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RESUMO

Introducao: Desnutricdo e sepse afetam adversamente a cicatrizagéo de
anastomoses coldnicas de formas independentes. O objetivo deste estudo € avaliar
os efeitos da nutricdo perioperatoria na cicatrizagao de anastomoses colénicas em
ratos desnutridos e toxémicos. Material e Método: Foram utilizados 45 ratos Wistar
adultos com peso médio de 266,189 +4,23g. Os ratos foram divididos aleatoriamente
em 3 grupos: 1. Grupo controle (C): alimentados com racao padrao ad libitum
durante 21 dias e submetidos a inje¢cdes de solugao salina intraperitonial (ip),
isovolumétrica diaria por 4 dias; 2. Grupo desnutrido e toxémico (DT): alimentados
com 50% da média da ingesta alimentar do grupo controle (pair-feeding) durante 21
dias e submetidos a injegdes de LPS ip (1mg/Kg/d) por 4 dias; 3. Grupo desnutrido,
toxémico e com nutricao perioperatéria (DTN): alimentados com método pair-feeding
durante 21 dias, submetidos a inje¢des de LPS ip (1mg/Kg/g) por 4 dias e nutricao
perioperatéria durante 14 dias com ragéo padrao ad libitum. Os ratos foram
submetidos a 2 sec¢des colbnicas reconstruidas com anastomoses término-
terminais. Apos a cirurgia, os grupos C e DNT tiveram livre acesso a agua e a ragao
e o grupo DT foi alimentado com agua ad libitum e método pair-feeding. Todos 0s
ratos foram sacrificados no 5° dia de pos-operatério. O peso corporal e exames
laboratoriais como leucdcitos, bastonetes, Proteina C Reativa (PCR), Fator de
Necrose Tumoral o (TNFa) e Interleucina-6 (IL-6) foram aferidos. As anastomoses
colénicas foram ressecadas para avaliagcao da tensdo maxima (TM), forca maxima
de tracdo (FMT), analise histoldgica e imunoistoquimica. Analise estatistica foi
realizada por meio dos testes t de Student e Mann-whitney. O nivel de significado
estatistico foi p<0,05. Resultados: A média de peso do grupo DTN foi superior ao
grupo DT e semelhante ao grupo C, assim como a dosagem de albumina sérica. A
dosagem sérica de PCR e TNF foi superior no grupo DT em relagdo ao DTN e C. A
afericao de IL-6, leucdcitos e bastonetes foi superior nos grupos DT e DTN. O nivel
sérico de plaquetas foi inferior no grupo DT. No grupo DNT, a TM foi superior ao
grupo DT (0,86+ 0,14 Kgf/cm? vs 0,52 + 0,06 Kgf/cm?; p=0,04) e semelhante ao
grupo C (0,86+ 0,14 Kgf/cm? vs 0,89+0,06kgf/ cm?; p=0,54). A média da FMT
também foi superior no grupo DTN em relagdo ao grupo DT (0,32 Kgf + 0,06 vs.
0,10Kgf+0,01; p=0,04) e semelhante ao grupo C (0,32 Kgf £ 0,06 vs 0,18 kgf £0,01;
p=0,36). A analise da densitometria do colageno ndo demonstrou diferenca entre os
grupos. O numero de miofibroblastos foi superior no grupo DTN em relagédo ao grupo
DT (6,17+0,46 vs 4,06+0,77; p=0,03), porém inferior ao grupo C (6,17+0,46 vs 7,62
10,28, p=0,02).0 namero de vasos sanguineos nas anastomoses foi semelhante nos
grupos DT e DNT (8,11+0,35 vs 8,35+0,73, p=0,59) e superior ao grupo C
(8,1140,35 vs 4,33%0,39, p= 0,0000 e 8,35+0,73 vs 4,334+0,39, p=0,0004).
Conclusao: A nutricao perioperatéria, durante 14 dias, aumentou a TM, a FMT,
assim como o nlimero de miofibroblastos nas anastomoses colénicas, no 5° dia de
pds-operatdrio, em ratos desnutridos e toxémicos. Também reestabeleceu o peso
corpéreo e a albumina sérica. Assim, a nutricao perioperatéria foi eficaz em reverter
os efeitos deletérios da desnutricao e da toxemia.

DESCRITORES
Desnutricdo; Sepse; Toxemia; Nutricdo perioperatéria; Anastomose; Colon;
Cicatrizagao de Feridas; LPS.



ABSTRACT

Background: Malnutrition and sepsis adversely affect the healing of colonics
anastomosis in independent ways. The purpose of this study is to assess the effects
of nutrition in perioperative healing of colonic anastomosis in undernourished and
toxemics experimental rats. Material and Methods: Forty five adult male Wistar rats,
weighing 266.18 + 4.23 g, were randomly divided into 3 groups: 1. Group control (C),
was fed chow diet ad libitum for 21 days and undewent intraperitoneal (ip) injections
of isovolumetric saline solution daily for 4 days; 2. Group malnourished toxemic (DT),
fed 50% of the average dietary intake of the control group (pair-feeding) for 21 days
and underwent ip LPS injections (1 mg/kg/d) for 4 days, 3. Group malnourished
toxemic, with perioperative nutrition (DTN), fed pair-feeding for 21 days, subject to ip
LPS injections (1 mg/kg/d) for 4 days and perioperative nutrition with chow diet ad
libitum for 14 days. All animals were submitted to 2 colonic sections, that were rebuilt
by end-to-end anastomoses. After surgery, the groups C and DNT had free access to
water and chow diet and DT group was fed with water ad libitum and pair-feeding. All
rats were sacrificed at 5 days postoperatively. The body weight and laboratory tests
like leukocites, rods, C-Reactive protein (CRP), Tumor necrosis factor (TNF) and
Interleukin-6(IL-6) were measured. The colonic anastomosis were cut off to assess
the maximum tension (MT), maximum force of traction (MFT), histological analysis
and immunohistochemistry. Statistical analysis was performed using the Student t
test and Mann-whitney. The level of statistical significance was p <0.05. Results:
The average weight of the group DTN was superior to the group DT and similar to
group C, as well as the level of serum albumin. The level of serum CRP and TNF
was higher in group DT in relation to DTN and C. The level of IL-6, leukocytes and
rods was higher in groups DT and DTN. The serum level of platelets was lower in the
group DT. In group DNT, the MT was higher than the DT (0.86 vs. 0.52 £ 0.14
Kgf/cm? + 0.06 Kgf/cm?, p = 0.04) and similar to group C (0.86 + 0.14 Kgf/cm? vs 0.89
+ 0.06 kgf/ cm?, p = 0.54). The average MFT in the group DTN was also higher than
the DT group (0.32Kgf + 0.06 vs 0.10 Kgf £ 0.01, p = 0.04) and similar to the control
group (C) (0, 32 Kgf + 0.06 vs. 0.18 Kgf £ 0.01, p = 0.36). The densitometry analysis
of collagen has not shown difference between the groups. The number of
myofibroblasts in the group DTN was higher than the DT group (6.17 + 0.46 vs. 4.06
+0.77, p = 0.08) but lower than the control group (6.17 £ 0.46 £ 0.28 vs. 7.62, p =
0.02). The number of blood vessels in anastomosis was similar in groups DT and
DNT (8.11 £ 0.35 vs. 8.35 £ 0.73, p = 0,59) and higher than the control group (8.11 £
0.35vs. 4.33 £ 0.39, p = 0.0000 and 8.35 £ 0.73 vs. 4.33 £ 0.39, p = 0,0004).
Conclusion: The perioperative nutrition, for 14 days, increased the MT, the MFT, as
well as the number of myofibroblasts in colonic anastomosis on PO day 5 in
undernourished and toxemics rats. It also recovered the normal body weight and
serum albumin. Then, perioperative nutrition was effective in reversing the
deleterious effects of malnutrition and toxemia.

KEY WORDS
Malnutrition; Sepsis; Toxemic; Nutrition perioperative; Anastomosis; Colon;
Wound Healing; LPS.
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1 INTRODUCAO

O tratamento de diversas patologias cirargicas inclui resseccbes e,
consequentemente, anastomoses intestinais. Nos Ultimos dois séculos, a
cicatrizacdo de anastomoses intestinais vem sendo muito estudada, com énfase as
técnicas de sutura e materiais empregadas na confeccdo das anastomoses. As
complicacbes das anastomoses podem ser inerentes a técnica cirdrgica, condicoes
locais, tipo de doenca, a idade dos pacientes e ao estado nutricional, entre outros.
Dentre as complicacdes, a deiscéncia de anastomose tem lugar de destaque no que
se refere ao aumento da mortalidade dos pacientes. Nas anastomoses colbnicas,
particularmente, a deiscéncia tem maior gravidade pela presenca de fezes na
cavidade peritonial e consequente peritonite, e torna-se uma preocupacgao constante
(KORUDA e ROLANDELLI, 1990; CHIAN et al, 2004; FERREIRA, 2004;
FERREIRA et al., 2006).

Varios estudos j4 provaram que o estado nutricional afeta diretamente a
cicatrizagdo de anastomoses. A desnutricdo pode influenciar a cicatrizagao colonica
por varias maneiras. A deplegéo protéica de macro e/ou micronutrientes tem efeito
direto na disponibilidade de aminoacidos para o processo cicatricial, além da
consequiente diminuicdo da imunocompeténcia do organismo (WARD, 1982;
SPANHEIMER, 1985; YUE et al., 1986; YOUNG, 1988; ARNOLD e BARBUL, 2006;
GONGCALVES et al., 2005).

Outra condicéo clinica freqlente que, nos ultimos anos, representa problema
de saude publica nas Unidades de Terapia Intensiva do Brasil é a sepse (SILVA et
al., 2004). A infeccao intra-abdominal € geralmente considerada um grande fator de
risco para a deiscéncia de anastomose colénica (KIYAMA et al., 2000). A alteracao
da cicatrizacdo pode ser resultado do aumento da lise do novo colageno formado ou
da diminuicao da formacao de colageno intracelular (CAMPOS et al., 2007).

Desnutricdo e infeccdo sdo as duas maiores causas de morbidade e
mortalidade no mundo em desenvolvimento. Estes dois problemas estédo inter-
relacionados: a desnutricao predispde a infeccao e a infeccao pode alterar o estado
nutricional (CALDER e JACKSON, 2000).



Ja existe consenso de que a terapia nutricional melhora a cicatrizagao dos
tecidos. A ingestao alimentar pré-operatéria pode ser mais importante para a
cicatrizacdo do que o estado nutricional geral do paciente (WINDSOR; KNIGHT e
HILL, 1998). O suporte perioperatorio nutricional é geralmente recomendado para
pacientes com desnutrigio moderada ou grave e que toleram esperar pelo menos 7
dias para cirurgia eletiva (KALFARENTZOS et al., 1997; DERVENIS et al., 2003;
HOWARD e ASCHELEY, 2003). A terapia nutricional na sepse atua de modo
adjunto, prevenindo a desnutricdo, contribuindo para a manutencdo da sintese
protéica e modulando a resposta inflamatéria sistémica (WAITZBERG, 2004).

Experimentalmente, Gongalves et al., em 2005, demonstraram que a
desnutricdo reduz a forga de ruptura e a percentagem de deposicdo de colageno
maduro nas anastomoses coldnicas no 5° dia de pds-operatério. Este mesmo estudo
demonstrou, ainda, que a realimentacado pré-operatoria por sete dias aumentou a
forca de tracéo e a percentagem de colageno maduro.

Ha situacées em que é necessaria a realizacao de resseccoes intestinais com
anastomose colbnica em pacientes desnutridos e sob condicbes sépticas.
Entretanto, em alguns casos, pode-se postergar a intervencao cirlrgica e
estabelecer alguma forma de terapia nutricional. Um exemplo clinico em que isto
pode ocorrer € a diverticulite com abscesso intra-abdominal. Num primeiro momento,
podemos manejar clinicamente o caso e postergar a cirurgia até melhorar o estado
nutricional do paciente. Diante dos estudos realizados para avaliar a cicatrizacao de
célon, em vigéncia de sepse e desnutricdo, observa-se que a nutricdo perioperatéria
nao foi devidamente explorada. Portanto, sdo necessarios estudos complementares
que poderdo contribuir para o conhecimento da importante interagdo entre

desnutricédo, sepse e sua influéncia no processo cicatricial.



1.1. OBJETIVO

Avaliar os efeitos da nutricdo perioperatéria na cicatrizagdo de
anastomoses colbnicas em ratos desnutridos e toxémicos, no 5° dia de pos-

operatério, mediante os seguintes parametros:

1) Tensiometria

2) Densitometria do colageno

3) Angiogénese

4) Numero de miofibroblastos
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2.1 CICATRIZAGAO DE FERIDAS

A cicatrizacdo das feridas resulta de uma série de eventos celulares,
fisiolégicos e bioquimicos que seguem, de uma maneira geral, 0S mesmos principios
basicos. A ruptura da integridade do tecido da inicio a uma séria de modificacdes. A
primeira etapa da cicatrizagdo comeca com a fase inflamatéria (0-3 dias). A
hemostasia é realizada por vasoconstricao transitoria local e formacao de trombos
na microcirculagdo lesada e nos vasos linfaticos. A seguir, substancias vasoativas
comecam a afetar as vénulas na area injuriada causando vasodilatacdo e aumento
da permeabilidade capilar, com extravazamento de plasma para a area do
traumatismo, resultando em edema celular intersticial. A resposta celular inicia
quando leucdcitos polimorfonucleares (PMN) comecam a invadir as margens da
ferida, em aproximadamente trés horas apds o ferimento inicial. Muitos dos
leucdcitos sofrem lise e liberam seus granulos citoplasmaticos na area traumatizada,
levando a degradagao enzimatica (necrose celular) e preparagao para fagocitose por
macrofagos. Alguns mondcitos estdo presentes na ferida apds 24 horas, e com 48
horas pos-ferimento, o numero de macréfagos se equivale ao de leucocitos PMN.
Fibroblastos aparecerdo durante o estagio tardio da fase inflamatéria (DIROSA,
PAPADIMITRIOU e WILLOUGHBY, 1971; HURLEY, EDWARDS e HAM, 1970;
IRVIN, 1981; LUNDBERG e GERDIN, 1984; BRASKEN, 1991; ROSS, ODLAND,
1968; THORNTON e BARBUL, 1997).

O estagio proliferativo, que compreende o periodo do terceiro ao décimo
quarto dia apds o ferimento, € caracterizado por tecido de granulagéo e constitui a
segunda etapa do processo de cicatrizacdo. Nesta fase, fibroblastos comegam a
sintetizar colageno e outras macrocélulas e a forca ténsil da ferida aumenta
rapidamente, relacionando-se com o acumulo de colageno. (CAMPOS et al.,2007;
LUNDBERG e GERDIN, 1984; BRASKEN, 1991; ROSS, ODLAND, 1968;
THORNTON e BARBUL, 1997).

A terceira fase da cicatrizacdo é a maturacdo ou remodelamento e ocorre

apoés 14 dias. A ferida se torna menos celular e muitos capilares sdo ocluidos e,



eventualmente, desaparecem. O tecido de granulacdo torna-se, gradualmente, uma
cicatriz densa e relativamente avascular, consistindo de fibras de colageno
organizadas junto as linhas de tensdao com fibroblastos relativamente inativos
(CAMPOS et al., 2007; IRVIN,1981; LUNDBERG e GERDIN, 1984; BRASKEN,
1991; ROSS, ODLAND, 1968; THORNTON e BARBUL, 1997).

2.1.1 Cicatrizacao das anastomoses gastrointestinais

O processo de cicatrizagdo gastrointestinal segue, essencialmente, os
padroes similares a todas as feridas. Esta cicatrizacéo é influenciada pelo peritonio,
o qual reage a diferentes traumas com peritonite e/ou formacdo de aderéncias, e
pelas multiplas camadas da parede gastrica ou intestinal (ELLIS, 1962; BRASKEN,
1991; RENVALL e JARVINEN, 1980 a, b; EKMEKTZOGLOU et al., 2006).

Atualmente, as cirurgias que envolvem o trato gastrointestinal sdo muito
freqlientes. As complicacbes nas anastomoses, como fistulas ou deiscéncias, sao
preocupagbes presentes na evolucao dos pacientes submetidos a estes
procedimentos (THORNTON e BARBUL, 1997; CHOBAN, JACKSON, POPLAWSKI,
BISTOLARIDES, 2002; BOYLU et al., 2005; BEZUTI et al., 2002). Diferentes tipos de
materiais e técnicas tém sido utilizados e aperfeicoados visando sempre incrementar
estes resultados pés-operatérios (SAVASSI-ROCHA e LOPES, 1994; GETZEN,
ROE e HOLLOWAY, 1966).

Muitos componentes do processo de cicatrizagdo sao semelhantes em todos
os tecidos: a resposta inflamatéria inicial apés a injaria, o depdsito do colageno
inicialmente imaturo e sua substituicAo por colageno maduro que resultard na
maturagéo da ferida. Entretanto, existem diferencas entre os tecidos e isto traz
variagdes, também, no processo de cicatrizacdo: a) o ganho de forga na cicatrizagao
de suturas gastricas, duodenais e intestinais, em condi¢des normais, € mais rapido
do que ocorre em suturas de pele e tendao; b) a producéo de colageno a partir das
fibras musculares lisas observada no trato gastrointestinal ndo ocorre na derme; c) a
regulacao da sintese de colageno no trato gastrointestinal é diferente do observado
na pele (THORNTON e BARBUL, 1997; SAVASSI-ROCHA e LOPES, 1994).

A cicatrizagdo da anastomose comeca sempre com uma forte reacao

inflamatoria. Granulécitos sdo encontrados na anastomose 3 horas apés a injuria e



seu numero alcanga o pico maximo apds 12-24 horas. Mondcitos e fibroblastos
aparecem na linha de sutura apds 24-48 horas da realizacdo da anastomose. A
reacao inflamatéria é mais prolongada na anastomose do célon do que na
anastomose do intestino delgado. Na anastomose do intestino delgado, a reagao
inflamatoria quase desaparece apds uma semana da cirurgia, mas durante o0 mesmo
periodo, os leucocitos PMN ainda sdo numerosos na anastomose coldnica
(HENDRIKS et al., 1985; HESP et al., 1985; HENDRIKS e MASTBOOM, 1990). As
alteracdes histolégicas da anastomose acompanham as modificagdes das

propriedades mecanicas do tecido cicatricial, como esquematizado na figura abaixo.
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ADAPTADO DE WITTE: BARBUL, 1997
FIGURA 1. MODIFICAGOES ESTRUTURAIS E MECANICAS DA FERIDA

Segundo Savassi-Rocha e Lopes (1994), Thornton e Barbul (1997), varios
fatores estdo implicados no sucesso ou na faléncia do processo de cicatrizagdo
(Quadro 1 e 2).



FATORES LOCAIS FATORES SISTEMICOS

e Suprimento sanguineo adequado e Fator de crescimento tecidual (TGF-f)
e Auséncia de tensdo na linha de e Horménio de crescimento recombinante
sutura (GH)

Intestino sadio
Hemostasia adequada
Sutura continente

Auséncia de infeccao

QUADRO 1. FATORES LOCAIS E SISTEMICOS QUE FAVORECEM A CICATRIZACAO
FONTE: SAVASSI-ROCHA E LOPES (1994); THORNTON E BARBUL (1997)

FATORES LOCAIS

FATORES SISTEMICOS

Contaminacgao bacteriana
Obstrugao distal

Injuria causada pela radiagao
Preparo inadequado do
intestino

Hipertermia

Presenca de drenos
Tumores fixos

Tensao na linha de sutura
Trauma

Corpo estranho
Ressecgdes extraperitoniais

Tecidos mal vascularizados

Desnutricao

Idade > 60anos

Sepse

Hipotensao trans-operatéria
Obesidade

Hipovitaminoses
Deficiéncia de zinco
Coagulopatia

Duragao prolongada da cirurgia
Hipdxia

Medicagdes
Imunossupressao
Transfusdo sanguinea
Uremia

Ictericia

Neoplasia maligna

QUADRO 2. FATORES LOCAIS E SISTEMICOS QUE DIFICULTAM A CICATRIZAGAO
FONTE: SAVASSI-ROCHA E LOPES (1994); THORNTON E BARBUL (1997)
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2.1.2 Importancia do colageno na cicatrizacao das anastomoses coldnicas

Independentemente do tecido lesado, do ponto de vista funcional, o
colageno € o componente mais importante na reparacéao de tecidos (THORNTON e
BARBUL, 1997; SAVASSI-ROCHA e LOPES, 1994; GOTTRUP, 1981).

O colageno é o maior componente estrutural da matriz extracelular e
representa aproximadamente 25% da proteina corporal total. As moléculas de
colageno consistem de trés cadeias de polipeptideos (cadeias-a) idénticas ou
similares, as quais formam uma hélice tripla (glicina, alanina, lisina, prolina,
hidroxilisina e hidroxiprolina). A prolilhidroxilase transforma a prolina em
hidroxiprolina, que passa a ser um aminoacido exclusivo do colageno. A
hidroxiprolina esta presente em concentracbes elevadas no colageno, sendo
indispensavel para a estabilizagdo da triplice hélice da proteina. As hélices sao
secretadas no espacgo extracelular como pro-colageno. Apds deixar a célula, os
propeptideos sdo removidos e se agrupam as moléculas de colageno em fibrilas ou
a outras estruturas que ocupam seu lugar (BRASKEN, 1991, BORNSTEIN e SAGE,
1980; HAY, 1981; LAUAND et al., 2004).

