacio resolucions experimentacio animal.

Rebudes les sollicituds per a [lautoritzacié expressa d'animals en procediments
d'experimentacié corresponents al vostre centre, us trameto les resolucions corresponents
als procediments informats a la reunié de la Comissid d’Experimentacié Animal de data 21
de setembre de 2010.

Les resolucions favorables tindran un periode de validesa de dos anys a comptar des de la
data de resolucio, i sempre i quan no existeixi cap modificacié en el procediment, d'acord
amb el que estableix |'article 32 del Decret 214/97.

Aixi mateix, us informem que la sol-licitud de prorroga de la validesa d’aquestes notificacions
s’haura de dur a terme abans de I'expiraci¢ d'aquesta data.

El Cap del Sexvei de Fauna, Flora i
Animals de Companyi?

4 S— -

T Generalitat de Ca
s
YK | Hablalge

_Direccié Goneral del Medi g A
Servei de Prc i6 de Fauna, Flora
i Animals de Companyia

s e R

\ \—

Jordi Ruiz Olmg_~~

B‘ércelona, 23 de setembre de 2010

Dr. Roux, 80

08017 Barcelona

Tel. 93 567 42 00 e
Fax 93 280 29 94 .!",k. srcicta
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N Generalitat de Catalunya
4 Departament de Medi Ambient i Habitatge
Direcci6é General del Medi Natural

1. Informar Favorablement la sollicitud d'autoritzacié expressa del procediment
d'experimentacié que es relaciona a continuacio, al qual se I' ha assignat el nimero
d'ordre que segueix:

Titol: “Estudi experimental de viabilitat de les anastomosis intestinals amb adhesiu
sintétic (cianocrilat)”

NUm. ordre DMAH: 5335

2. S autoritza la realitzacic d’aquest procediment d'experimentacié fins la data:
22.09.2012

Contra aquesta resolucié que no exhaureix la via administrativa, es pot interposar recurs
d'alcada davant la directora general del Medi Natural en el termini d’'un mes, a comptar de
'endema de la notificacié d’aquesta resolucié, segons el que estableix I'article 114 de la Llei
30/1992, de 26 de novembre, de régim juridic de les administracions publiques i del
procediment administratiu comu.

Barcelona, 22 de setembre de 2010

El cap del Servei de Proteccié de Fauna,
Flora i Animals de Companyia

Yl ~ . ~
{11h Generalitat de Catahunya
‘_H !_)r—_‘\[).'t"'_‘l.‘lll‘vﬂ de Medi Ambieat

Jordi Rui 6m0

Doctor Roux, 80 O
08017 Barcelona
Teléfon: 93 567 42 00
Fax: 93 280 33 20
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