O colageno pode ser classificado de acordo com a estrutura da hélice
dominante e com o seu tamanho molecular. 1: colageno fibrilar (tipos I, 11,111, V e 1X),
2: colageno nao-fibrilar grande (tipos IV, VI, VIl e XIlI) e 3: colageno de cadeia curta
(tipos IX, X e XlIl) (BRASKEN, 1991). Trés subtipos de colageno (I, lll e V) sdo
identificados durante o processo cicatricial do célon. Os colagenos | e lll atingem
propor¢cdes mais significativas e a relacdo entre eles tém importancia maior no
estudo da cicatrizagdo anastomética (BRASKEN, 1991; JUNQUEIRA, MONTES,
SANCHEZ, 1982).

A submucosa é a camada intestinal mais importante a ser incluida na
anastomose, pois tem o maior teor de colageno, o que confere sustentacao a parede
intestinal. Durante os primeiros dias de pds-operatério, a forca da anastomose é
baixa e o colageno é degradado secundariamente a atividade de colagenase no sitio
da injuria. A forca anastomotica precoce €, entdo, dependente da capacidade da
ancoragem da sutura até que o novo colageno seja sintetizado por fibroblastos e
pelas células da camada muscular (THOMPSON, et al., 2006, LAUND et al., 2004).
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A concentracdo de colageno e a resisténcia mecénica de anastomoses
intestinais exibem diferentes padrées dependendo da fase de cicatrizagdo. Cronin,
Jackson e Dunphy, em 1968, realizaram estudo experimental com resseccao e
anastomose col6nica em ratos comparados com grupo controle, utilizando como
parametros anadlise quantitativa de coldgeno e a pressédo de ruptura. Observaram
que durante os trés primeiros dias da cicatrizacdo ocorreu decréscimo da
concentracdo de colageno de 40% até 2,5 centimetros proximo da anastomose.
Durante os dois dias seguintes, embora tenha sido verificado que a pressao de
ruptura encontrava-se préxima a do grupo controle, ndo havia alteragéao significativa
na taxa de concentracdo de colageno. A partir do quinto dia, a concentragdo de
coldgeno aumentou progressivamente até o décimo dia, atingindo concentracdes
proximas as do grupo controle, enquanto a pressao de ruptura apresentou valores
bem acima do grupo controle. Existe controvérsia na correlacdao entre a analise
quantitativa de colageno com a resisténcia mecanica de anastomoses intestinais.
Koruda e Rolandelli (1990), em artigo de revisdo sobre estudos experimentais de
cicatrizacdo de anastomoses colbnicas em animais, ressaltam a inexisténcia de
trabalhos com significancia estatistica a respeito da correlacao direta entre a medida
da taxa de hidroxiprolina e a resisténcia mecanica das anastomoses, até aquela
data. Estes autores citam que tanto a quantidade como a qualidade do colageno,
representada pela sua propriedade de entrelagamento, determinam maior ou menor
resisténcia mecéanica da anastomose. Assim, a resisténcia de uma sutura intestinal
poderia ser melhor definida pela determinagéao da proporcionalidade da presenca de
colageno imaturo, pouco entrelacado, e de colageno maduro, bastante entrelagado.

As anastomoses col6nicas perdem 72% a 95% da sua forga tecidual inicial,
durante os trés primeiros dias do processo cicatricial, quando ha atividade mais
intensa da colagenase (HOGSTRON, HAGLUND e ZEDERFELDT, 1985 e JIBORN
et al., 1980). Apds esse periodo inicial, a anastomose ganha for¢a acompanhando o
progressivo depdsito de coldgeno na area cicatricial (FIGURA 2). Entretanto, as
caracteristicas qualitativas do colageno depositado sdo mais importantes para o
suporte estrutural da anastomose do que sua concentracao tecidual (HENDRIKS,
MASTBOOM, 1990).
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cumva resultante

forca do colageno
novo aumenta
com a sintese

Forca
Ténsil

forca do colageno antigo
diminui devido 2 lise

Dias

ADAPTADO DE THORMNTON E BARBUL, 1997
FIGURA 2. SINTESE E DEGRADAGAO DO COLAGENO NA CICATRIZACAO

2.1.3 Métodos de avaliacao das anastomoses col6nicas

As anastomoses do trato gastrointestinal podem ter sua cicatrizacao
avaliada por diferentes métodos. Em cirurgia experimental, os métodos mais
comumente descritos sdo os parametros clinicos, mecéanicos, imunoistopatolégicos e
bioquimicos. Outros parametros que podem ser utilizados sdo os microbiolégicos,
radiograficos, microangiograficos e de microscopia eletrénica (VIZZOTTO JUNIOR,
2001; COSTA, 2002; BONIN, 2003).

2.1.3.1 Parametros clinicos

Os parametros clinicos avaliam a evolugdao po6s-operatoria do animal de
maneira observacional e subjetiva, a partir da coleta de dados evolutivos e analise
macroscopica dos achados intra-abdominais durante o sacrificio (VIZZOTO JUNIOR

et al., 2002; COSTA, 2002). Esses parametros indicam, direta ou indiretamente, a
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ocorréncia de deiscéncia anastomoética, que reflete alteragdo na cicatrizacdo da

anastomose.

2.1.3.1.1 Evolugéo po6s-operatdria

A alteracao de peso é considerada importante parametro clinico e nutricional
e interfere na avaliagdo das anastomoses. A perda de peso no perioperatdrio pode
indicar indiretamente desnutricdo e, consequentemente, determinar deficiéncia na
cicatrizagdo da anastomose.

Law e Ellis (1990), Leite et al. (1993), Karahasanoglu et al. (1998) e
Gongalves (2005) estudaram a influéncia da nutricdo sobre a cicatrizagdo de
anastomoses coldnicas em ratos. Os autores demonstraram grande importancia da
nutricdo sobre a cicatrizacao destas anastomoses e que o peso também serve como
parametro clinico na avaliacao da cicatrizacao de anastomoses.

A infeccao de ferida cirirgica se manifesta pela drenagem de secrecao
purulenta abundante e exposicao de tecido subcutaneo e aponeurético, podendo
comprometer a evolucao pdés-operatéria (VIZZOTO JUNIOR, 2001; COSTA, 2002;
BONIN, 2003). Naresse et al.(1993) estudaram os efeitos da peritonite fecal induzida
em ratos Wistar sobre a cicatrizacdo de anastomoses realizadas no célon distal. Os
achados destes autores demonstraram o efeito deletério da presenca de infecgéao
intra-abdominal concomitante a realizagao de suturas no intestino grosso.

Outro fator avaliado na evolugéao p6s-operatoria € a incidéncia de 6bitos, que
pode ser ou ndo devida as deiscéncias anastomoticas. Complicagdes anestésicas e
metabdlicas podem ser outras causas de 6bitos (VIZZOTO JUNIOR, 2001; COSTA,
2002; BONIN, 20083).

Leite et al. (1993) estudaram o efeito da desnutricdo protéica na anastomose
de cdlon distal em ratos mediante forga de ruptura, deposi¢do de colageno tecidual e
parametros clinicos. Observaram quatro casos de deiscéncias anastomoticas
acompanhadas de ébito no grupo de animais desnutridos. Esta complicagdo nao
ocorreu no grupo controle, que recebeu dieta normoprotéica, demonstrando, assim,
a relacao direta entre desnutricdo, deiscéncia, peritonite fecal e 6bito. Naresse et al.

(1993) estudaram os efeitos da peritonite fecal induzida em ratos sobre a
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cicatrizacdo de anastomoses realizadas no célon distal. Os autores encontraram no
grupo submetido a anastomose na vigéncia de peritonite uma incidéncia de
deiscéncia em 10 animais, dos quais 7 evoluiram a ébito. Os achados corroboram
com o efeito deletério da infeccao intra-abdominal concomitante a realizacdo de

suturas no intestino grosso.

2.1.3.2 Parametros mecéanicos

Segundo Naresse et al. (1987), um dos aspectos mais importantes da
cicatrizagao diz respeito as propriedades mecéanicas do tecido de reparacao, o qual
deve oferecer resisténcia necessaria para ndo se romper ao ser submetido as
tensdes normais do organismo. A resisténcia de uma anastomose intestinal a forca
mecanica é fator fundamental para que nao ocorra cicatrizacdo inadequada e,
consequientemente, disjuncdo da mesma. Fluxo sanguineo baixo, mudanca de
fluidos dos tecidos e, concomitantemente, mudangcas nas propriedades visco-
elasticas do tecido ap6s a necrose sao exemplos de alteracbes que podem ocorrer
(VAN WINCKLE, 1969; HOWES et al., 1929 e HOWES, 1933).

Em 1929, HOWES et al, em estudo pioneiro, avaliaram a tensdo das
feridas cirargicas na fase precoce da cicatrizagdo. Naquele experimento foram
avaliadas a resisténcia da sutura em anastomoses intestinais e a habilidade da
parede intestinal em conter a sutura realizada por meio de diferentes técnicas.
Houve correlacdo entre as forcas de tensdo necessarias a ruptura dos tecidos
estudados e o processo fibroplasico conhecido.

A resisténcia das anastomoses pode ser avaliada, no laboratério, mediante
dois métodos: tragdo das extremidades (forca maxima de tragdo/tensédo) e
resisténcia da ferida cirdrgica a insuflacdo gasosa ou de liquidos (forca de
explosado/ruptura) (KORUDA e ROLANDELLI, 1990; FERREIRA, 2005).

2.1.3.2.1 Forga de explosao

Este método foi descrito por Chlumsky, em 1899, e é bastante utilizado

atualmente em estudos experimentais de cicatrizagcdo (RABAU et al., 1998). A
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avaliagao é feita no segmento do intestino onde foi realizada a anastomose, sendo
que esta fica exatamente no centro da peca a ser testada. Uma das extremidades é
fechada e na outra se conecta uma bomba de insuflacdo. Através desta ultima,
infunde-se liquido ou ar atmosférico até que haja explosdo da anastomose. A
pressdo de explosdo € registrada por mandmetro ou fisibgrafo. A pressédo de
explosdo € um bom parametro para monitorar a cicatrizacdo de anastomoses
intestinais, contanto que a ruptura ocorra na area da anastomose. Este periodo
compreende a primeira semana de pds-operatério, quando a tensédo é baixa e a
possibilidade de deiscéncia € relativamente alta (HENDRIKCS e MASTBOOM,
1990).

O desenvolvimento da pressdo de explosdo nas anastomoses em
cicatrizacdo ja foi amplamente investigado e possui um padrdo bem definido. Nos
primeiros 3 a 4 dias apds a anastomose, a pressao de explosdo permanece baixa.
Ap6s o 4° dia, a pressdo aumenta rapidamente a valores acima daqueles
observados em intestino sem les@o (IRVIN e HUNT, 1974; JIBORN et al., 1978 a, b).
Embora o quadro qualitativo pareca estabelecido, os dados quantitativos relatados
na literatura apresentam bastante diferenca. A existéncia deste grau de variacao é
até certo ponto esperada, uma vez que o reparo tecidual pode ser afetado por varios
fatores, tais como: técnica de sutura, material utilizado, tratamento do intestino apo6s
o sacrificio (remocdo ou ndo das aderéncias), entre outros (HENDRIKS e
MASTBOOM, 1990). Desta forma, ha indicios de que a pressao de explosdo é
apenas valida dentro de um estudo quando o protocolo é usado por varios grupos

experimentais.

2.1.8.2.2. Forga de tracao

As forcas mecénicas envolvidas nas anastomoses refletem de forma objetiva
a integridade da mesma (KORUDA; ROLANDELLI, 1990). A avaliacao da forga ténsil
da anastomose € freqlentemente utilizada em estudos experimentais com
resultados que refletem com elevada precisdo as propriedades biofisicas do tecido.

Farhart et al. (1958) desenvolveram dispositivo mecanico para efetuar a tragdo de
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um segmento de tecido e o utilizaram para avaliacdo de anastomoses em processo
de cicatrizagao.

Jiborn, Ahonen e Zederfeldt publicaram dois estudos (1978a e 1978b): um
utilizando a forca de ruptura e outro utilizando a tensao de exploséo, para avaliar a
cicatrizagdo de anastomoses de célon esquerdo em ratos. No estudo em que se
utilizou a forca de ruptura como parametro, foram comparados trés grupos: um
grupo controle (sem anastomose) e outros dois grupos experimentais (anastomose
com sutura continua e anastomose com sutura interrompida). Neste mesmo estudo,
os valores de forga de ruptura para o grupo controle foram 65% maiores no célon
esquerdo comparado ao célon transverso. Para os grupos experimentais, ambos
tiveram medidas de forca de ruptura baixas até o quarto dia pds-operatédrio, com
aumento do ganho de forgca importante entre o quarto e décimo dia de poés-
operatorio. Apdés o décimo dia houve pouco acréscimo na medida da forca de
ruptura. Comparando os dois grupos, a forga de ruptura atingiu 35% da for¢ca no
grupo controle até o sétimo dia em ambos os grupos; no décimo dia, o grupo com
sutura continua atingiu 57% da forca e o grupo com sutura interrompida atingiu 46%
da forca de ruptura do grupo controle. Estas diferencas nao foram estatisticamente
significativas. Ja no vigésimo oitavo dia de poOs-operatério, os valores
correspondentes foram de 75% e 54%, respectivamente, para o grupo com sutura
continua e sutura interrompida, com diferenca estatisticamente significativa.

Os autores compararam o estudo que utilizou a tensédo de explosdo com o
que utilizou a for¢a de ruptura e concluiram que a medida da tensdo de explosao
avaliou adequadamente a resisténcia da anastomose apenas nos primeiros dias de
sua confecgdo, sendo observada com freqiéncia a ruptura fora dela apds o sétimo
dia de p6s-operatério. Em contrapartida, a medida da for¢a de ruptura possibilitou a
medida da resisténcia da anastomose até, pelo menos, quatro semanas de pos-
operatorio.

Posteriormente houve aprimoramento do método, com o desenvolvimento de
um dispositivo eletromecanico, descrito por Jonsson, Jiborn e Zederfeldt (1983), com
maior precisao para a afericdo da forga de ruptura. A utilizagdo do método de forca
de tracao para avaliacédo da resisténcia das anastomoses intestinais, como proposto
por Jonsson, ocorre pela fixagdo das extremidades do segmento de intestino no
aparelho, seguida de tracdo até que haja a ruptura deste segmento no local onde

esta a anastomose. A tracdo pode ser exercida com aumento continuo da forca,
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como utilizado por Blomquist, Jiborn e Zederfeldt, em 1984, ou aumentando-se a
forca em intervalos.

Naresse et al. (1987) idealizaram um aparelho de tracao para avaliar a forca
de ruptura das anastomoses intestinais. Os autores construiram este aparelho com
base no extensémetro de resisténcia elétrica. Estes concluiram que o instrumento
utilizado para medida de forca de ruptura apresenta erros minimos de leitura,
tornando justificavel sua utilizacdo em investigagcbes experimentais, ndo s6 da
cicatrizacdo intestinal, como de toda ferida cirurgica.

Mais recentemente foi desenvolvido método mecanico computadorizado de
alta precisdo para a determinacao da forga de ruptura, descrito por lkeuchi et al., em
1999. Os autores tentaram estabelecer correlagdo entre este método e o método de
pressdao de explosao/ruptura, ja consagrado na literatura, bem como definir qual
deles seria considerado o padrdo ouro na avaliagdo mecéanica da cicatrizagao de
anastomoses intestinais. Foram utilizados 48 ratos em modelo que tinha como
objetivo medir a pressdo e tensdao de ruptura, simultaneamente, na mesma
anastomose col6nica, no periodo compreendido entre a realizagdo da cirurgia e o
14° dia de pos-operatério. A tensdo de ruptura foi determinada mediante duas
variaveis: forca minima de tracdo (forca necessdria para romper parte da
anastomose) e forca maxima de tracao (forca necessaria para realizar a disjuncao
da anastomose). Durante a andlise das variaveis os autores notaram que, durante a
fase inflamatéria da cicatrizagdo (0-4 dias), havia pobre correlagdo entre forca de
tracdo e a pressao de ruptura, enquanto que na fase fibroplasica (ap6s 5 dias) esta
correlacdo se mostrou altamente significativa mediante analise de regressao.
Valores positivos de forgas minimas e maximas de tensdo foram encontrados
quando as pressbes de ruptura correspondentes eram iguais a zero. Os autores
concluiram que a forga minima de tensdo seria o melhor método para avaliacao
biol6gica da cicatrizagdo das anastomoses enquanto a pressao de ruptura seria mais
adequada na pesquisa de integridade anastomoética em geral, ndo refletindo o
processo cicatricial.

Nos estudos de forga de ruptura, a ruptura da anastomose quase sempre
ocorre na linha de anastomose, durante as primeiras quatro semanas de pds-
operatorio. Esta medida de forca se correlaciona com a sintese de novo colageno,
que inicia a partir do quarto dia de pés-operatério. Todas as anastomoses intestinais

perdem muito de sua forca original durante os trés primeiros dias ap6s a cirurgia. A
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pressao de explosdo € menor nos dias 2-3 apds anastomose e, a seguir, esta forca
aumenta rapidamente. Uma semana ap0s a cirurgia, a pressao de explosdao da
anastomose é similar a pressdo de explosdo dos controles nado-operados e 0
intestino geralmente vai romper fora da linha de anastomose (VAN WINCKLE, 1969).

2.1.3.3 Parametros histolégicos

Os parametros histolégicos permitem avaliar a presenca e a estrutura dos
componentes microscépicos envolvidos no processo de cicatrizacdo. Estes
parametros sdo muito empregados em estudos experimentais, porém sédo subjetivos
e sujeitos a erros de interpretacdo. Desta forma, é importante utilizar métodos que
possibilitem avaliar dados passiveis de quantificagdo uniforme para que seja
possivel realizar comparacdes e avaliagdes do processo de cicatrizacao.

Sweat, Puchtler e Rosenthal (1964) recomendaram o picrosirius red F3BA
(PCS) para coloragéo do colageno utilizando a técnica de acido picrico. Esta técnica
se destacou pela maior seletividade para tecido conjuntivo e por ser mais adequada
na leitura microscopica por luz polarizada.

Constantine e Mowry (1968) compararam a utilidade do PCS, com
picrofucsina e picroaniolina azul, assim como outras técnicas de coloracdo aplicadas
no colageno da derme em secgdes de parafina de pele humana. Estes autores
concluiram que o PCS aumenta a birrefringéncia normal das fibras colagenas,
facilitando o seu reconhecimento e classificacdo. O PCS era um corante usado no
comeércio, mas nao previamente na histologia. Aplicado em varias células humanas
coletadas nas necropsias, 0 PCS provou ser superior que a picrofucsina em muitas
consideragdes. Ao contrario da picrofucsina, o PCS nao enfraquece a sua coloragao
em poucos meses; este corante permanece nas fibras finas de colageno mais
intensamente e aumenta sua birrefringéncia espetacularmente em todas as fibras de
colageno, quando visto em luz polarizada. Esta propriedade permite que fibras muito
pequenas sejam visualizadas facilmente.

Em 1979, Junqueira, Bignolas e Brentani confirmaram em seus
experimentos que a coloracdo com PCS é um procedimento especifico para o

colageno, uma vez que nao cora fortemente as glicoproteinas. Estes mesmos
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autores sugeriram que ha aumento de, pelo menos, 700% na intensidade da luz
devido a birrefringéncia do colageno corado pelo PCS, quando comparado com
controles. Esta caracteristica é responsavel pelas imagens claras que permitem a
observacao acurada do colageno em diferentes tecidos.

O espectro das diferentes cores de polarizagdo obtidas depois da coloragéo
com PCS é util na diferenciacao entre os varios tipos de colageno. A diferenciacéao
de cores de polarizagdo se deve mais a espessura das fibras do que a natureza
delas (JUNQUEIRA; MONTES e SANCHEZ, 1982). Da mesma forma, Dayan, Hiss e
Hirsberg et al., em 1989, compararam varios tipos de fibras colagenas purificadas,
de espessuras diferentes, pelo método PCS. Estes autores evidenciaram que o
entrelagamento e o alinhamento entre as moléculas, e ndo apenas sua espessura,
constituiram o fator mais importante para determinar o padréo de birrefringéncia. Na
observacdao com luz polarizada, as fibras com maior entrelacamento e maior
espessura apresentaram coloragdo laranja-avermelhada e foram denominadas
colageno do tipo | (maduro). As fibras mais afiladas e menos entrelagadas
apresentaram coloragdo esverdeada e foram denominadas colageno tipo Il
(imaturo). O calculo da porcentagem das fibras, classificadas em maduras ou
imaturas de acordo com a sua coloracdo, permite avaliacdo qualitativa de fibras
colagenas, podendo ser utilizado em estudos de cicatrizacdo de anastomoses
(RABAU et al., 1994; SKINOVSKI, 2000; COSTA, 2002; FERREIRA, 2004; ALVES,
2006; GONGALVES, 2005; LEMOS, 2002 e SCHMITZ, 2006).

2.1.3.4. Parametros imunoistoquimicos

A imunoistoquimica é o método diagndstico que tem como objetivo detectar
um antigeno tecidual ou celular, mediante a utilizagdo de anticorpo especifico
dirigido contra este componente celular (TORRES et al., 1998).

Werner (2002) definiu 0 método como sendo a aplicagdo dos principios
imunolégicos da ligacdo antigeno-anticorpo para estudo de células e tecidos. A
imunoistoquimica consiste na utilizacdo de anticorpos especificos conhecidos e
manipulados quimicamente para que, ao se ligarem aos seus antigenos celulares ou

teciduais correspondentes, devido a diversas reacoes e utilizacao de cromégenos,
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produzam alteracdo de coloracdo visivel a microscopia 6ptica, a qual indica o
antigeno especifico e o quantifica.

2.1.3.4.1 Avaliacdo da neovascularizagao

A formagdo de novos vasos sanguineos envolve dois processos
fundamentais: vasculogénese e angiogénese. A vasculogénese € a formagao
primaria de vasos sanguineos a partir dos precursores da célula endotelial, os
angioblastos, durante o desenvolvimento embrionario. Caracteriza-se pela
diferenciacéo e proliferacdo dos angioblastos, que se organizam numa rede vascular
primitiva, denominado de plexo capilar primério, a partir do qual novos brotos
capilares podem germinar, constituindo a base para o processo angiogénico. A
angiogénese ou neovascularizagdo € assim definida como o desenvolvimento de
NOvVos vasos sanguineos a partir de capilares pré-existentes (BATTEGAY 1995).

A angiogénese normal ocorre durante o periodo embrionario, porém &
observada ao longo da vida adulta, em alguns eventos fisiol6gicos, assim como na
reparacao de feridas. O controle da angiogénese é feito por um delicado balango
entre fatores enddgenos: promotores e inibidores. A célula endotelial do organismo
adulto sadio apresenta turn over muito lento, exceto nas condicdes anteriores
descritas. A manutengao da célula endotelial neste estado quiescente € determinada
pela acado coordenada de fatores positivos e negativos. Sendo assim, quando os
reguladores positivos predominam, a célula endotelial é ativada, prolifera e migra, ao
passo que, quando o dominio é dos reguladores negativos, a célula endotelial
retorna ao estado quiescente e assim se mantém (FOLKMAN e SHING 1992,
FURCHT, 1986; FOLKMAN, 1995; FECHINE-JAMACARU; FECHINE-JAMACARU e
MORAIS FILHO, 2005).

A angiogénese constitui, portanto, um complexo processo, que envolve
mediadores soluveis, interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular, bem como
forcas biomecénicas. Compreende diversas etapas, que, de forma simplificada
podem ser assim descritas: aumento da permeabilidade vascular e deposicdo de
fibrina extravascular; desarranjo da parede vascular, com remocao dos pericitos;

degradacdo da membrana basal e da matriz extracelular; migracdo da célula
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endotelial através da matriz extracelular remodelada; proliferacdo da célula
endotelial; formacao de estruturas tubulares; inibicado da proliferacdo e migracao da
célula endotelial; reconstituicdo da membrana basal; maturacdo dos complexos
juncionais; construcao da parede vascular, através do recrutamento e diferenciacao
de células murais, pericitos e células de musculo liso; estabelecimento de fluxo
sanguineo no novo vaso (FOLKMAN e SHING 1992; FURCHT, 1986; FOLKMAN,
1995).

A cicatrizagao de feridas ndo pode ocorrer sem a neoformagao vascular. A
vascularizagéo perfaz cerca de 60% do tecido de reparo inicial, sendo o chamado
tecido de granulagcdo, o nome original do tecido cicatricial temporario, derivado da
proeminéncia desses vasos. Um abundante suprimento sanglineo é necessario
para suprir a grande demanda metabdlica local exigida pelas atividades de
desbridamento e fibroplasia no local da injdria tissular; a presenca de vasos
sanguineos no sitio da lesdo € esparsa, ndo fornecendo suficiente irrigacdo. A
proliferacdo dos vasos exerce mais do que um papel nutritivo, pois a célula
endotelial € também organizadora e reguladora da cicatrizagdo, constituindo-se
atualmente no alvo primario para a manipulacado terapéutica no processo de
reparacao (ARNOLD e WEST, 1991; BATTEGAY, 1995; SKINOVSKY, 2005;
ALVES, 2006).

Seifert et al, (1997) demonstraram, em estudo experimental sobre
angiogénese, um aumento significativo no crescimento de vasos na anastomose
colonica do 3° ao 7° dia pés-operatério. Segundo Enestvedt et al. (2006) a maioria
da neovascularizacdo ocorre da periferia para o centro da anastomose, com
perfusdo mais pronunciada na mucosa injuriada que na sem injuria, sugerindo que a
angiogénese € regulada durante o periodo mais critico da cicatrizacdo da
anastomose.

A quantificagdo de vasos sanguineos realizada por meio da técnica de
imunoistoquimica, utilizando-se anticorpo antifator VI, também denominado fator de
Von Willebrand, é altamente especifico para tecido vascular. (WERNER, 2002;
ALVES, 2006). A utilizacdo do fator VIl como marcador de vascularizagado foi
realizada por alguns estudos (JERDAN, MICHELS e GLASER, 1991; CHIBATA,
2003 e SKINOVSKY, 2005, ALVES, 2006).
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2.1.3.4.2 Avaliagao de miofibroblastos

A restauragado da continuidade tecidual apés leséo e a resisténcia do reparo
tissular dependem primariamente da fung&o do fibroblasto. Os miofibroblastos s&o
células altamente diferenciadas que apresentam organelas especializadas, contendo
apresentagdbes comuns a fibras musculares e fibroblastos. Segundo Junqueira e
Carneiro (1995), os fibroblastos sao as células mais comuns do tecido conjuntivo e
os principais produtores de fibras coldgenas e material intercelular amorfo, sendo
responsaveis pela sintese, deposicao e remodelacdo da matriz extracelular.

Desde o inicio da segunda semana de cicatrizagdo de feridas, os fibroblastos
assumem o fendtipo de miofibroblastos, caracterizados pela presenca de espessos
feixes de actina-miosina, contendo microfilamentos dispostos ao longo de sua
membrana citoplasmatica e por sitios de ligacdo intercelular e célula-matriz
(GRINNELL, 1994; SINGER e CLARK, 1999).

No ano de 1999, Powell et al. publicaram estudo de revisédo discorrendo sobre
os dois tipos de miofibroblastos identificados no intestino, os miofibroblastos
subepiteliais intestinais (ISEMF), presentes especialmente na lamina prdpria sob as
células epiteliais, e as chamadas células intersticiais de Cajal (ICC), por sua vez
localizadas na submucosa e muscular propria da parede do intestino delgado e
célon, sendo os dois tipos celulares derivados de um mesmo precursor. Os
miofibroblastos intestinais sdo ativados e proliferam em resposta a diversos fatores
de crescimento, particularmente o PDGF. Em especial o tipo ISEMF apresenta papel
importante na organogénese intestinal e na contragéo da ferida apds lesédo; além
disso, citocinas secretadas por este tipo celular promovem crescimento epitelial no
processo de cicatrizagdao do 6rgao, enquanto evidéncias demonstram que as células
ICC atuam especialmente na neurotransmisséo e motilidade intestinais.

Serini e Gabbiani (1999), em estudo sobre a atividade dos miofibroblastos,
apresentaram fortes indicios de que a alfa-actina muscular lisa (actina a-SM), a
isoforma tipica destas células, exerce importante papel no desenvolvimento de sua
forga de contracao.

Os pesquisadores Hinz et al. (2001), Lorena et al. (2002) e Tomasek et al.
(2002) descreveram que os miofibroblastos sdo interconectados entre si por juncdes

especiais e com a matriz extracelular pelo chamado fibronexus, uma complexa
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membrana que envolve microfilamentos intracelulares em continuidade com
fibronectina extracelular. Relataram também que estas células sdo importantes
produtoras de colageno dos tipos | e lll, informando existir direta correlagéo entre o
nivel do principal marcador destas células, a actina a-SM e o grau de contragdo dos
miofibroblastos.

Durante a cicatrizagdao normal, o tecido de granulacdo comeca a desaparecer
quando a reepitelizagdo encontra-se em fase final, ocorrendo entdo macica
apoptose dos miofibroblastos e componentes vasculares, levando a formagao de
uma cicatriz pobremente celular (SKINOVSKY, 2005).

A quantificagdo dos miofibroblastos realizada por meio de imunoistoquimica,
utilizando-se o anticorpo anti-a-actina muscular lisa, foi realizado pela primeira vez
por Skalli et al. (1986), cujos autores demonstraram positividade para a identificacdo
dessas células. Hinz et al. (2001), em estudo experimental, e Lorena et al. (2002),
em estudo de revisdo sobre a importancia dos miofibroblastos no processo de
cicatrizacdo, relataram que existe correlacdo direta entre o nivel de actina o-SM e a
capacidade contratil dos miofibroblastos, sendo a expressdo da mesma considerada
por Schurch, Seemayer e Gabbiani (1998) como o principal marcador bioquimico

deste tipo celular.
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2.2 SEPSE

A patogénese e as manifestacdes clinicas da sepse resultam de complexa
interagdo entre o agente infeccioso e o hospedeiro. A resposta organica ao estresse
grave é complexa e integrada, e sua finalidade basica € a restauragdo da
homeostase. Na maioria dos casos, a resposta é harmdnica e ordenada, conduzindo
o paciente a cura. No entanto, quando a resposta é excessiva, pode ocorrer um
desequilibrio profundo da homeostase, com bloqueio metabdlico de varios 6rgaos e
a resultado final € a morte (HILL et al.,1998; BASILE-FILHO et al., 2001).

Segundo o American College of Chest Physicians e a Society of Critical Care
Medicine, sepse € a resposta inflamatoria sistémica do organismo frente ao estimulo
infeccioso, e inclui a presenca de dois ou mais de alguns critérios clinicos para o
diagnéstico, conforme citagdo do quadro 3 (AMERICAN COLLEGE OF CHEST
PHYSICIANS, 1992; PEREIRA JUNIOR et al., 1998; SALLES et al.,1999; BASILE-
FILHO et al., 2001).

1. Temperatura corporal > 38°C ou < 36°C

2. Frequéncia respiratéria > 20 mov/min ou PCO2< 32mmHg

3. Freqiiéncia cardiaca > 90 bat/min

4. Leucocitose > 12.000 células/mm? ou < 4.000 células/mm®, ou mais que 10% de
células imaturas na periferia.

QUADRO 3. DIAGNOSTICO DE SEPSE: DOIS OU MAIS DOS 4 CRITERIOS SAO NECESSARIOS
FONTE: AMERICAN COLLEGE OF CHEST PHYSICIANS, 1992

O choque séptico é uma das causas de morte cada vez mais freqlientes, em
unidades de terapia intensiva do mundo todo, e tem os seguintes fatores
contribuintes para o seu surgimento: a crescente populagdo de idosos (maior que
sessenta e cinco anos); a maior sobrevida de diversas doengas debilitantes; o
emprego mais freqlente de técnicas invasivas (cateteres vesicais, tubos
endotraqueais, cateteres intravasculares, entre outros); o cuidado de maior numero
de pacientes imunossuprimidos e as infecgdes hospitalares (PEREIRA JUNIOR et
al., 1998). A epidemiologia da sepse em 2003 revelou que, mesmo com o declinio
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da mortalidade hospitalar, o0 numero total de mortes continuou subindo e isso foi
consequéncia do aumento da incidéncia de sepse (REMICK e WARD, 2004).

Martin et al. (2003) demonstraram que houve aumento da incidéncia de
sepse no periodo de 1979 (82,7/100,000 populacdo) a 2000 (240,4/100,000
populacdo), em torno de 8,7% ao ano. A mortalidade reduziu-se de 27,8% nos
primeiros anos para 17,9% nos Uultimos 5 anos de avaliagdo. Annane e
colaboradores (2003) publicaram tendéncia semelhante na incidéncia e mortalidade
quando avaliaram pacientes com choque séptico em um periodo de oito anos. As
internagdes na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) aumentaram de 7 casos (em
1993) para 9,7 (em 2000) a cada 100 internacdes e a mortalidade reduziu de 62,1%
(em 1993) para 55,9% (em 2000).

Nos Estados Unidos esta estimado que a incidéncia de sepse ultrapasse
300.000-500.000 casos a cada ano, apesar da melhoria dos cuidados de suporte
(GIACOMETTI et al., 2005). No estudo de Angus em 2001, os autores estimaram em
750.000 novos casos a cada ano, com taxa de mortalidade entre 35 e 50%, 0 que
representaria 200.000 a 300.000 mortes por sepse grave e choque séptico. Cerca de
55% dos pacientes com sepse grave apresentaram alguma comorbidade. Metade
dos pacientes com sepse grave identificados recebeu, em algum momento de suas
hospitalizagbes, cuidados intensivos. A taxa de mortalidade global foi de 28,6% e
apresentou relacao quase linear com a idade (10% em criancas e 38,4% nos adultos
= 85 anos). Assumindo um crescimento anual de casos de 1,5%, chegar-se-ia a
934.000 novos casos em 2010 e de 1.110.000 novos casos no ano de 2020 somente
nos Estados Unidos (FRIEDMAN et al., 1998; ANGUS e LINDE-ZWIRDLE, 2001 a,
b; UDOBI et al., 2004; SALES et al., 2006).

O estudo BASES (Brazilian Sepsis Epidemiological Study) envolveu 1383
pacientes adultos admitidos de maio de 2001 a janeiro de 2002 em cinco diferentes
UTI de duas regides (sul e sudeste) do Brasil. E um estudo prospectivo, de coorte,
que avaliou todos os pacientes admitidos nestas unidades, independente de sua
doenca de base. A incidéncia de sepse, sepse grave e choque séptico foi de 61,4%,
35,6% e 30%, respectivamente. A mortalidade dos pacientes com Sindrome da
Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS), sepse, sepse grave e choque séptico
aumentou progressivamente (24,3%, 33,9%, 46,9% e 52,2%, respectivamente). Este

estudo sugere que a sepse € 0 maior problema de saude publica nas Unidades de
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Terapia Intensiva do Brasil, com incidéncia em torno de 57 por 1000 pacientes/dia
(SILVA et al.,2004).

2.2.1 Resposta do organismo a sepse

A inflamacdo é uma resposta normal do hospedeiro contra agentes
infecciosos. Mediadores como as citocinas sdo consideradas muito importantes na
fisiopatologia da sepse. Entretanto, nos meados dos anos 90, ficou evidente que as
alteracoes da fisiopatologia sdo dependentes de interagdo muito complexa entre o
patégeno microbiano, células imunocompetentes e seus mediadores, células
endoteliais e o sistema de coagulagdo (SANTOS, 2001; GLUCK, et al., 2004;
ESMON, 2004).

A primeira linha de defesa do hospedeiro a infeccao é realizada por células
fagocitarias (macrofagos, monécitos e granuldcitos polimorfonucleares) e pela via
alternativa do complemento, agindo de maneira ndao especifica. Logo apds, as
imunoglobulinas e as células imunocompetentes iniciam resposta imune especifica
(PEREIRA JUNIOR et al., 1998).

Os componentes da parede bacteriana sdo os principais ativadores desta
resposta do hospedeiro: as endotoxinas dos microorganismos Gram-negativos e o
acido teicoico dos microorganismos Gram-positivos. Estes componentes
desencadeiam cascata inflamatéria, sendo, inicialmente, liberados o Fator de
Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) e a Interleucina-1 (IL-1), que estimulam intensa
resposta celular, com liberagcdo de mediadores secundarios, quimiotaxia e ativacao
de granulécitos. Os mediadores secundarios sao responsaveis pela reativacao das
células fagocitarias e da cascata inflamatéria, formando um ciclo vicioso inflamatério
(JACOBI, 2002).
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2.2.1.1 Mondcitos macréfagos

Estas células constituem a primeira linha de defesa contra infeccdes apds as
barreiras naturais da pele e mucosas. As endotoxinas causam a liberacdo de
citocinas diretamente destas células. Ao mesmo tempo, 0s microorganismos
presentes no foco de infec¢do sado fagocitados. Isto causa aumento do consumo de
oxigénio pelos macréfagos e a producao de radicais livres de oxigénio (superéxidos,
peroxidases, etc), juntamente com proteases e hidrolases (lisozimas, elastase,
colagenase, etc), que sdo capazes de causar danos a estes patdgenos. Os
macrofagos ativados também secretam muitos mediadores inflamatérios, tais como
leucotrienos e o fator ativador plaquetério (PAF), que sédo ativos em células distantes
e amplificam a reacdo inflamatéria (CAILLE et al, 2004, PEREIRA JUNIOR et
al.,1998).

2.2.1.2 Citoquinas inflamatérias e seus moduladores

Estudos experimentais e clinicos trouxeram a tona a importancia das
citocinas inflamatérias na patogénese da sepse e fundamentaram a intervencao na
resposta do hospedeiro como potencial alvo terapéutico na sepse (CONSENSO
BRASILEIRO DE SEPSE).

Os macréfagos monédcitos ativados produzem, sequencialmente, as
citoquinas inflamatérias: TNF-, IL-1, IL-6 e IL-8. Apds o contato com os
mediadores bacterianos, niveis muito elevados de TNF e IL-1 sdo encontrados na
circulacdo entre 30 a 90 minutos (GLUCK et al., 2004). Estas citocinas agem em
outras células ou elementos sanguineos (polimorfonucleares, células endoteliais,
fibroblastos, plaquetas e nos proprios mondcitos) através da ligagdo a seus
receptores de superficie, induzindo a producdo e liberacdo de mediadores, que
contribuem para a resposta inflamatdria tardia. Apds a liberagdo de TNF-o, IL-1 e
PAF, o &cido araquiddnico € metabolizado, formando os leucotrienos, tromboxano
A2 e prostaglandinas (especialmente a PGE2 e PGI2). A IL-1 e IL-6 ativam as
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células T para produzir interferon- v, IL-2 e IL-4. A maioria destes agentes atua
diretamente no endotélio vascular (ZIMECKI et al., 2004; PEREIRA JUNIOR et
al.,1998; CONSENSO BRASILEIRO DE SEPSE).

Em 1893, Coley notou, em seres humanos, a regressdao de tumores
variados, apds a injecao de endotoxinas bacterianas. A causa e o significado desse
fenbmeno permaneceram obscuras, até 1985, quando Beutler et al., isolaram e
purificaram uma citocina, dotada de efeito semelhante, denominada caquexina ou
fator de necrose tumoral (TNF). Este estudo demonstrou que os niveis plasméaticos
de TNF também estavam elevados no trauma e nas infeccées graves. A partir
desses estudos, outras citocinas proé-inflamatérias foram purificadas e, dentre elas,
destaca-se a IL-1B (GIRARDIN et al., 1988). A elevacao persistente ou temporal de
algumas citocinas como TNF-a, IL-1B e IL-6 foi relacionada a taxa de sobrevida de
pacientes criticos na evolugao da sepse (DAMAS et al., 1989; CASEY et al., 1993).
Os niveis de IL-6 podem persistir muito elevados durante a evolugéo clinica, talvez
refletindo a persisténcia de lesdo celular (GARDLUND et al, 1995). Na sepse
experimental, induzida por administracédo sistémica de lipopolissacarideo, observou-
se que camundongos deficientes no gene para IL-6 apresentam maior indice de
mortalidade e de produgcdo de TNF-a, sugerindo papel antiinflamatério para a IL-6
(XING et al.,1998). Nesse contexto, a IL- 10, cujos niveis plasmaticos também estdo
elevados na sepse, atua como citocina antiinflamatdéria, por ser capaz de suprimir a
producdo de citocinas proé-inflamatorias pelos macréfagos (MARCHANT et al.,1994;
BASILE-FILHO et al., 2001).

2.2.1.3 Endotélio vascular

Por muitos anos, o endotélio vascular foi considerado tecido essencialmente
passivo. Sua fungdo primaria era apenas delimitar os vasos e servir como membrana
semipermeavel a agua e as proteinas plasmaticas, mantendo adequada pressao
coloidosmotica, regulando a entrada e saida de agua e eletrélitos para o intersticio.
Porém, atualmente, o endotélio vascular é visto como uma barreira ativa, que

aumenta ou limita a entrada e saida de substancias no vaso pela secrecao ou
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metabolizacdo de muitas moléculas ativas na regulagcdo do tbnus vascular,
coagulacao e permeabilidade (renina, endotelina, prostaciclina, éxido nitrico, PG-E2,
aminas ativas, etc).

As células endoteliais possuem importante papel na homeostasia, regulacao
do tdénus vascular e fibrindlise pela secre¢do de vasodilatadores e vasoconstritores.
Quando ativadas diretamente pelo lipopolissacaride da membrana bacteriana
(endotoxina) ou pelas citocinas, estas células adquirem funcao pré-coagulante e pro-
trombdtica, pela liberacao de tromboplastina, inibidor do ativador do plasminogénio e
do fator ativador plaquetario, além da diminuicdo da sua producdo de
trombomodulina. Também produzem mediadores inflamatérios, tais como as
interleucinas (IL-1, IL-6 e IL-8), fator agregante plaquetario, prostaciclina, endotelina
(capaz de aumentar adversamente o tdnus vascular) e o oxido nitrico (BASILE-
FILHO et al., 2001; PEREIRA JUNIOR et al.,1998). O oxido nitrico desempenha o
papel principal na regulagdo do ténus vascular e apoptose, assim como nas
plaguetas e nas fungdes enzimaticas (OTTESEN et al., 2001).

2.2.1.4 Leucécitos polimorfonucleares

A presenca do foco infeccioso, a liberacdo de endotoxinas, a producdo de
citocinas e a ativagdo da cascata da coagulacdo ativam os leucécitos
polimorfonucleares. Estes sdo atraidos para o sitio de infeccao e inflamacao através
de numerosos fatores quimiotaticos (fragmentos do complemento, IL-8, peptidios
quimiotaticos, leucotrienos, etc) aumentando dramaticamente o seu nimero, proximo
as vénulas pos-capilares. Os leucécitos polimorfonucleares passam através da
barreira endotelial (por diapedese) atingindo a area de infecgdo, ampliando a
resposta inflamatoria.

A ativacdo dos leuctcitos tem profundos efeitos no fluxo sanguineo da
microcirculagdo, uma vez que sua aderéncia ao endotélio causa estreitamento dos
microvasos, causando aumento da resisténcia vascular, redistribuindo o fluxo
sanguineo, o que modula a oferta de oxigénio aos tecidos. A estimulagdo dos
polimorfonucleares causa aumento no consumo de oxigénio, caracterizado pelo
aumento na atividade da NADPH-oxidase. Isso produz as formas ativas de oxigénio,

incluindo os radicais superéxidos e peroxidos, que sdo armas essenciais, durante a
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sepse, para a destruicdo de bactérias fagocitadas e para a limpeza de éareas

necréticas, em conjungao com as proteases (PEREIRA JUNIOR et al., 1998).

2.2.1.5 Proteina C Reativa

A proteina C reativa (PCR) é uma proteina de fase-aguda sintetizada pelo
figado e liberada apds o inicio de um processo inflamatério ou dano tecidual. Os
niveis séricos aumentam apos estimulo de varias citocinas como o TNF e
interleucina-6 (THIJS e HACK, 1995). Varios estudos demonstraram que 0s niveis
de PCR estdo aumentados em pacientes sépticos (SCHENTAG et al., 1984; MAURY
1989; YENTIS; SONI e SHELDON, 1995; SMITH et al., 1995; PRESTERL et
al.,1997; POVOA et al., 1998).

Uma importante diminuicdo dos niveis circulantes de proteina C e de
antitrombina é observada em pacientes sépticos. A Proteina C humana (hPC), uma
proteina plasmatica dependente de vitamina K, desempenha papel fundamental na
regulacdo da hemostasia. Esta complexa proteina circula na sua forma inativa,
atuando na superficie endotelial e nas plaquetas, apds conversao para sua forma
ativa. Esta forma ativa (APC) funciona como anticoagulante, inativando os fatores Va
e Vllla, bloqueando, desta forma, a geragao de trombina. A capacidade da APC de
inibir a geragéo de trombina poderia reduzir os efeitos inflamatérios mediados por
esta, diminuindo a clivagem do receptor de trombina e, subseqUentemente,
reduzindo a ativacdo plaquetaria e da célula endotelial. Demonstrou-se,
recentemente, que a APC pode modular diretamente a fungcédo endotelial, induzindo
a expressao de genes com atividade antiinflamatéria e inibindo a morte celular por
apoptose (CONSENSO BRASILEIRO DE SEPSE; MEISNER et al.,1999; GLUCK et
al., 2004).
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2.2.2 Modelo experimental de sepse

O modelo de sepse intra-abdominal iniciou-se nos anos 30 com o isolamento
da endotoxina e com o reconhecimento de que esta é a chave molecular na sepse
humana. Nos trinta anos consecutivos, o modelo com utilizacdo de endotoxina
predominou. Alguns estudos constataram que os animais morriam muito mais rapido
do que era visto na pratica clinica, o que limitou este tipo de método experimental.
Um segundo impeto surgiu pela necessidade de desenvolver modelos de abscesso
intra-abdominal, pois o seu tratamento era um dilema na época (WEINSTEIN et al.,
1974; BARTLETT et al,, 1978). Entdo, nos anos 60, com a emergéncia de novos
agentes antimicrobianos, o foco mudou da endotoxina para modelos de sepse intra-
abdominal bacteriana. Estudos foram realizados na duas décadas seguintes usando
varios modelos de indculos bacterianos. Neste modelo, os animais ou apresentavam
peritonite/bacteremia com evolugdo para morte entre 2 a 5 dias ou os animais
sobreviventes desenvolviam abscesso intra-abdominal ap6s uma semana de
inoculacao (WICHTERMAN et al., 1980; DEITCH 2005).

2.2.2.1 Modelo de ligadura e perfuracéo cecal

O maior desenvolvimento no modelo de sepse ocorreu com o modelo de
ligadura e perfuragdo cecal (CLP) nos anos 80. Este modelo tem a vantagem de
combinar a injuria celular com a habilidade de modular o grau de contaminagéo
bacteriana (WICHTERMAN et al., 1980; DEITCH 2005).

Como originalmente descrito, 0 modelo de CLP resulta em choque séptico e
morte ocorrendo entre 24 a 48h apos a ligadura e perfuragdo cecal. Uma vantagem
deste modelo € que a taxa de mortalidade e grau de contaminagdo pode ser
modulada pelo tamanho da agulha usada para criar a perfuracdo no ceco ligado,
assim como pelo numero de perfuragdes realizadas. O CLP se tornou um dos
modelos mais comuns para investigar a fisiopatologia e o tratamento da sepse
abdominal e suas conseqiéncias sistémicas. A principal caracteristica do modelo de

CLP ¢ sua simplicidade e o fato de satisfazer muitos critérios atribuidos a um modelo
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experimental apropriado: sepse polimicrobiana com origem determinada do foco de
infeccao (FINK e HARD, 1990; HUBBARD et al., 2005; DEITCH, 2005).

2.2.2.2 Modelo de lipopolissacarideo (LPS)

Apesar do modelo CPL estar proximo a realidade clinica, a grande maioria
dos estudos em sepse experimental baseia-se em modelos nos quais a bactéria ou o
LPS (lipopolissacarideo) sdo administrados i.v. (intravenoso) ou i.p. (intraperitonial).
(SMITH et al., 1993; ZELLEWGER et al., 1997; ZANTL et al., 1998; TURNBULL et
al., 2003; COBB et al., 1999; STEWART et al., 2002; DEITCH, 2005).

A administracdo endovenosa de LPS é amplamente utilizada para o estudo
da sepse, pois mimetiza varios efeitos observados nestes pacientes, como:
alteragbes hemodindmicas e cardiovasculares, diminuicdo do débito urinario,
reducdo da perfusdo tecidual, hiporresponsividade a agentes vasoconstritores,
coagulacao intravascular disseminada e producdo de grandes quantidades de
citocinas na circulagéo.

Ha quatro razées que sustentam o nivel de hiperinflamacao induzida pela
endotoxina como causa da injuria organica na sepse. Primeiro, a infusdo de
endotoxina em animais experimentais ou em humanos voluntarios causa a liberacao
de citocinas pré-inflamatérias. Segundo, a infusdo de citocinas recombinantes em
animais experimentais é usada na terapia do cancer e resulta em estado similar a
sepse. Terceiro, niveis elevados de citocinas sdo encontradas no plasma de
pacientes com sepse. O quarto motivo € que a inibigdo das citocinas inflamatorias
liberadas pela indugdo de endotoxina previne a mortalidade em estudos clinicos
(REMICK e WARD, 2004). Além disso, trata-se de modelo pratico e reproduzivel em
muitas espécies animais, como em ratos, camundongos, coelhos, caes e primatas
(BENJAMIN, 2001; DEITCH 2005).

O LPS, composto estavel e relativamente puro, preenche alguns aspectos
vantajosos para estudos experimentais. E conveniente para o uso, uma vez que é
armazenado na forma liofilizada até o seu uso, em contraste com a utilizacdo da
bactéria, que é tipicamente estocada congelada e deve crescer em cultura por 18-

24h para ser utilizada. A dose de LPS pode ser realmente mensurada e controlada,
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enquanto que o uso da bactéria viavel pode ter quantificacdo acurada somente
retrospectivamente. Nos modelos de CLP a dose de microorganismos infectantes é
desconhecida. (FINK e HARD, 1990).

O embasamento para idéia de que o LPS é patofisiologicamente importante
na sepse humana recai sobre estudos recentes utilizando voluntarios humanos. Em
individuos normais, pequenas doses de LPS (4ng/Kg) induzem a mudancas
hemodindmicas, hematolégicas e metabdlicas que sdo qualitativamente similares
aquelas observadas em pacientes sépticos (FINK e HARD, 1990). Em ratos, altas
doses de LPS levam a um estado hipodindmico, enquanto doses menores de LPS
propiciam resposta hiperdindmica (JONHSTON et al.,1989; FINK et al.,1990). Por
muitos anos, os pesquisadores se interessaram por descrever os efeitos da infusao
continua de LPS em animais experimentais. Fish e Spitzer (1984), em seu modelo
experimental, utilizaram infusdo continua intravenosa de LPS em ratos, na dose de
3mg/Kg/dia. Comparados com o grupo controle, os animais com infusdo de LPS
manifestaram muitos achados de sepse humana compensada, incluindo
hipermetabolismo, anorexia, hipotenséo, leucocitose e hiperlactatemia.

A administracdo de LPS pode ser endovenosa ou intraperitoneal. A
aplicacao intraperitonial se aproxima mais de um quadro de sepse observado na
clinica, pois 0 processo se inicia a partir do foco infeccioso ou da disseminagao de
LPS administrados na cavidade peritoneal, e ndo diretamente na circulacdo. Mas,
ainda assim, o inicio do processo ocorre de forma muito rapida, e ndo gradativa,

como acontece na maioria dos casos clinicos (BENJAMIN, 2001).

2.2.3 Endotoxemia

A endotoxemia é definida pela presenca de endotoxina bacteriana na
circulacéo sistémica, diferenciando-se de bacteremia ou septicemia, que se define
como presencga da propria bactéria no sangue. A endotoxina bacteriana nada mais €
do que um componente da parede externa das bactérias Gram-negativas, também
conhecida como glicopolissacarideo ou fosfolipopolissacarideo (LPS). Esta

endotoxina, em condicdes normais de homeostase do paciente, ndo apresenta
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efeitos deletérios, devido ao limite de seu movimento transmural, principalmente pela
barreira intestinal (SALLES et al., 1999; WANG et al., 2004; PACHECO, 2007).

2.2.4 Estrutura do lipopolissacarideo

Os primeiros estudos para elucidar a estrutura molecular comegcaram nos
anos 50 com Luderitz e Westphal (BEUTLER e RIETSCHEL, 2003). Em 1960, ficou
claro que a porgéo lipidica da molécula continha a atividade endotoxica. Outros
experimentos foram realizados com o passar dos anos e, somente em 1980, quando
o lipidio A livre foi finalmente preparado sinteticamente por Shiba et al., no Japao, foi
provado ser o centro da molécula endotéxica (ERRIDGE et al., 2002).

O LPS é um componente integral da parede externa das bactérias Gram-
negativas que contém antigenos e propriedades téxicas da bactéria. Todas as
bactérias Gram-negativas apresentam uma parede celular externa semelhante,
constituida de dois componentes principais: uma camada interna de
mucopolissacarideo-peptideoglicano e uma camada externa de LPS responsavel por
todos os efeitos deletérios da endotoxemia. Figura 3 (BEUTLER e RIETSCHEL,
2003; PACHECO, 2007).

O lipopolissacarideo é formado por duas partes: parte hidrofobica e
hidrofilica, que exercem efeitos distintos. A parte hidrofobica ou também denominada
antigeno A ¢é responsavel pelos efeitos endotéxicos, acdo antigénica e
especificidade sorologica da molécula. A parte hidrofilica ou cadeia O especifica é
responsavel pela maior acdo antigénica do LPS e determina a identidade sorolégica
especifica (BURNETT e SCHUSTER, 1982; NISENGARD e NEWMAN, 1994;
SALLES et al., 1999 PACHECO, 2007).

A molécula LPS é um potente estimulante inflamatério capaz de induzir
direta e indiretamente uma resposta inflamatéria e imunolégica do hospedeiro, que
sera responsavel por todo o efeito deletério da afeccédo. Diretamente, o LPS ativa o
complemento, a coagulagdo e as cascatas fibrinoliticas através da ativagao do fator
de Hagerman (fator Xll). As populacbes de células do hospedeiro, incluindo

linfécitos, neutréfilos, células epiteliais, plaguetas e, mais importante, células
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mononucleares, sdo ativadas por meio de interacdes especificas e inespecificas de
LPS (BENBAREK, 1998; PACHECO, 2007).

a E coli b Organizacdo da parede celular

Lipopolissacarideo
(endotoxina)

Membrana externa
Peptideoglicano
Membrana interna

d Estfutura d.o Iip|'.d.i0 A
oH

O=pcH

Cadeia O especifica Regido do core Lipidio A

FIGURA 3. Bactéria Gram-negativa. Microscopia eletrénica da Escherichia coli (a) juntamente com
representacao esquematica da localizagéo do lipopolissacarideo (LPS; endotoxina) na parede celular
da bactéria (b) e a arquitetura do LPS (¢). Estrutura primaria do centro téxico do LPS, o lipidio A (d).
ADAPTADO DE BEUTLER e RIETSCHEL, 2003.

O inicio da resposta inflamatéria ocorre quando o LPS liga-se a proteina
ligadora de lipopolissacaride (LBP). O complexo LPS-LBP ¢ entdo capaz de interagir
com o receptor superficial celular denominado antigeno de diferenciacdo de
agrupamentos 14 (CD14), que existe principalmente em fagdcitos mononucleares e
parece ser a maior superficie celular receptora para endotoxina (STELTER, 2000;
PETROIANU et al., 2004; PACHECO, 2007). Embora tenha papel fundamental na
resposta a endotoxina, o receptor CD 14 nado tem habilidade para transmitir
efetivamente a presencga da toxina para o interior da célula. Sendo assim, ha outro
receptor que é capaz de desempenhar esta funcdo, chamado Toll-like 4 (TLR-4)
(DIKS et al.,2004; GIACOMETTI et al., 2005; TRIANTAFILOU et al., 2005; LEU et
al., 2005; PACHECO, 2007).

Receptores Toll-like (TLRs) compreendem uma familia de receptores
superficiais celulares de proteinas presentes em diferentes células, cuja funcdo em

mamiferos é reconhecer componentes moleculares de microorganismos. O TLR é o



36

maior mecanismo molecular pelo qual o hospedeiro reconhece a invasao de um
microorganismo. Esta informacdo é transmitida através da membrana celular e o
sinal resultante é transmitido para o nucleo, a fim de que se inicie a resposta
apropriada (WARREN, 2005). Recentemente levantou-se a hipétese de que o TLR4
€ um critico receptor para o LPS, sinalizando a defesa do hospedeiro e o sistema
imunoldégico inativo que pode estar envolvido na regulacdo da imunidade adaptativa,
sendo mediada pelos linfocitos B e T (OGIKUBO et al., 2004).

A ativacdo celular desencadeada pelo LPS depende de trés proteinas:
CD14, TRL4 e MD2, formando o complexo receptor do LPS (MIYAKE, 2003;
BEUTLER e RIETSCHEL, 2003). Uma vez ativado o complexo TRL-4, ocorre o
recrutamento de uma proteina adaptativa denominada MyD88, a qual se associa a
IRAK (serina-treonina proteina quinase do receptor de IL-1), que € fosforilada e se
liga a uma proteina adaptativa denominada TRAF6 (fator de necrose tumoral
associado ao fator 6). Esta associagcado induz a mobilizacdo de calcio, ativacao da
proteina tirosina quinase K (PTK) que leva a ativacdo de MAPquinases, onde direta
ou indiretamente ira ativar IKK1 e IKK2 (I kappa B Kinase 1 e 2), levando a ativacao
de NFxB (fator nuclear kappa B) e da proteina citoplasmatica ligada a um inibidor
(IkB) (MUROI e TANAMOTO, 2002; COHEN, 2002; WARREN, 2005).

A ativacdo da via das proteinas quinases C (PCK) leva a fosforilacdo do
inibidor (IxB) e a dissociacdo do complexo, permitindo que o NFkB migre para o
nucleo e realize sua funcao. Figura 4 (BEUTLER, 2002 e 2003).

O NFxB regula a expressao de genes envolvidos nas respostas inflamatéria
e imunoldgica, aumentando a taxa de transcricdo destes genes com consequlente
sintese de RNAm e proteinas, e tem papel importante na sintese dos mediadores
pré-inflamatérios, além de regular a sintese de proteina C reativa (PCR) e iniciar a
transcricao de citocinas com TNFa, IL1j, IL2 e IL6 (GOSH e BALTIMORE, 1990).

Os macrofagos sao importantes células na remocao de particulas
transportadas pelo sangue, incluindo LPS, da circulacdao porta e da circulagdo
sistémica. Essas células mononucleares sdo fundamentais na patogenia da
endotoxemia, porque quando ativadas por endotoxina, liberam mediadores de
peptideo (citocinas), fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6), eicosandides e fator ativador de plaquetas. Através da liberagcao
inicial desses mediadores peptidicos e lipidicos, os mondcitos ativam os leucécitos,
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células endoteliais e plaquetas no hospedeiro, iniciando assim a resposta
inflamatoria. Os neutréfilos ativados contribuem através da liberacdo de enzimas
proteoliticas e radicais livres de oxigénio reativos. Ainda, a endotoxina e o TNF
estimulam a migracdo de neutréfilos e a aderéncia endotelial, que resulta na
liberacao de tromboplastina e na exposicao de colageno subendotelial, que ativam
as cascatas intrinsecas e extrinsecas da coagulacdo (BENBAREK et al., 1997;
TIZARD, 1998; COHEN, 2002; BEUTLER e RIETSCHEL, 2003; PETROIANU et al.,
2004; PACHECO, 2007).

TRAF
IRAK Gl
MyD8E g )
- / “l“.
| |

WERER jaaREd L MAPK
CD14 sy Tolip

TIRAP/
QG
"-\-j_} KK

' TR Mal
|f7~"
WA
. V:AME»F{ PKR L | complex
e
LBP .
===
Y

Y 7
\\ .-"‘"---
oA R
LPS et 77, K* channel
* v
™
~. "
el - — "? g
T —
Wi/
CITOCIMAS E SEUS EFEITOS
Cneido Nitrico
— =T
i - i THF _...—-—-—""Hﬁ'F i
=l .4 | e { outras — )
2 - citezinas) , oelilas ————m infotoxinas
i S Cininas
macrofagos Cosgulagio

FIGURA 4. ESQUEMA DO EVENTO CELULAR APOS A SINALIZAGAO DO LPS
ADAPTADO DE COHEN, 2002; BEUTLER E RIETSCHEL, 20083.



38

2.2.5 Citocinas

As citocinas sao proteinas reguladoras secretadas por macrofagos e
exercem papel-chave na regulagcdo da imunidade; sdo subdivididas em interleucina-
1, interleucina-2, interleucina-6, interleucina-12 e fator de necrose tumoral (TIZARD,
1998). Os subtipos mais envolvidos na reagcdo a endotoxina sdo o FNT, IL-1, II-6
(SIMONS, 1996; PACHECO, 2007).

A interleucina-1 pode ser secretada por diferentes células, porém sua
principal origem € do macréfago ativado. Essa ativagéo é feita pelo antigeno durante
o processamento antigénico estimulando linfécitos T e a sintese de linfécitos B. A IL-
1 participa na inducdo da febre, na resposta da fase aguda, na ativacdo da
fosfolipase no catabolismo muscular, em alteragdes hematoldgicas, na ativagéao
linfocitaria e nos desarranjos celulares. Existe em duas diferentes moléculas, IL-1
alfa e IL-1 beta. A forma predominante no plasma € IL-1 beta.

A IL-1 divide muitas atividades biol6gicas com o TNF incluindo a inducao da
toxicidade sistémica quando administrada em animais experimentais. Além disso,
TNF e IL-1 frequentemente irdo exibir forte sinergismo com a injaria organica. Apés a
injecao de endotoxina, a producao de IL-1 ocorre lentamente, sendo seguida pelo
TNF. Em camundongos injetados com endotoxina, o pico de bioatividade da IL-1 é
evidenciado até 6h. Os camundongos que receberam 1mg de endotoxina tinham
niveis de IL-1 dosados pelo método ELISA (enzime-liked immunoabsorbant assay)
de 246 pg/ml em 2h. Geralmente, niveis altos de IL-1 no plasma indicam pior
prognostico da doenga (HESSE et al., 1988, DAMAS et al., 1989; DEITCH 2005).

A IL-6 é também produzida por macrofagos ativados, pelos fibroblastos, pelas
células endoteliais, pelos queratindcitos e linfocitos, e desempenha funcdes
semelhantes a da IL-1. IL-6 € responsavel pela febre e mudangas metabdlicas na
fase aguda da sepse (TANG, 1996). Recentemente, foi relatada a participacéo da IL-
6 na cicatrizagdo das anastomoses intestinais, sob condi¢gdes sépticas em
camundongos (ISHIMURA et al., 2002). A IL-6 é também considerada um mediador
fundamental em diversas etapas da inflamacao (GALLUCCI et al., 2000). Dentre os
varios efeitos pré-inflamatérios que lhe séo atribuidos, os intimamente relacionados

ao processo de reparo sao, na etapa mais tardia, a inducdo mitética de
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queratinécitos e, na fase mais precoce, os seus efeitos quimioatrativos sobre
neutrofilos (SATO et al., 1999).

A citocina que exerce maior efeito na sepse por bactérias Gram-negativas é
o fator de necrose tumoral (TNF). Dentre as respostas a injecao de LPS em baixas
concentragbes, a liberacdo de TNF-a tem papel importante na resposta
endotoxémica, sendo detectado em quantidade significativa no soro de humanos e
animais endotoxémicos (WARD et al., 1987).

O TNF-a foi descrito nos estudos pioneiros por Carswell (1975) como o fator
presente no soro dos animais que receberam infuséo de LPS, induzindo necrose de
tumores. Varias evidéncias apontam para o TNF-o. como um mediador importante na
sepse, entre elas: a) & a primeira citocina que aparece na circulagdo, na sepse
experimental e em humanos; b) a administragdo de TNF i.v., em animais, induz uma
sindrome com as caracteristicas da sepse, c) o tratamento com anticorpo anti-TNF
protege contra os efeitos letais da endotoxina, em varios modelos animais
(BENJAMIN, 2001). A maior parte das informagdes de que o TNF é responsavel pela
injuria de 6rgdos e morte na sepse vem dos estudos de Waage et al. (1987),
detalhando que pacientes com sepse tém altos niveis de TNF. Injecbes de TNF
recombinante purificado induz a mudancas patoldgicas, incluindo alteragdes no
sangue periférico e injuria de 6rgaos (REMICK e WARD, 2004). Estudo realizado por
Murphey e colaboradores em 2001 mostrou que a administracao de baixas doses de
TNF pode induzir tolerancia cruzada a endotoxina pela liberacdo de mecanismos
antiinflamatorios.

O TNF-ao ¢é produzido por diferentes células da linhagem
monocitica/macrofagica, em resposta a determinados estimulos toxico-infecciosos,
induzindo a ativagao e a estimulacao celular, modulando mediadores inflamatérios,
enzimas, proteinas da fase aguda, e ainda outras citocinas como interleucinas (IL-1,
IL-6 e IL-8). Uma vez liberado nos tecidos ou na circulacdo, o TNF-a age sobre os
neutréfilos aumentando a atividade fagocitica, a citotoxicidade e a producao do
anion superdéxido e de H>O,, além de estimular a degranulacéo e a aderéncia dessas
células ao endotélio (BEYAERT e FIERS, 1998). O TNF, ainda, ativa a fosfolipase A,
e desencadeia a producao de fator ativador de plaquetas (PAF), aumenta a sintese
de catecolaminas, induz a febre e a expressao de antigenos de superficie das
células endoteliais (BARTON et al., 1996). Também ativa o complemento plasmatico
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resultando no estimulo ao sistema de coagulacdo sanguinea e geracao de
bradicinina plasmatica, liberacdo de prostaglandina e aumento de substancias
vasoativas pelo endotélio, como as catecolaminas, leucotrienos e histamina
(PACHECO, 2007).

Injecbes de endotoxina em animais experimentais e em humanos induzem
niveis plasmaticos de TNF. Inje¢cdes de endotoxina em ratos causam um pico no
nivel de TNF em 2h, com redugdo a normalidade em 4h. Camundongos também
demonstram cinética semelhante (HESSE et al., 1988; REMICK et al., 1989; SPINAS
et al, 1991; BAGBY et al., 1991; REMICK e WARD., 2004).

2.2.6 Sepse na cicatrizacao de anastomoses colbnicas

A infecgao no peritdnio traz efeitos adversos na cicatrizagcao de anastomoses
coldnicas. Tem sido sugerido que a infeccao resulta em disturbio do metabolismo do
colageno, principalmente na fase precoce da cicatrizacao.

Em 1976a, Irvin estudou o metabolismo do colageno nas anastomoses
colénicas infectadas. Os ratos foram submetidos a anastomose colbénica (grupo
controle) e a administracao de fezes de rato autoclavada na cavidade peritonial ap6s
a anastomose (grupo infectado). No dia da cirurgia, a anastomose realizada era
imediatamente removida para mensuragéao do metabolismo do colageno. O colon foi
anastomosado novamente e a segunda anastomose foi removida no 3° ou 7° dia de
pos-operatédrio. Dessa forma, cada rato serviu como seu proprio controle. Cada
anastomose foi avaliada pela fragdo de colageno soluvel e insoluvel e conteudo de
hidroxiprolina. A infecgdo resultou em mudancgas significativas no metabolismo do
colageno durante a fase precoce da cicatrizagdo do célon. Ha reducgao significativa
da quantidade de coladgeno solivel nas anastomoses infectadas no 3° dia de pos-
operatorio comparada com anastomoses do grupo controle, e redugdo na
quantidade de &cido sollvel de colageno e colageno insollivel no 7° dia pos-
operatorio nas anastomoses infectadas.

Hogstrom et al. (1985) realizaram estudo sobre a influéncia da septicemia
intraperitonial na cicatrizacao de anastomoses colbnicas e na pele. Neste estudo, os

ratos foram submetidos a anastomose colénica e E.coli era injetada na cavidade
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abdominal antes (90min) ou no momento de fechamento da parede abdominal. O
grupo controle recebeu solucdo salina ao invés de bactéria. Os animais foram
sacrificados no terceiro e sétimo dia pos-operatério. Nao houve diferenca na forca de
ruptura nas anastomoses e na cicatrizacao da pele entre ratos sépticos e controle.

Naresse e colaboradores, em 1993, avaliaram o efeito da peritonite fecal na
cicatrizacdo do colon distal em ratos mediante forca de ruptura, dosagem da
concentragcdo de hidroxiprolina e proteina tecidual. Os animais foram submetidos a
injecao intraperitoneal de soro fisiolégico (controle) ou a inje¢do intraperitoneal de
uma suspensdo de fezes humanas (peritonite). Apdés 6 horas da injecdo
intraperitoneal, os animais foram divididos em 6 momentos experimentais, sendo um
lote sacrificado imediatamente apds o sorteio (MO0). O ratos restantes, apds limpeza
da cavidade peritoneal, foram submetidos a anastomose colbnica, sendo estes
animais sacrificados apés 4 (M1), 7 (M2), 10 (M3), 14 (M4) e 21 (M5) dias de pds-
operatorio. Os autores constataram em MO diminuigdo da for¢ca de ruptura nos
animais do grupo peritonite. No pds-operatorio verificaram a ocorréncia de
deiscéncia da anastomose coélica em 8% dos animais, todos pertencentes ao grupo
peritonite. O encontro de intenso processo inflamatério nos animais do grupo
peritonite em M1 e M5 levou os autores a concluir que a etiologia das deiscéncias
intestinais decorreu do prolongamento da fase latente do processo de cicatrizagao
induzido pela infeccao peritoneal.

Ahrendt et al. (1994) investigaram a cicatrizacdo da anastomose de colon
em modelo experimental de sepse. No dia 0 os ratos foram submetidos a
laparotomia ou ligadura com perfuracdo cecal. No dia seguinte, os ratos foram
submetidos a ressecgdo de célon esquerdo e anastomose com pontos separados.
Apbs cinco dias, a anastomose foi avaliada. A sepse resultou em diminuicdo da
pressdao de explosdo e diminuicdo da concentragdo de hidroxiprolina em todos
segmentos analisados.

Ishimura et al. (1998) avaliaram a integridade da cicatrizacdo da parede
intestinal apo6s anastomose sob condi¢cdes sépticas e observaram a expresséao local
da IL-6 em volta do segmento anastomético. Animais experimentais foram
separados em LPS e grupo controle. Os animais recebiam injecdo de LPS ou
solucédo salina na cavidade peritonial 24 horas antes da transeccao e anastomose do
célon. A pressao de explosdo da anastomose e a concentracdo de hidroxiprolina

celular foram medidas como indicadores de cicatrizacdo. Imunoistoquimica de IL-6
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foi obtida das amostras do segmento anastomético, pulmao, figado e rim. As
medidas de pressdo de explosdo e de hidroxiprolina foram significativamente
menores no grupo LPS que no grupo controle 7 dias ap6s a cirurgia. Os autores
sugerem que a cicatrizagdo em anastomoses esta diminuida depois de cirurgias do
trato digestivo sob condi¢cdes sépticas e que a expressao local de IL-6 participa da
cicatrizacao da parede.

Orlando et al. (1999) estudaram o efeito da contaminagéo fecal (peritonite)
em anastomoses intestinais em ratos. Vinte ratos foram divididos em dois grupos:
grupo controle e grupo com ligadura e perfuracdo cecal. Foram submetidos a
relaparotomia doze horas apds para ressecgao parcial do ceco, seguida de
anastomose coldnica e ileal. No grupo controle foi realizado 0 mesmo procedimento,
com excegao da resseccado de ceco. Os animais foram sacrificados apos 4 dias.
Nao houve diferencga significativa na forga de tensdo maxima da anastomose ou na
concentracado de hidroxiprolina nos dois grupos, tanto no intestino delgado quanto
grosso. Isto sugere que pouco tempo de contaminacao peritonial (12 horas) nao

influencia negativamente a anastomose intestinal primaria.
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2.3 DESNUTRICAO

A desnutricdo protéica-calorica é definida pela Organizacdo Mundial da
Saude como condi¢ao(6es) patoldgica(s) que provém da menor ingestao, em varias
proporcoes, de proteinas e calorias (WHO, 1973). Baseado em trés estudos
transversais realizados nas décadas de 70, 80 e 90, Batista Filho e Rissin (2003)
fizeram uma analise da transicdo nutricional do Brasil. Nos ultimos 25 anos, a
desnutricdo em criangas (relagéo altura/idade) apresentou um declinio cumulativo de
72%, enquanto em adultos sua prevaléncia baixou em 49% no meio rural e 52,7%
no meio urbano, praticamente desaparecendo como problema epidemioldégico em
maiores de 18 anos.

A desnutricao hospitalar também é uma realidade mundial. A prevaléncia
relatada esta na taxa de 30 a 50%. Em 1998, Correia e colaboradores iniciaram
pesquisa apoiada pela Sociedade Brasileira de NutricAo Parenteral e Enteral
(SBNPE) sobre o estado nutricional dos doentes internados em hospitais de todo o
Brasil, que ficou conhecido como IBRANUTRI (Inquérito Brasileiro de Avaliacao
Nutricional Hospitalar). Neste estudo, a desnutricdo atingiu metade dos pacientes.
Destes, mais de 70% desenvolveram complicacdes e, por causa delas, os custos de
seu tratamento aumentaram, em meédia, 60,5%. A associacao entre a presenca de
desnutricdo e o maior indice de complicacées, morbidade, mortalidade, custo e
tempo de internagdo hospitalar foi confirmada. Apesar desta alta prevaléncia de
desnutricdo hospitalar, a terapia nutricional, parenteral, enteral ou oral foi utilizada
em menos de 5% dos pacientes (CORREA e WAITZBERG, 2003; WAITZBERG,
1999). Waitzberg et al, em 2001, atualizou os dados deste mesmo estudo
envolvendo 4000 pacientes internados e mostrou que 48,1% deles estavam
desnutridos, sendo que 12,6% apresentavam desnutricdo grave e 35,5% desnutricéo
moderada.

A Federacéo Latino Americana de Nutricdo Parenteral e Enteral (FELANPE)
organizou um estudo multicéntrico para caracterizar o estado nutricional de
pacientes hospitalizados em toda a América Latina. A desnutricdo estava presente

em 50,2% dos pacientes estudados e a desnutricdo grave em 11,2% do grupo. A
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desnutricdo estava correlacionada com idade (>60 anos), presenca de cancer ou
infeccao e longa permanéncia hospitalar (CORREA e CAMPOS, 2003).

Nos Estados Unidos, o 2002 Nutritional Screening Initiative, realizou estudo
multicéntrico organizado pela American Dietetic Association e pela American
Academy of Family Physicians. Esta pesquisa revelou que 40 a 60% dos pacientes
idosos hospitalizados estavam desnutridos ou com risco de desnutricdo. Vinte a
sessenta por cento dos pacientes em assisténcia domiciliar eram desnutridos.
(American Dietetic Association; American Academy of Family Physicians, 2002;
LANGEMO et al., 2006).

A desnutricdo pode ter origem na deficiéncia ou na auséncia de qualquer
nutriente, e sua instalagdo e gravidade dependem da causa, intensidade e duracao
da caréncia. Pode ser causada, principalmente, por dieta inadequada ou,
secundariamente, por deficiéncia na absorcao, por aumento da utilizagdo ou ainda,
excregdo excessiva de nutrientes. Assim, varias formas de desnutricdo podem
ocorrer simultaneamente e, desta maneira, podem ter quadros carenciais devido a
dietas quantitativa ou qualitativamente alteradas (STINNETT, 1983; FOCK, 2005).
As formas clinicas caracteristicas com manifestagcbes mais graves sao o
kwashiorkor, decorrente de caréncia protéica com ingestdo normal de carboidratos, e
o0 marasmo, que decorre da deficiéncia prolongada de proteinas e carboidratos. Os
quadros intermediarios surgem pela combinacdo de varios graus de privagao
protéica com diversos graus de deficiéncia calédrica total (DE ANGELIS, 1986).

Ha muito tempo se reconhece que a desnutricdo grave afeta adversamente
a cicatrizacao de feridas, tanto em estudos clinicos como experimentais. A
desnutricdo traz impacto negativo para os pacientes, aumenta a morbidade e
mortalidade com maior permanéncia e custo hospitalar (IRVIN, 1978; EMERY e
SANDERSON, 1995).

A perda de proteina devido a desnutricdo protéico-calérica, a forma mais
comum de desnutricdo no mundo, leva a diminuicdo da forga ténsil dos tecidos,
diminuicdo da funcéo das células T, diminuigéo da atividade fagocitica e diminuigéo
do complemento e dos niveis de anticorpos, diminuindo a habilidade do organismo
de se defender contra infeccbes. Este comprometimento imunoldégico cursa
clinicamente com aumento das taxas de complicagbes (CASEY et al, 19883;
DICKHAUT et al.,, 1984; KAY et al., 1987; FELGINES et al., 1999; ARNOLD e
BARBUL, 2006).
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2.3.1 Desnutricao na cicatrizacao de anastomoses col6nicas

Os efeitos deletérios da desnutricdo na cicatrizagdo de ferida tém sido
observados nos estudos clinicos e experimentais. Em ratos, a reducdo da ingesta
calérica em 50% resulta na diminuicdo da sintese de colageno, do depédsito da
matriz protéica e da formagéo do tecido de granulacdo (SPANHEIMER, 1985; YUE
et al.,, 1986; YOUNG, 1988; ARNOLD e BARBUL, 2006; GONGALVES, 2006). Na
desnutricdo, ao que tudo indica, a falha na cicatrizagdo pode ser decorrente do
deposito inadequado de colageno, com provaveis alteracdes das ligagdes intra e
intermoleculares. Estas alteracbes podem predispor a maior agcao das proteinases
neutras e radicais livres, com prejuizo no ganho da resisténcia mecanica da
anastomose (HOGSTROM, 1987).

O reestabelecimento da integridade intestinal é essencial nos primeiros dias
apos a cirurgia gastrointestinal. O retorno da forgca do intestino depende da formacéao
de colageno na zona de cicatrizacao anastomética. Fibroblastos e, em menor escala,
células musculares lisas sao responsaveis pela formacao de novas fibrilas colagenas
na cicatriz anastomoética e elas sdo, entdo, reorganizadas em fibras colagenas
sélidas, necessarias para reestabelecer a forca do intestino (CHRISTENSEN et al.,
1995).

A relagado entre hipoproteinemia e cicatrizacdo de anastomoses coldnicas
em ratos foi investigada por Daly et al., em 1972. Durante aquele experimento, os
autores constataram que a forga de explosdo e a albumina sérica circulante
diminuiram linearmente enquanto a perda de peso nos ratos aumentava. Irvin e Hunt
(1974) também estudaram a cicatrizacdo de anastomose coldénica em ratos
desnutridos. Os autores observaram que a desnutricdo afetou o processo de
cicatrizagdo colénica em animais que receberam dieta isenta de proteina por 7
semanas. Estes animais perderam 34% do peso corporal e apresentaram diminui¢cao
significativa da for¢a ténsil e da quantidade de colageno nas anastomoses colénicas
quando comparados ao grupo controle.

Law e Ellis (1989) estudaram os efeitos de dieta hipoprotéica (0,8 g

proteina/dia) sobre a cicatrizacdo de anastomoses colbnicas. Os ratos do grupo de
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estudo receberam dieta hipoprotéica durante 2 semanas e o grupo controle recebeu
dieta padrdao durante o mesmo periodo. O grupo desnutrido apresentou perda de
peso de 11,9%. A andlise da cicatrizacao foi realizada por meio da avaliacao da
pressao de ruptura. Os ratos submetidos a dieta hipoprotéica apresentaram indices
de pressdo de ruptura estatisticamente inferiores em relagdo ao grupo controle,
principalmente entre 0 4° e o 7° dias de pds-operatério. Por outro lado, ndao houve
diferenca significativa na concentragdo de hidroxiprolina entre os dois grupos.

A avaliagdo da cicatrizacdo de anastomoses colbnicas em ratos com
desnutrigdo proteico-calérica também foi investigada por Ferreira e colaboradores
em 2006. Os ratos foram divididos em dois grupos: controle e desnutridos (ingestao
diaria de metade da ragdo do grupo controle por vinte dias). O grupo de ratos
desnutridos apresentou dados macroscépicos de pior prognostico e mortalidade
superior ao grupo controle. Este estudo concluiu que a desnutricdo afeta
negativamente a cicatrizagdo das anastomoses e aumenta significativamente a
mortalidade. Estes resultados também foram evidenciados em pesquisa realizada
por Leite et al.(1993). Neste experimento, foram utilizados 185 ratos distribuidos por
sorteio em 2 grupos experimentais: Grupo | = dieta-controle e cirurgia; Grupo Il =
dieta hipoprotéica e cirurgia. Os animais do grupo | receberam dieta contendo 20%
de proteina e os do grupo I, 2% de proteina. Apdés um periodo de 21 dias, um lote
de animais de cada grupo foi sacrificado para avaliacdo dos parametros
mencionados anteriormente, sendo este momento caracterizado como MO. Os
demais animais foram submetidos a cirurgia caracterizada por sec¢éo do célon distal
e anastomose. Tanto os animais do grupo | como os do grupo Il receberam as
respectivas dietas por periodo de 21 dias, dividido em 4 momentos: Ml (4° dia); M2
(7° dia); M3 (14° dia) e M4 (21° dia), nos quais 0s animais foram sucessivamente
sacrificados. Verificou-se diminuigdo da for¢a de ruptura das anastomoses intestinais
em ambos os grupos (Gl e Gll), sendo que, nos animais com caréncia protéica, a
forca de ruptura foi 33% menor em MI, 39% em M2, 34% em M3 e 32% em M4 em
relacdo aos respectivos controles. Nos animais com caréncia protéica, os valores da
concentracao do colageno, na cicatriz, foram menores que no controle em Ml e M2,
e maiores em M3 e M4. Com base neste estudo experimental, evidenciou-se que a
desnutricdo protéica apresentou efeito deletério na cicatrizagdo do célon distal no

rato, com diminuicao da forca de ruptura e da concentracdo do colageno.
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2.3.2 Nutricao perioperatoria na cicatrizacao de anastomoses colonicas

Ao mesmo tempo em que a desnutricdo ganhou importancia nos resultados
adversos de cirurgias com anastomoses de célon, surgiam alternativas para tentar
compensar os efeitos deletérios dos déficits nutricionais. Muitos estudos comecaram
a pesquisar os efeitos de intervencbes nutricionais como forma de otimizar a
cicatrizagao intestinal e diminuir a morbimortalidade associada (SCHMITZ, 2006).

Doencas pré-operatorias breves ou diminuicdo da ingestdo nutricional no
periodo pre-operatorio tém demonstrado impacto significante na sintese de
colageno. Estes fatos sustentam o conceito de que a ingestdo alimentar pré-
operatoria pode ser mais importante para a cicatrizacao do que o estado nutricional
geral do paciente (WINDSOR; KNIGHT e HILL, 1988). O suporte pré-operatério
nutricional é geralmente recomendado para pacientes com moderada (perda de 10 a
20% do peso e albumina sérica <3.2g/dl a >2.5g/dl) a grave desnutricdo (>20% de
perda corporal e albumina sérica < 2.5g/dl) e que toleram esperar pelo menos 7 dias
para cirurgia eletiva. Se a funcao intestinal estd mantida, o suporte nutricional enteral
€ geralmente preferido, devido a manutengdo da barreira da mucosa intestinal
(KALFARENTZOS et al., 1997; DERVENIS et al., 2003; HOWARD e ASCHELEY,
20083).

Ha diversos estudos experimentais na literatura que avaliam os efeitos da
nutricdo pré-operatéria na cicatrizagdo, com resultados conflitantes. Irvin, em 1976b,
estudou os efeitos da administragcdo subcutdnea do aminoacido essencial metionina
na cicatrizagdo de anastomoses colbénicas de ratos desnutridos. Em seu estudo, os
ratos desnutridos receberam dieta isenta de proteinas por 7 semanas antes do
procedimento cirurgico; os ratos do grupo controle receberam dieta normal. A
restricdo protéica por 7 semanas resultou em reducdo de 34% no peso corporal e
reducéao significativa da forga ténsil e da quantidade de coladgeno nas anastomoses.
A suplementacdo de metionina, entretanto, ndo demonstrou efeitos sobre os
parametros de cicatrizagdo avaliados.

Em 1978, este mesmo autor estudou os efeitos da desnutricdo e da
hiperalimentagéo na cicatrizagdo de anastomoses coldnicas e na incisdo cutanea em

ratos. Grupos de 10 ratos foram submetidos a dieta isenta de proteinas por periodos
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de 1, 3, 5, 7 ou 8 semanas. No estudo sobre a hiperalimentagdo, os ratos foram
divididos em 3 grupos: 1) Grupo teste — recebeu hiperalimentagdo oral Aminutrin®
(férmula sintética em pd de aminoacidos levogirégenos) durante a sétima semana de
restricdo de proteina e por 7 dias no pés-operatoério; 2) Grupo controle desnutrido —
recebeu dieta isenta de proteinas apenas; 3) Grupo controle normal — recebeu dieta
regular durante 7 dias antes da cirurgia e por 7 dias no pés-operatério. Ratos que
receberam dieta isenta em proteinas durante 7 semanas apresentaram meédia de
reducao do peso corporal de 37% e os ratos submetidos a restricdo de proteina por
8 semanas, reducdo média de 44%. A presengca de mudangas significativas na
cicatrizagdo apenas ocorreu nos ratos gravemente desnutridos, quando a perda de
peso excedeu 1/3 do peso corporal normal. A desnutricdo grave resultou em
reducdo profunda da forga mecanica das feridas abdominais, entretanto, as
alteracdes na forca ténsil das anastomoses coldnicas foram muito menos evidentes.
A terapia com aminoacido resultou em aumento significativo da forca ténsil e da
quantidade de colageno das feridas abdominais, entretanto, ndo demonstrou efeitos
na cicatrizagao col6nica.

A realimentag&o rapidamente restaura a morfologia e a fungcao do intestino
(repara a atrofia do intestino e normaliza a permeabilidade intestinal) em ratos. A
extensdo das mudancas depende da quantidade de dieta consumida e, em
particular, da quantidade e qualidade do nitrogénio na dieta (POULLMAIN et al.,
1989 e 1991). A reducdo da proteina da dieta pode limitar a disponibilidade de
peptideos para sintese de proteinas musculares. Estudos conduzidos em cobaias
evidenciam que ragdes baseadas em aminoacidos resultaram em atrofia intestinal e
diminuem a permeabilidade do intestino, além de reduzir a retencao de nitrogénio e
o crescimento dos animais (POULLAIN et al., 1989; BIRKE et al., 1990).

Ward et al. (1982) investigaram o efeito da reintrodugéo precoce de dieta via
oral na anastomose colénica em ratos com desnutricdo protéica moderada. Trés
grupos foram comparados: 1) ratos alimentados com dieta normal antes (7 dias) e
apoés (7dias) da cirurgia, 2) ratos alimentados com dieta hipoprotéica (apenas 10-15
mg de proteinas/dia) antes da cirurgia e dieta normal apds a cirurgia, e 3) ratos
alimentados com dieta hipoprotéica antes e depois da cirurgia. O grupo de ratos com
dieta hipoprotéica apresentou perda de peso de 12,4%. O estado nutricional foi
avaliado pela perda de peso, balanco nitrogenado e dosagem de albumina sérica.

Ratos que recebiam dieta depletada de proteina foram comparados com ratos que
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receberam dieta restaurada apés a cirurgia. Em comparacao com ratos controle, os
ratos com deplecao de proteinas tiveram um valor de pressado de explosao menor,
assim como a concentracdo sérica de albumina. Ratos que receberam racao
restaurada tiveram menores dosagens de nitrogénio e pressao de explosao colénica
normal. Este estudo demonstrou que a realimentacao precoce apos a cirurgia pode
reverter os efeitos da desnutricdo nas anastomoses colbnicas.

A determinagéo dos efeitos da inanicdo e da realimentagdo no crescimento,
a recuperagao nutricional e o reparo intestinal foram avaliados em ratos desnutridos
por Boza et al. (1999). Os ratos foram divididos em trés grupos: 1. desnutridos por 3
dias (desnutridos), que receberam somente agua; 2. desnutridos por 3 dias e apos
receberam dieta baseada em soja por mais 3 dias (realimentados); 3. ratos controle,
que recebiam dieta de soja. As variaveis avaliadas foram o ganho de peso, a
retencdo de nitrogénio entre a desnutricdo e a realimentagdo, a concentracao de
glutamina muscular, conteddo de proteina celular, os niveis de glutationa no figado e
na mucosa intestinal e a apoptose intestinal. A inanicdo esteve associada com baixo
nivel de glutamina muscular e enfraquecimento da mucosa intestinal, incluindo um
baixo conteudo de proteina na mucosa e um alto nivel de glutationa. A
realimentacdo por trés dias resultou em rapido reparo da atrofia do intestino e na
normalizacdo nao s6 da permeabilidade intestinal, mas também da maioria dos
marcadores metabdlicos em outros tecidos.

Goncgalves et al., em 2005, pesquisaram os efeitos da nutricao pré-operatéria
na cicatrizacdo de anastomoses coldnicas experimentais em ratos desnutridos. Os
ratos foram divididos em 4 grupos: 1. Grupo controle (C1), alimentados com racao
padrao ad libitum durante 21 dias; 2. Grupo desnutrido (D), alimentados com 50% da
média de ingestdo alimentar do grupo controle durante 21 dias; 3. Grupo nutricao
pré-operatéria (PRE), alimentados com 50% da dieta do grupo controle durante 21
dias e nutricdo pré-operatéria com racao padrao ad libitum durante 7 dias; 4. Grupo
Controle 2 (C2), alimentados com ragéo padréo ad libitum durante 28 dias. Nos dias
22 e 29 do experimento os ratos foram submetidos a anastomose coldnica. Os ratos
foram sacrificados no 5° dia de pds-operatério e as anastomoses foram avaliadas. A
Forca maxima de tracdo (FMT) e a forga ruptura total (FRT) foram inferiores no
grupo desnutrido (D) em relagdo ao grupo controle (C). A porcentagem de colageno
tipo | (maduro) no grupo desnutrido foi menor em relagéo ao grupo controle. O grupo

nutricio pré-operatéria (PRE) mostrou aumento da FMT em relagdo ao grupo D. O
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grupo PRE apresentou valores de FMT semelhantes aos do grupo C. Com relacdo a
FRT, os indices do grupo PRE e C também foram semelhantes. Entretanto, o grupo
PRE apresentou média de colageno | (maduro) inferior & do grupo C. Os autores
concluiram que a desnutricdo causa diminuicdo da FMT e da percentagem de
deposicao de coladgeno maduro no 5° dia de pds-operatdério em anastomoses
colbnicas. A nutricao pré-operatéria durante 7 dias aumentou a FMT e FRT, assim
como a porcentagem de deposicdo de colageno, alcangcando valores semelhantes
aos do grupo controle.

Da Costa et al. (2003) avaliaram o efeito da suplementacdo oral de
glutamina na cicatrizagdo de anastomoses colénicas em ratos. Os ratos receberam
glicina ou glutamina durante sete dias. Apés, foram submetidos a laparotomia com
transeccdo e anastomose coldnica. No pds-operatério receberam novamente
glutamina ou glicina até o dia do sacrificio (dia 3 e 8). A suplementacao oral de
glutamina aumentou a forca de ruptura total e a porcentagem de depodsito de
colageno maduro em anastomoses coldnicas no 3° e 8° dia de pds-operatorio.

Schmitz, em 2006, estudou os efeitos da nutricdo perioperatéria
suplementada com glutamina na cicatrizagdo de anastomoses colénicas de ratos
desnutridos. Os animais foram divididos em trés grupos: grupo controle (CTL), que
tinha livre acesso a agua e racao por 21 dias; grupos Glutamina (GLN, n=16) e
Glicina (GLY, n=16), alimentados com 50% da média de ingesta do grupo CTL por
21 dias (pair feeding) e, entdo, foram renutridos, respectivamente, com racao e agua
ad libitum mais L-Glutamina (1,5g/Kg/dia) ou solugdo isonitrogenada e
isovolumétrica de Glicina através de gavagem durante seis dias antes e quatro dias
apds a operagdo. No sexto dia de suplementacdo, os ratos foram submetidos a
anastomose col6nica. Os ratos foram sacrificados no quinto dia pos-operatorio e as
anastomoses coldnicas foram analisadas. Os resultados mostraram que ndao houve
diferenca estatistica significativa entre os dois grupos na forca ténsil. Na
densitometria do colageno, o indice de maturacdo do colageno (IMaC) néo
demonstrou diferenga estatisticamente significativa. Os autores concluiram que a
suplementacao perioperatoria oral de Glutamina ndo tem efeito na cicatrizagao de
anastomoses colonicas de ratos desnutridos.

Cihan e colaboradores, em 2004, estudam os efeitos de diferentes nutrientes
enterais (racdo normal, nutricdo balanceada completa, nutricdo elementar

enriquecida com glutamina, dieta imunomoduladora e dieta rica em fibras) na
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cicatrizacdo de anastomoses colénicas em ratos. Os ratos foram divididos em
grupos e, apos serem submetidos a anastomose em célon transverso, receberam,
precocemente, a dieta correspondente ao seu grupo por um periodo de 7 dias. Os
autores nao encontraram diferenca estatistica nos valores de pressado de exploséo.
Os niveis de hidroxiprolina nos grupos que receberam dieta com fibras e dieta
imunomoduladora foram estatisticamente maiores que o0 grupo controle. Nas
condigbes normais, sem estresse, os autores ndo demonstraram efeitos superiores
na alimentacao precoce com preparacoes de dieta enteral comparado a dieta normal
nas anastomoses colénicas quando se analisou pressao de explosao.

Em estudos subsequientes, Law e Ellis (1990) avaliaram os efeitos da
nutricAo parenteral pods-operatéria na cicatrizagdo de feridas abdominais e
anastomoses colénicas em ratos desnutridos. A desnutricao foi promovida pelo uso
de dieta hipoprotéica (0,8 g/ dia) por duas semanas antes do procedimento cirurgico
e 5 dias apds a cirurgia. A pressdao de ruptura foi avaliada no 5° dia de pés-
operatorio. Foi demonstrado que ratos alimentados com dietas hipoprotéicas
apresentaram aumento significativo da pressao de ruptura nas feridas abdominais e
nas anastomoses colbnicas ap6s administracdo de alimentacdo parenteral pos-
operatoria. Kiyama et al. (1999) relatou a superioridade da nutricdo enteral em
relacdo a nutricao parenteral na cicatrizacao de anastomoses col6nicas em ratos. A
pressdao de explosdo e a medida de proteina total e de colageno insoltuvel foram

significativamente maiores no grupo que recebeu nutricao enteral.

2.3.3 Cicatrizacao de anastomoses colonicas na sepse e desnutricao

Fistulas anastométicas gastrointestinais estdo geralmente associadas ao
aumento da morbidade, da mortalidade e da estadia hospitalar. Fistulas apos
cirurgia colorretal ocorrem em torno de 5-15%. A mortalidade perioperatéria esta
aumentada devido a presenca de fezes na cavidade peritonial, levando a peritonite e
septicemia (KORUDA e ROLANDELLI, 1990; BRUCE et al., 2001; BUCHMILLER-
CRAIR, 2001; SOETERS et al., 2002).

Desnutricdo e infeccdo sdo as duas maiores causas de morbidade e

mortalidade atualmente. Estes dois problemas estdo inter-relacionados. A
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desnutricdo compromete a funcao de barreira, facilitando o acesso a patégenos. O
comprometimento da fun¢ao imune diminui a habilidade do hospedeiro para eliminar
0s patdgenos, ao entrarem no organismo. Entdo, desnutricdo predispde a infecgéao.
A infeccdo pode alterar o estado nutricional, mediado pelas mudancgas na ingesta da
dieta, absor¢cdo e necessidade de nutrientes e perdas de nutrientes enddgenos.
Entdo, a presenca de infeccdo pode contribuir com o estado de desnutricédo,
formando um circulo vicioso. FIGURA 5 (CALDER e JACKSON, 2000).

INFECCAD

A

DESNUTRICAO

Y

DIMINUICAO DA DEFESA
DO HOSPEDEIRO

FIGURA 5. NUTRICAO E INFECGAO
ADAPTADO DE CALDER E JACKSON, 2002

Um grande numero de estudos em animais tem demonstrado os efeitos
adversos da deficiéncia de proteina na imunidade. A deficiéncia de proteina diminui
a resposta imune e aumenta a suscetibilidade a infeccoes. As defesas imunolégicas
sao dependentes da replicacdo celular e da producédo de proteinas com atividades
bioldgicas (imunoglobulinas, citocinas). Praticamente todas as formas de imunidade
podem ser afetadas pela desnutrigdo protéica-calérica, mas as defesas nao-
especificas e a imunidade celular sdo mais severamente afetadas que a resposta
humoral (KUVIBIDILA et al.,1993).
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Os pacientes sépticos exibem sinais profundos e acelerados de deficiéncia
nutricional. Hiperglicemia, hiperlipidemia e intolerdncia a nutrientes tém sido
observadas (RAINA et al., 1999). Durante a desnutricdo protéico-calérica, uma
resposta atenuada na fase aguda e uma reducdo na producdo de proteinas e
citocinas tém sido propostas como mecanismo para diminuicdo da fungao imune,
contribuindo para o aumento da mortalidade e morbidade devido a infec¢gdo (AMATI
et al., 2003; BROWN, 2003; LING, 2004; COOPER et al., 2004).

A desnutricdo crénica e a deficiéncia de micronutrientes comprometem a
resposta das citocinas e afetam o mecanismo de células imunologicas. A
combinagdo de desnutricdo crbnica e infeccdo enfraquece a resposta imune,
levando a uma populacéo de células imunes alteradas e a um aumento generalizado
de mediadores inflamatoérios (DULGER et al., 2002). O sistema imunolégico celular é
mais diretamente afetado na desnutricido protéico-calérica do que o sistema
imunolégico humoral (CUNNINGHAM-RUNDLES, 2005).

A terapia nutricional na sepse atua de modo adjunto, prevenindo a
desnutricdo, contribuindo para a manutencao da sintese protéica aumentada e na
modulacdo da resposta inflamatéria sistémica (WAITZBERG, 2004). A orientacao
atual da terapia nutricional na sepse esta norteada por em duas diretrizes
fundamentais: 1) fornecer um aporte protéico-calérico que ndo incremente o estado
hipermetabdlico vigente e que seja sinérgico com as vias metabdlicas benéficas; e 2)
nutrir o tubo digestivo, que é intensamente agredido nessa fase, e que passa a ser
um foco de liberagdo de toxinas, subprodutos de bactérias e microorganismos para a
circulacdo sistémica, seguindo-se a perda funcional e estrutural de sua barreira
mucosa. (WAITZBERG, 2004).

Leite e colaboradores (1995) estudaram a evolugdo da cicatrizagdo de
anastomoses intestinais em ratos submetidos a infecgédo peritoneal ou a desnutricao
protéica. O grupo controle recebeu dieta com 20% de proteinas por 21 dias, sendo
entdo submetido a anastomose do colon distal. O outro grupo, além de receber a
mesma dieta, foi submetido a peritonite com fezes humanas. Apdés 6 horas de
evolugcado da peritonite, os animais foram submetidos a laparotomia, limpeza da
cavidade abdominal e anastomose do colon distal. A dieta a 20% de proteinas foi
mantida no poés-operatério dos dois grupos anteriores. O 3% grupo (desnutrido)
recebeu no mesmo periodo (pré e pds-operatédrio) dieta constituida de caseina e

submetido ao mesmo procedimento cirdrgico. Amostras do célon foram colhidas
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antes do procedimento e no 42, 72, 142 e 21° dias de pos-operatoério, para estudo da
forca de ruptura e da hidroxiprolina tecidual. Dos resultados obtidos, verificou-se
incidéncia de 11,7% e 7% de deiscéncia, respectivamente, nos grupos peritonite e
desnutrido, além de concomitancia na diminuicdo da forca de ruptura e da
hidroxiprolina tecidual.

Kiyama et al. (2000) estudou a influéncia da nutricao p6s-operatoria precoce
na cicatrizagdo de anastomoses col6nicas na presenga de sepse intraabdominal em
ratos. Os ratos foram submetidos a ligadura e perfuracdo cecal. Ap6s 24 horas, 0
ceco foi ressecado e realizou-se anastomose no colon esquerdo. Os animais foram
randomizados em dois grupos: grupo com nutricdo precoce, que recebeu agua e
racdo, € grupo com nutricdo tardia, que recebeu somente agua nas primeiras 72
horas e ragdo apods este periodo. Os animais foram sacrificados no 5° dia pds-
operatorio. O peso dos animais do grupo de nutricdo precoce foi maior que o grupo
que recebeu nutricdo tardia. A nutrigdo precoce resultou em aumento na pressao de
explosao e na concentracao de colageno total no sitio das anastomoses, comparado
com o grupo de nutricdo tardia. Os autores concluiram que a nutricao precoce tem
efeito positivo na cicatrizacdo de anastomoses na presenca de sepse intra-
abdominal.

Giovambattista e colaboradores (2000) estudaram a influéncia da restricao
cronica de dieta na funcdo basal neuroendécrina, imune e adiposa e a resposta
durante a fase aguda ao choque endotoxico em ratas. O efeito da realimentacao nos
ratas desnutridas também foi avaliado. Nivéis séricos de proteina total plasmatica,
glicose, triglicerideos, ACTH (horménio adrenocorticotréfico), corticosteroide, fator de
necrose tumoral-a e leptina foram dosados em condigao basal e duas horas depois
da aplicacdo da endotoxina (LPS 180ug/Kg, ip), administrado em trés grupos
diferentes: (1) controles bem-nutridas; (2) desnutridas, como conseqiiéncia da
restricdo crénica de dieta e (3) desnutridas realimentadas para recuperar 0 peso
corporal nos valores do grupo controle bem-nutrido. As ratas desnutridas em
comparagao com grupo controle desenvolveram perda de peso, assim como
hipoglicemia basal, hipotrigliceridemia, hipoleptinemia, hipercorticosteronemia e
aumento do glicocorticéide adrenal; entretanto, ndo houve mudangas na proteina
total basal, nos niveis plasmaticos de ACTH e TNF e na concentracdo de ACTH
pituitario. Com a indugédo do choque endotdxico, o desenvolvimento da hipoglicemia
foi abolido nas ratas desnutridas, e as concentragdes plasmaticas de ACTH e TNF
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apdés a endotoxemia foram significativamente maiores (p<0.05) que os valores
basais, e significamente menores (p<0.05) nas ratas desnutridas que nas bem-
nutridas. Apesar da elevada concentracdo plasmatica basal de costicosteréide nas
ratas desnutridas versus ratas bem-nutridas, a liberacao de glicocorticéide induzida
pelo LPS foi similar nos dois grupos. O tratamento com LPS n&o modificou os niveis
basais de leptina. O grupo desnutrido alimentado com dieta ad libitum, por 15 dias,
restaurou seu peso corporal com niveis do grupo controle e a disfuncao metabdlica
observada nas ratas desnutridas nas condicbes basais e pdés LPS foi totalmente
normalizada. Os resultados deste estudo claramente indicam que a desnutricao
cronica nao afeta somente a funcdo reprodutiva, mas também as funcdes
metabdlicas, neuroenddcrinas, imune e adiposa e, que os efeitos induzidos pela
desnutricdo podem ser totalmente revertidos apds o retorno ao peso corpéreo

normal.
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3 MATERIAL E METODO
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3 MATERIAL E METODO

As normas técnicas utilizadas neste trabalho seguiram as orientagdes
contidas nas Normas para Apresentacdo de Documentos Cientificos da
Universidade Federal do Parana de 2007 e a Nomina Anatomica Veterinaria de
1975.

O experimento foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental da Pés-
Graduacao em Cirurgia da Universidade Federal do Parand (UFPR). Foram
obedecidos os principios éticos de experimentacdo animal preconizados pelo
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal).

3.1 MATERIAL

3.1.1 Animais

Foram utilizados 45 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinos, Rodentia
mammalia), machos, adultos, com peso variando de 218,01g a 347,529, oriundos do
Biotério do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana. Os
animais foram mantidos em gaiolas com capacidade para 5 animais, por um periodo
de 7 dias de aclimatacdo. Os ratos receberam racdo balanceada padréao
denominada Nuvilab CR1® (Nuvital®, Colombo, PR) (Quadro 4) e agua ad libitum.
Apés o periodo de aclimatacdo, os ratos foram acondicionados em gaiolas
metabdlicas individuais. O laboratério foi mantido com temperatura de 22+1°C e
ciclo claro-escuro de 12 horas, controlados eletronicamente (Cronomat®, Mallory do
Brasil, Sdo Paulo,SP).
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COMPOSICAO BASICA DO PRODUTO

Carbonato de calcio, farelo de milho, farelo de soja, farelo de trigo, fosfato
bicalcico, cloreto de sédio, premix mineral vitaminico, aminoacido.

Umidade (max) 12,5%
Proteina bruta (min) 22%

Célcio (max) 1,40%
Foésforo (min) 0,80%

Estrato etereo (minimo): 4%

Material mineral (maximo): 10%

Matéria fibrosa (maximo): 8%

Vitaminas: A, D3, E, K3, B1, B2, B6, B12, niacina, acido pantoténico, acido foélico, biotina, colina.
Microelementos: Ferro, zinco, cobre, iodo, manganés, selénio, cobalto.

QUADRO 4. COMPOSICAO DA RACAO PARA RATOS
Nuvital CR1® (Nuvital Nutrientes, Colombo/PR.

3.2 METODO

Ap6s sete dias de aclimacdo, os ratos foram pesados e divididos
aleatoriamente em trés grupos de estudo.

3.2.1 Grupos de Estudo

O Grupo Controle (C) (N=15) recebeu dieta alimentar padrdao (Nuvilab CR1,
Nuvital®) e agua ad libitum, durante vinte e um dias. Apds, os ratos foram
submetidos a uma aplicagdo diaria de solu¢do salina intraperitonial (1ml) por um
periodo de quatro dias. No vigésimo sexto dia, os ratos foram submetidos a
procedimento cirdrgico. Este grupo recebeu durante todo o experimento dieta
alimentar padrdo (Nuvilab CR1, Nuvital®) ad libitum e foi considerado controle do
modo pair-feeding.

O Grupo Desnutrido e Toxémico (DT) (N=15) recebeu 50% da ingesta
alimentar média diaria do grupo controle (pair-feeding) e agua ad libitum, durante 21

dias. Apés este periodo, os ratos foram submetidos a endotoxemia com aplicagcbes
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didarias de Lipopolissacarideo (LPS) intraperitonial, na dose de 1mg/Kg,
isovolumétrica, por um periodo de quatro dias. Este grupo premaneceu recebendo
racdo no modo pair-feeding durante o periodo de inducao a toxemia, até o dia do
sacrificio. No vigésimo sexto dia, os ratos foram submetidos a procedimento

cirurgico.

O Grupo Desnutrido Toxémico e com Nutricdo Perioperatoria (DTN) (N=15)
recebeu 50% da ingesta alimentar média diaria do grupo controle (pair-feeding) e
agua ad libitum, durante 21 dias. Apos este periodo os ratos foram submetidos a
endotoxemia com aplicagbes diarias de Lipopolissacarideo (LPS) intraperitonial, na
dose de 1mg/Kg, isovolumétrica, por um periodo de quatro dias. No primeiro dia de
inducdo a endotoxemia, 0 grupo comegou a receber dieta padrao ad libitum, por um
periodo de 10 dias. No 11°dia, os ratos foram submetidos a procedimento cirlrgico.
No poés-operatério, continuaram recebendo ragdo e agua ad libitum até o dia do
sacrificio (5° dia pds-operatério). Os ratos deste grupo receberam, entdo, nutricao
perioperatéria por um periodo de 14 dias ( 10 dias de pré-operatério e 4 dias de pos-
operatorio). O esquema do delineamento experimental esta representado na Figura
6.

g T Dogir i Racéo ad libitum + agua . . i
‘:?\H:_/ Racdo ad libitum + agua .:?:Q‘/ SF 1ml Racdo ad libitum + agua
\ : = - : T » Cirurgia » sacrificio

21 dias 4 dias 5 dias
Grupo Controle 50% Racdo do grupo controle
+ agua 50% Racdo do grupo controle
Ty~ 50% Racdo do grupo contrale " T LPS 1mg/Kg + agua
L :=..~ + agua -, e ::i) » cirurgia » sacrificio
%, ‘-‘\2) 21 dizs " 4 dias 5 dias

Grupo Desnutrido Toxémico

Racdo ad libitum + agua

“:5-:3_./_ 50% Racdo do grupo controle S LPS 1mg/Kg (4 dias) Racéo ad libitum + agua
> __"-=-' ) + agua - .{I 2 ;:—,, - » cirurgia » sacrificio
‘g 21 dias 10 dias 5 dias
Grupo Desnutride Toxémico “w

com Mutricdo Perioperatdria

FIGURA 6. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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3.2.2 Indugéo da Endotoxemia

Os animais foram submetidos a endotoxemia apés aplicagcbes diarias de
Lipopolisacarideo de Escherichia coli 0111:B4, (Sigma Chemical®, St Louis, EUA)
por periodo de quatro dias consecutivos. A dose utilizada foi de 1mg/Kg/dia por via
intraperitoneal (Figura 7), em volume de 1ml. O LPS foi conservado em freezer a

— 4° C e diluido com &gua destilada conforme orientagao do fabricante.

FIGURA 7. APLICAGAO DE LPS INTRAPERITONIAL

3.2.3 Procedimento cirargico

Pré-operatério: todos os ratos foram submetidos a jejum de 12 horas

antes do procedimento cirurgico.
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Per-operatério:

Anestesia: para a indugédo anestésica foi utilizada a via inalatéria
com éter etilico comercial (Farmanil Quima®, Curitiba, PR) em sistema fechado de
campanula, e para a manutengao da anestesia foi administrado cloridrato de xilazina
2% (Agener®, Unido, SP) na dose de 10mg/Kg associado a Ketamina 10%
(Anasedan®, Vetbrads, SP) na dose de 50mg/Kg, intramuscular (OLIVEIRA, 2008).
ApoOs a anestesia, os animais foram pesados.

Ato Cirurgico: realizou-se tricotomia da regio abdominis media
(regidao abdominal média) e posterior fixagdo do rato a mesa cirurgica com membra
(membros) em extens&o. Por meio de incisdo abdominal mediana de cerca de 3 cm
de extensdo era obtido acesso ao cavum abdominis (cavidade abdominal) para a
exposicao do célon. Procedeu-se, entdo, a duas secgdes completas do célon, a
primeira na flexura coli dextra (flexura menor do célon) a aproximadamente 5 cm
distais do ostium ileale (valvula ileo-cecal) e, a segunda, 6 cm distais a primeira no
colon descendens (colon distal), atentando para a preservagcao dos rami colici (vasos
célicos). A reconstrucdo das duas secgdes foi realizada mediante anastomose
término-terminal em plano Unico total com 8 pontos separados de fio monofilamentar
de nylon 6.0 (Mononylon®6,0, Ethicon, Sdo José dos Campos, SP) (FIGURA 8). O
fechamento da parede foi feito com sutura continua ancorada de fio monofilamentar
de nylon 3.0 (Mononylon®3,0, Ethicon, Sdo José dos Campos, SP) em 2 planos:
musculo-aponeuroético e intradérmico.
Amostras de sangue, por puncao cardiaca, foram coletadas imediatamente
apoés o término do procedimento cirargico. A seguir, os animais foram hidratados
com 100 ml/Kg de solugéo salina via subcutanea (KIYAMA et al., 2000).
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FIGURA 8. ANASTOMOSES COLONICAS: A. PROXIMAL. B. DISTAL (SETAS)

3.2.4. P6s-Operatorio

Apoés o periodo de recuperagao anestésica, cada animal foi recolocado em
sua gaiola metabdlica de origem e recebeu dipirona® (Eurofarma ®, Sao Paulo, SP),
por via oral, na dose de 20mg/kg/24h (AVMA). Durante as 24 horas seguintes, 0s
ratos receberam agua suplementada com sacarose a 100mg/ml, sendo mantido o
jejum de racao por seis horas. Apds esse periodo os ratos receberam racdo na
quantidade estabelecida para cada grupo:

o grupo C: ragao ad libitum;

o grupo DT: 50% da ingesta alimentar média diaria do grupo controle;

e  grupo DTN: ragao ad libitum.

A avaliacao diaria dos animais constou de observacao do aspecto da ferida
operatoria quanto a sangramento, infeccado, deiscéncia de pele e/ou evisceracao e

determinagao de ingesta.



63

3.2.5. Sacrificio dos Animais

Todos os ratos foram sacrificados no quinto dia de pds-operatério por meio
de dose letal de éter dietilico inalatério. Foi realizada laparotomia mediana para
acesso ao cavum abdominis (cavidade abdominal) (Figura 9). Na seqtiéncia, apos
inspegdo cuidadosa da cavidade, foi realizada a lise parcial das aderéncias e
retirada de dois segmentos do colon, de 5 cm de extensdo cada, contendo a
anastomose proximal e a distal em suas por¢coes médias. Os dois espécimes
cirurgicos de cada animal (proximal e distal) foram conservados alternadamente em
solucdo salina isoténica e formalina a 10% para estudos de tracdo e para estudo
histolégico e imunoistoldgico, respectivamente (Figura 10 A e B).

FIGURA 9. ASPECTO DA CAVIDADE ABDOMINAL NO DIA DO SACRIFICIO
A - ANASTOMOSE PROXIMAL; B - ANASTOMOSE DISTAL (SETAS)
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FIGURA 10. AMOSTRA DAS ANASTOMOSES COLONICAS PARA ESTUDO TENSIOMETRICO (A)
E PARA ESTUDO PATOLOGICO (B).

3.2.6 Dados Avaliados

3.2.6.1 Peso

Os ratos tiveram seus pesos aferidos no inicio do experimento, isto é, ap6s
os sete dias de aclimagdo, e a cada 7 dias até o sacrificio. A balanca eletrénica
utilizada para tal aferigdo (AM 5500 Marte®, Sao Paulo, SP) foi regulada de acordo
com os padrdes do INMETRO. Os valores do peso foram mensurados e registrados
em gramas. Foi realizada a avaliagdo da curva de variacdo de peso durante o

experimento.

3.2.6.2. Ingestao alimentar média

Diariamente, em 2 horarios pré-determinados, foi oferecida a cada animal do
Grupo Controle a quantidade fixa de + 50 gramas de racdo. A diferenca diaria entre
peso da racao ofertada no dia anterior e o peso de racao restante (perdas ao redor
do recipiente e fundo da gaiola) foi anotada e rotulada como ingesta alimentar. Os
grupos de estudo DT e DTN receberam diariamente 50% da ingesta alimentar média

ingerida pelos animais do grupo controle (pair-feeding) (Anexo I).
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3.2.6.3. Obitos

Todos os animais que durante o estudo evoluiram a ébito, apesar de nao
serem incluidos na analise estatistica dos parametros de cicatrizagdo, foram

submetidos a laparotomia para identificacao da causa mortis.

3.2.6.4. Exames laboratoriais

Para a coleta de sangue foi realizada puncao intra-cardiaca e coletado
sangue em seringa de 20 ml com agulha 25x8mm (Beckton-Dikinson) esterilizadas e
apirogénicas, em volume de = 8 ml. As amostras foram coletadas em frascos com
anticoagulante (EDTA 10%) e sem anticoagulante para as dosagens de leucograma,

bastonetes, plaquetas, albumina, Proteina C Reativa, TNF e IL-6 (Anexo Il).

3.2.6.5 Forca de Tragao

A avaliacdo da forca de tracdo da anastomose colbnica foi realizada no
Laboratério de Cirurgia Experimental da Poés-Graduacdo em Cirurgia da
Universidade Federal do Parana. Para avaliacido desta variavel foi utilizada maquina
universal de ensaio mecanico computadorizada, da marca EMIC®, modelo DL-500-
MF (EMIC, S&o José dos Pinhais, PR), com garras de pressao ajustaveis
manualmente e sistema eletrénico de aquisi¢do de dados com utilizagdo do software
TESC, versao 1.01. (Figura 11 A, B e C).
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FIGURA 11. MAQUINA DE ENSAIO MECANICO COMPUTADORIZADA
A e B. Painel de controle e dispositivo de tragéo; C. Detalhes do dispositivo de tragao.

O segmento utilizado para a andlise da tragao foi cuidadosamente dissecado
para remogao das aderéncias e acondicionado em frascos contendo solucéo salina
a 0,9%. O estudo foi realizado por meio de fixacao das extremidades do segmento
colénico utilizando presilhas de metal.

A anastomose foi posicionada de modo que sua porcdo média ficasse
equidistante das duas presilhas. Todos os testes de tragdo foram feitos logo apés a
resseccao dos corpos de prova, com intervalo maximo de 2 horas. A tragdo ocorreu
com velocidade de 50 mm/minuto, utilizando-se carga de 10 kg com sensibilidade de
50 g, com margem de erro de 0,5%. A forca de tracdo foi constantemente
mensurada por meio de computador anexo ao sistema de presilhas. O programa
demonstrava um sistema de coordenadas cartesianas cujo eixo x representava a
unidade Distancia e o eixo y, a unidade Forga. Inicialmente o grafico apresentou
direcdo ascendente. No momento da ruptura inicial, o grafico demonstrou a mudanca
imediata de direcdo correspondendo a Forca Maxima de Tragdo (FMT) suportada
pelo corpo de prova. Durante a fase descendente do grafico, a ruptura da peca
estava em progressao, até o momento de queda de tensado ao nivel zero; este ponto
correspondeu a separacao total dos cotos colbnicos. A Ultima forca medida pelo
computador, no grafico, foi denominada Forga de Ruptura Total (FRT) (Figura 12 e
13).
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FIGURA 12. GRAFICO DO ESTUDO DE TRACAO NOS CORPOS DE PROVA
A. Ponto correspondente a FMT. B. Ponto correspondente a FRT (Setas)

FIGURA 13. SEQUENCIA DO ESTUDO TENSIOMETRICO MOSTRANDO A RUPTURA
DA ANASTOMOSE

A Tensdao Maxima (TM) é medida em termos de quantidade de forca
suportada por unidade de area de secgdo. E dependente das dimensdes do tecido e
permite comparacao mais adequada entre corpos de prova retirados de espécimes
diferentes. As duas variaveis de forca (TM e FMT) foram submetidas a analise,

comparando-se os 3 grupos de animais (C, DT e DTN).
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3.2.6.6 Avaliacao Histolégica

Ap6s a obtencao do segmento colénico de cada animal, as pecas cirurgicas
foram abertas em sentido longitudinal, na borda antimesentérica, dissecadas para a
remogdo das aderéncias, fixadas em formalina a 10% e encaminhadas para o
estudo. Secgdes perpendiculares ao maior eixo da sutura foram efetuadas e
encaminhadas para o0 processamento histolégico, incluindo desidratacao,
diafanizacdo e emblocamento em parafina histolégica. Apdés microtomia a 4 um de
espessura, os cortes histolégicos foram submetidos a coloragéo de picrosirius-red
F3BA para identificacdo de colagenos maduro e imaturo por técnica de microscopia
com luz polarizada e anélise morfométrica computadorizada (Figura 14).

FIGURA 14. FOTOMICROGRAFIA (20X) CORADA POR PICROSIRIUS-RED
APOS A POLARIZAGAO DA LUZ

Foram avaliados os cortes histoldégicos por meio de microscédpio 6ptico da
marca Olympus® (Olympus, Téquio, Japao), em aumento de 400 vezes, utilizando-
se fonte de luz polarizada. As imagens foram captadas por camera Sony® CCD
101(Sony, Téquio, Japao), transmitidas ao monitor colorido Trinitron Sony®,
congeladas e digitalizadas por meio de placas Oculus TCX. Foi realizada a andlise
das imagens por meio de aplicativo Image Pro-plus versdao 4.5 para Windows em
computador da linha Pentium®Ill 733Mhz. A calibracdo do sistema foi baseada na

densidade Optica dos pontos de resolucao (“pixels’) que formam as imagens,
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selecionando-se o valor limite de melhor resolucao. No sistema RGB (“Red, Green,
Blue”) foram considerados valores para tons de vermelho, amarelo e laranja
(colageno tipo I) e para tons de verde (colageno tipo Ill). Todas as laminas foram
avaliadas sob as mesmas condicdes de regulagem, dentro dos parametros exigidos

pelo referido aplicativo (Figura 15 A e B).

FIGURA 15. ACHADOS HISTOLOGICOS DIGITALIZADOS PARA ANALISE DE DEPOSICAO DE
COLAGENO. A. Imagem captada diretamente da microscopia pela cdmera Sony®. B. Imagem
digitalizada ap6s aplicativo Image Pro-Plus, versao 4.5 ®.

Nos cortes histolégicos analisados determinou-se o campo microscopico
sobre a linha de sutura e foram obtidas medidas de trés areas distintas (superior,
média e inferior). Em cada uma delas calculou-se o percentual da area ocupada
pelas fibras que continham colageno dos tipos | e Ill, em relacdo a éarea total
examinada. A partir da medida da porcentagem de fibras colagenas foi calculado o
indice de maturacdo de colageno (IMaC), definido como a razdo entre essas
porcentagens. Quadro 5. Valores de IMaC maiores do que 1 (um) indicam que a
porcentagem de colageno tipo | € maior do que a porcentagem de colageno do tipo

IMaC: % de colageno maduro (tipo |)
% de colageno imaturo (tipo Il1)

QUADRO 5. INDICE DE MATURAGAO DO COLAGENO (IMaC)
IMaC = Indice de Maturagao do colageno; % = porcentagem
FONTE: LEMOS, 2002
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3.2.6.7 Avaliagao Imunoistoquimica

Para o estudo imunoistoquimico utilizou-se a técnica descrita por Hsu
(1981). Foram utilizadas laminas sinalizadas para se evitar o descolamento dos
cortes histoloégicos durante a coloracdo. Os cortes foram submetidos a
desparafinizagdo e hidrata¢do, sendo entdo imersos em tampao citrato, pH 6,0, para
recuperagdo antigénica em banho-maria a 98°C; em seguida foram imersos em
tampao fosfato e submetidos a bloqueio da peroxidase endégena em metanol com
peroxido de hidrogénio a 3%. Na seqUéncia aplicaram-se 0s anticorpos primarios
antifator VIl (Policlonal, Codigo 0082, DakoCytomatio, Carpinteria, EUA) e anti-a-
actina muscular lisa (Monoclonal, Codigo M0851, DakoCytomation, Carpinteria,
EUA), em laminas separadas, incubando-as “overnight’ a temperatura de 4°C. Apos
banho em tampao fosfato, seguiu-se aplicagdo de anticorpo secundario biotinilado
por 30 minutos, a temperatura ambiente. Apdés novo banho em tampao fostato,
seguiu-se a aplicacao do complexo estreptavidina — peroxidase por 30 minutos,
ainda a temperatura ambiente. Foi entdo realizado mais um banho em tampao
fosfato e revelacdo da reacdo imune com diaminobenzina, seguido de
contracoloracdo com hematoxilina. Na sequiéncia os cortes foram desidratados e
montados com balsamo e laminulas de vidro.

A positividade da coloragdao imunoistoquimica foi identificada nas areas de

pigmentacado acastanhada. Controles positivos e negativos foram utilizados.

3.2.6.7.1 Numero de Vasos Sanglineos

A identificacdo dos vasos sanguineos foi efetuada contando-se o nimero de
estruturas circulares coradas positivamente pelo anticorpo policlonal antifator VI
(coradas em marrom), que revela as células endoteliais da camada intima dos
vasos. A contagem foi feita na area da anastomose, em uma extensdo de 10 mm
proximal e 10 mm distal a esta, em aumento de 40 vezes, em quatro campos

distintos aleatoriamente, expressas em médias aritméticas.
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Imagens de toda esta regidao foram capturadas por sistema acoplado a um
microscoépio Optico Zeiss ® Axioscop (Carl Zeiis®, Alemanha), e constituido por uma
camera de video Sony® DXC-970MD (Sony®, Tokyo, Japao), conectado a
computador da linha Pentium e monitor colorido de alta resolugdo da marca
Compac® (Compac®, EUA). Figura 16.

FIGURA 16. VASO SANGUINEO COM INTIMA CORADA EM MARRON
REVELANDO POSITIVIDADE PARA O ANTICORPO ANTIFATOR VIl (SETA).

3.2.6.7.2 Numero de Miofibroblastos

A identificagdo dos miofibroblastos foi realizada contando-se as células
coradas positivamente pela coloragdo imunoistoquimica com anticorpo monoclonal
anti-a-actina muscular lisa em um campo de grande aumento (objetiva de 40X). A
contagem foi feita na area da anastomose, em uma extensdo de 10 mm proximal e
10 mm distal a esta, em quatro campos distintos aleatoriamente, expressas em

médias aritméticas. (Figura 17).
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FIGURA 17. MIOFIBROBLASTOS CORADOS EM MARROM REVELANDO POSITIVIDADE
PARA O ANTICORPO ANTI-a-ACTINA MUSCULAR LISA (SETAS)

As imagens digitalizadas foram capturadas e analisadas pelo programa
Image Pro Plus (Media Cybernetics, Califérnia, EUA), para Windows, por meio da
ferramenta “Measures”, calibrada previamente para objetiva de 40X. Utilizou-se um
sistema constituido por microscépio éptico Olympus BX50 (Olympus®, Tokyo,
Japao), acoplado com camera de video Sony® DXC-970MD (Sony, Tokyo, Japao),
conectado a computador da linha Pentium® e monitor colorido de alta resolugao da
marca Samsung® (Samsung, Coréia). A contagem foi realizada analisando-se as
imagens uma a uma, marcando os miofibroblastos por meio da ferramenta “Manual
Tag’ (Figura 18).
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FIGURA 18. CONTAGEM DOS MIOFIBROBLASTOS UTILIZANDO-SE O PROGRAMA DE
MORFOMETRIA IMAGE PRO PLUS. OS MIOFIBROBLASTOS CORADOS EM MARROM SAO
RECONHECIDOS E MARCADOS COM CURSOR DO COMPUTADOR (VERMELHO).

3.2.7. Analise Estatistica

Os animais que evoluiram a 6bito durante o experimento foram excluidos de
todas as avaliagdes. As variaveis avaliadas no estudo foram: peso inicial, peso no
21° dia, peso no momento da cirurgia, peso no sacrificio, albumina, leucécitos,
plaquetas, bastonetes, proteina C reativa, fator de necrose tumoral, interleucina-6,
percentual de colageno imaturo (tipo Ill), percentual de colageno maduro (), indice
de maturacdo do colageno (IMaC), tensdao maxima (TM), forca maxima de tracao
(FMT), nuamero de miofibroblastos e numero de vasos sanguineos.

Conforme a natureza dos dados analisados nos grupos C, DT e DRN,
procedeu-se ao tratamento estatistico adequado. Observou-se o pré-requisito da
distribuicdo normal (Gaussiana) das varidveis para a escolha do teste estatistico,
com os resultados expressos como média t erro-padrdo. Na verificacdo da
diferenca entre as médias dos pesos iniciais usou-se a andlise da variancia. Na
andlise ndo-parameétrica foi utilizado o teste de Mann-Whitney para as varigveis:
pesos inicial, Proteina C reativa, Leucécitos, IMaC, nUmero de vasos sanguineos e

Tensdo Maxima. Nas demais comparagdes utilizou-se a andlise paramétrica com o



74

teste t de Student. Em todos os testes estatisticos, o nivel de significAncia adotado foi
p<0,05.
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4 RESULTADOS
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4 RESULTADOS

Os 45 ratos estudados foram incluidos da analise estatistica, em diferentes
etapas e divididos em trés grupos: grupo controle — C (N=15), grupo desnutrido
toxémico — DT (N=15) e grupo desnutrido toxémico com nutrigdo perioperatoria —
DTN (N=15). Durante o experimento ocorreram 11 Obitos. Seis ocorreram no grupo
desnutrido toxémico. As causas incluiram 1 caso durante o processo de desnutricao,
1 Obito durante a indugao de endotoxemia, 1 6bito apds puncéo cardiaca e 3 dbitos
por deiscéncias anastomoticas com peritonite fecal no pos-operatorio. No grupo
desnutrido toxémico com nutricdo perioperatéria houve 5 ébitos: um 6bito ocorreu
durante a desnutricdo, 1 6bito durante a indugcao de endotoxemia e 3 &bitos por
deiscéncia anastomética com peritonite fecal. Nao houve 6bitos no grupo controle.
Os dados séo apresentados como média * erro padréo (M + EP).

4.1 PESO

A média de peso inicial dos animais avaliados foi 266,189 +4,23, p=0,86. A
média de peso no inicio do experimento, no 7°, 14°, 212 dia, no dia da cirurgia e no

dia do sacrificio estdo apresentadas na tabela e no gréfico abaixo.

TABELA 1. VARIACAO DE PESO NOS GRUPOS C, DT E DTN DURANTE O EXPERIMENTO

GRUPOS
PESO (g) c DT DTN

Inicial 269,00+3,04 266,3116,14 263,25+10,96
21° dia 307,6519,22 208,09+4,72 210,2519,28
Cirurgia 287,9317,80 197,5315,86 253,73+9,99
Sacrificio 285,955,380 175,52+4,65 264,59+12,85

Nota: Dados expressos como M + EP, peso em g (gramas).
C=grupo controle; DT=grupo desnutrido toxémico; DTN=grupo desnutrido toxémico com nutrigao
perioperatoria.
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VARIAGAO DE PESO
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GRAFICO 1. CURVA DE VARIACAO DAS MEDIAS DE PESOS DOS GRUPOS C, DT E DTN
Nota: Peso expresso em gramas, M + EP.

* Diferenga estatistica entre os grupos C e DT no 21° dia (processo de desnutrigéo).

# Diferenga estatistica entre os grupos C e DTN no dia do sacrificio.

**Diferenga estatitica entre os trés grupos (C, DT, DTN) no inicio do experimento.

Nao houve diferenca entre a média de pesos no dia 0 do experimento (C
269,00g+3,04 vs DT 266,31g+6,14 vs DTN 263,25g+10,96, p=0,86). Os animais no
grupo desnutrido toxémico (DT) e desnutrido toxémico com nutrigdo perioperatéria
(DTN) apresentaram perda ponderal progressiva nos 21 dias iniciais do experimento.
A reducdo da média de peso foi de 21,87% no DT e 20,12% no DTN
comparativamente ao peso do inicio do experimento. A perda ponderal nos dois
grupos submetidos ao processo de desnutricdo (DT e DTN) foi significativa em
relacdo ao grupo controle (C 307,659+9,22 vs DT 208,09g+4,72, p=0,0000 e C
307,659+9,22 vs DTN 210,259+9,28, p=0,0000.)

No dia do procedimento cirdrgico, o grupo C reduziu seu peso de
307,65g+9,22 (no 21° dia) para 287,939+7,80 (-6,40%). O grupo DT também reduziu
o peso de 208,09g+4,72 para 197,539+5,86 (-5,07%). Por outro lado, o grupo DTN
apresentou um ganho de peso de 20,68% apo6s 10 dias de nutricdo perioperatoria.

A andlise no momento da cirurgia evidenciou que a média de peso foi maior
no grupo DTN que DT (253,73+9,99 vs 197,53%5,86, p=0,0001), porém inferior ao
grupo C (253,73+9,99 vs 287,93+ 7,80, p=0,01).
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No momento do sacrificio, a média de pesos dos ratos do grupo DTN foi
superior ao grupo DT (264,59+12,85 vs 175,52+4,65, p=0,0000) e semelhante ao
grupo C (264,59+12,85 vs 285,9515,80, p=0,15).

4.2 ALBUMINA

A albumina sérica foi mensurada no dia da cirurgia nos trés grupos.
Comparando os grupos, observou-se que o grupo DT apresentou média de albumina
sérica estatisticamente inferior a do grupo DTN (1,13mg/dI=0,09 vs 2,73mg/dI+0,21,
p=0,0000) e grupo C (1,13mg/dl £0,09 vs 3,23mg/dI+ 0,19, p=0,0000). Nao houve
diferenca entre os grupos DTN e C (2,73mg/dl £0,21 vs 3,23mg/dl = 0,19 p=0,09).
Tabela 2 e Grafico 2.

TABELA 2. NiVEL SERICO DE ALBUMINA NO DIA DO PROCEDIMENTO CIRURGICO

ALBUMINA

GRUPOS N M+EP p

C 15 3,23+0,19 *~0,0000
DT 12 1,13+0,09 #-0,0000
DTN 13 2,7310,21 °-0,09

Nota: Dados expressos como M + EP, albumina em mg/dl.

* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico (DT).

# Nivel de significancia estatistica entre os grupos desnutrido toxémico (DT) e desnutrido toxémico
com nutrigao perioperatéria (DTN).

° Nivel de significAncia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico com nutrigdo
perioperatéria (DTN).
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GRAFICO 2. COMPARAGCAO DOS NIVEIS SERICOS DE ALBUMINA ENTRE OS GRUPOS (C, DT,
DTN) NO DIA DA CIRURGIA

Nota: Valores de albumina média expresso em mg/dl. M £+ EP= Média + Erro Padrao.

* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico (DT).

#Nivel de significancia estatistica entre os grupos DT e desnutrido toxémico com nutricdo
perioperatoria (DTN).

° Nivel de significancia estatistica entre os grupos C e DTN.

4.3 PROTEINA C REATIVA

A mensuracao da proteina C reativa foi realizada em todos os grupos
no momento do procedimento cirurgico. No grupo DT foram encontrados valores
superiores ao grupo DTN (44,58mg/dI+0,35 vs 1,41mg/dI+0,35, p=0,0000) e C
(44,58mg/dl+0,35 vs 0.41mg/dI+0,11, p=0,0001). Tabela 3.

TABELA 3. NIVEL SERICO DE PROTEINA C REATIVA DOS GRUPOS NO DIA DO
PROCEDIMENTO CIRURGICO.

PROTEINA C REATIVA

GRUPOS N M+EP p

C 15 0.41+011 *=0,0001
DT 12 44,58+0,35 #-0,0000
DTN 13 1,4140,35 °20,003

Nota: Dados expressos como M = EP, em mg/d|

* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico (DT).

# Nivel de significAncia estatistica entre os grupos desnutrido toxémico (DT) e desnutrido toxémico
com nutrigao perioperatoria (DTN).

° Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico com nutricéo
perioperatoria (DTN).
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4.4 FATOR DE NECROSE TUMORAL

Comparando os grupos entre si, observou-se que a média das afericdes de
fator de necrose tumoral foi superior no grupo DT quando comparado com o grupo
DTN e C, respectivamente (757,67pg/ml + 30,06 vs 5,52pg/ml + 0,70, p=0,0000 e
757,67pg/ml £ 30,06 vs 6,31pg/ml = 0,65, p=0,000). Nao houve diferenca entre os
grupos DTN e C (5,52pg/ml = 0,70 vs 6,31pg/ml £ 0,65, p= 0,42). Tabela 4.

TABELA 4. NIVEL SEBICO DE FATOR DE NECROSE TUMORAL DOS GRUPOS NO DIA DO
PROCEDIMENTO CIRURGICO.

FATOR DE NECROSE TUMORAL

GRUPOS N M+EP p

C 15 6,31£0,65 *=0,0000
DT 12 757,67+30,06 #=0,0000
DTN 13 5,52+0,70 °=0,42

Nota: Dados expressos como M + EP, em pg/ml

* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico (DT).

# Nivel de significancia estatistica entre os grupos desnutrido toxémico (DT) e desnutrido toxémico
com nutrigao perioperatéria (DTN).

° Nivel de significAncia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico com nutrigdo
perioperatéria (DTN).

4.5 INTERLEUCINA - 6

O nivel de interleucina-6 foi superior nos grupos DT e DTN em relagédo ao
grupo C, respectivamente (562,12pg/ml£71,17 vs 26,12pg/mi+3,01, p=0,0000 e
439,37pg/ml+63,93 vs 26,12pg/mi+3,01, p=0,0000). Nao houve diferenga estatistica
entre os grupos DT e DTN (562,12pg/mI+71,17 vs 439,37pg/mi+63,93, p= 0,21).
Tabela 5.



81

TABELA 5. NIVEL SERICO DE INTERLEUCINA-6 DOS GRUPOS NO DIA DO PROCEDIMENTO
CIRURGICO.

INTERLEUCINA-6

GRUPOS N M+EP p

C 15 26,12+3,01 *=0,0000
DT 12 562,12+71,17 #=0,21
DTN 13 439,37+63,93 °=0,0000

Nota: Dados expressos como M * EP, em pg/ml

* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico (DT).

# Nivel de significancia estatistica entre os grupos desnutrido toxémico (DT) e desnutrido toxémico
com nutrigao perioperatoria (DTN).

° Nivel de significAncia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico com nutrigdo
perioperatoria (DTN).

4.8 LEUCOCITOS, BASTONETES e PLAQUETAS

As dosagens séricas de leucdcitos, bastonetes e plaquetas foram realizadas

apos o término do procedimento cirdrgico. As médias dos valores estao na Tabela 6.

TABELA 6. NIVEL SERICO DE LEUCOCITOS, BASTONETES E PLAQUETAS DOS GRUPOS NO
DIA DO PROCEDIMENTO CIRURGICO.

GRUPOS
¢] DT DTN D

LEUCOCITOS 5,78+0,41 14,83+1,67 4,80+0,38 *0,0001
x 10%/mm?® #0,0001

0,09

BASTONETES 0,40+0,23 11,00+1,41 2,6110,67 *0,0001
% #0,0001
°0,009
PLAQUETAS 467,07+33,64 71,50+6,60 337,61+30,55 *0,0000
x 10%/mm?® #0,0000
°0,008

Nota: Dados expressos como M + EP.

* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico (DT).

# Nivel de significancia estatistica entre os grupos desnutrido toxémico (DT) e desnutrido toxémico
com nutrigao perioperatéria (DTN).

° Nivel de significAncia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico com nutricdo
perioperatéria (DTN).

A mensuracao de leucocitos demonstrou valores superiormente significativos
no grupo DT em relacdo aos grupos DTN e C (14,83 x 10°+1,67 vs 4,80 x 10°+0,38,
p=0,0001 e 14,83 x 10% +1,67 vs 5,78 x 10° +0,41, p=0,0001). Com relagdo aos

bastonetes, houve diferenca entre todos os grupos. O valor da média dos bastonetes
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do grupo DT foi superior ao grupo DTN (11,00%+1,41 vs 2,61%%0,67, p=0,001). A
mensuragcdo do grupo DTN foi superior ao grupo C (2,61%=0,67 vs 0,40%=0,23,
p=0,0001).

O grupo DT apresentou média de plagquetas inferior aos grupos DTN (71,50
x10°+6,60 vs 337,61x10°+30,55, p=0,0000) e C (71,50x10° +6,60 vs 467,07x 10°
133,64, p=0,0000). O grupo DTN apresentou valores inferiores ao grupo C (337,61 x
10°+30,55 vs 467,07 x 10° 33,64, p=0,008).

4.7 FORCA DE TRACAO

A Tensdo Maxima (TM) e a Forca Maxima de Tracdo (FMT) foram
analisadas e tiveram suas médias e erros-padrdo calculados e comparados dentro
dos grupos C, DT e DTN. Os dados obtidos estao representados na Tabela 7 e no
Grafico 3 e 4.

Quando foi comparada a tensdo maxima das anastomoses colbnicas,
observou-se que esta foi maior no grupo DTN quando comparado com o grupo DT,
com diferenca estatistica (0,86x0,14kgf/cm?® vs 0,52+0,06kgf/cm?, p=0,04). Os
valores de tensdo maxima no grupo DTN foram similares ao grupo C
(0,86+0,14kgf/cm? vs. 0,89+0,06kgf/cm?, p=0,54).

Na andlise da FMT, o grupo DTN apresentou média estatisticamente
superior ao grupo DT (0,32 Kgf +0,06 vs 0,10Kgf £0,01; p=0,004). Também néo se
observou diferenga estatistica quando se comparou as médias da FMT entre o grupo
DTN e C (0,32Kgf£0,06 vs 0,18Kgf+0,01, p=0,36).
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TABELA 7. COMPARAGAO DAS MEDIAS DA TENSAO MAXIMA (TM) E FORGA MAXIMA DE
TRAGAO (FMT) NO 5¢ DIA DE POS-OPERATORIO ENTRE OS GRUPOS (DT, DTN E C)

FORCA DE TRACAO
GRUPOS N TM (Kgf/cm?) FMT (Kgf)
C 15 0,89+0,06 0,18+0,01
DT 9 0,52+0,06 0,1040,01
p=0,0001 p=0,0001

DT 9 0,52+0,06 0,10+0,01
DTN 10 0,86+0,14 0,32+0,06

p=0,04 p=0,04
DTN 10 0,86+0,14 0,32+0,06
C 15 0,89+0,06 0,1840,01

p=0,54 p=0,36

Nota: Dados expressos como M + EP

Grupo controle (C)

Grupo desnutrido toxémico (DT)

Grupo desnutrido, toxémico com nutrigao perioperatéria (DTN).

TENSAO MAXIMA
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GRAFICO 3. COMPARACAO DA,TENSAO MAXIMA NAS ANASTOMOSES ENTRE OS GRUPOS
(C, DT, DTN) NO DIA DO SACRIFICIO.

Nota: Valores de Tensdo Méxima expresso em M + EP.

* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico (DT).

#Nivel de significancia estatistica entre os grupos DT e desnutrido toxémico com nutricao
perioperatéria (DTN).

° Nivel de significAncia estatistica entre os grupos C e DTN.
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GRAFICO 4. COMPARACAO DA FORGCA DE TRACAO MAXIMA NAS ANASTOMOSES ENTRE OS
GRUPOS (C, DT, DTN) NO DIA DO SACRIFICIO.
Nota: Valores de Forga de Tragao Maxima expresso em M + EP.
* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico (DT).

#Nivel de significancia estatistica entre os grupos DT e desnutrido toxémico com nutrigao

perioperatoria (DTN).

° Nivel de significAncia estatistica entre os grupos C e DTN.

4.9 DENSITOMETRIA DO COLAGENO

Na avaliacdo da densitometria do colageno, a Tabela 8 demonstra as

médias das areas percentuais ocupadas pelo colageno tipo I, tipo Ill e as médias do

IMaC nas anastomoses intestinais no 5° dia de pds-operatério.

Tabela 8. COMPARAQAO DAS MEDIAS DO PERCENTUAL DO COLAGENO MADURO (TIPO 1),
IMATURO (TIPO 1) E INDICE DE MATURAGAO DO COLAGENO (IMaC) ENTRE OS GRUPOS (DT,

DTRE C)

AFERICAO DAS MEDIAS

GRUPOS  TIPO I (%) p TIPO Il (%) p IMaC p
C 43,055,99 0,71 56,955,99 0,72 1,2610,39 0,93
DT 40,32+4,31 59,67+4,31 0,7540,15

DT 40,32+4,31 0,64 59,67+4,31 0,45 0,75%0,15 0,41
DTN 35,32+4,90 64,67+4,90 0,64%0,15

DTN 35,32+4,90 0,33 64,67+4,90 0,33 0,64%0,15 0,42
c 43,05+5,99 56,95+5,99 1,26+0,39

Nota: Dados expressos como M + EP, em %

Grupo controle (C)

Grupo desnutrido toxémico (DT)
Grupo desnutrido, toxémico com nutrigao perioperatéria (DTN)
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A média das areas percentuais ocupadas pelo colageno do tipo | nas
anastomoses dos grupos DT e DTN foram semelhantes (40,32%+4,31 vs
35,32%14,90, p=0,64). Quando comparamos os grupos DT e DTN com grupo C,
também ndo encontramos diferenca, respectivamente (40,32%%4,31 vs
43,05%5,99, p=0,71 e 35,32%+4,90 vs 43,05%15,99, p=0,33). Também nao houve
diferenca significativa comparando-se as médias das areas percentuais ocupadas
pelo colageno tipo Il entre os grupos DT e DTN (59,67% 4,31 vs 64,67%4,90,
p=0,45). Nao encontramos diferenga entre os grupos DT e DTN quando comparados
ao grupo C (59,67% +4,31 vs 56,95%15,99, p=0,72 e 64,67%*4,90 vs 56,95%+5,99,
p=0,33). Grafico 5.

Com relacdo ao indice de maturacdo do colageno (IMaC), foi observada
média acima de 1 somente no grupo C (1,26 +0,39). A média nos grupos DT e DTN
foi semelhante, sem diferenca estatistica (0,75+0,12 vs. 0,6410,15; p=0,41).

DENSITOMETRIA DO COLAGENO

DTN
E MTIPOII
g T “TIPOI
&
c

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Porcentagem de Colageno

GRAFICO 5. COMPARAGCAO DA DENSITOMETRIA DO COLAGENO NAS ANASTOMOSES ENTRE
0OS GRUPOS (C, DT, DTN) NO DIA DO SACRIFICIO.

Nota: Valores expresso em M + EP.

Grupo controle (C)

Grupo desnutrido toxémico (DT)

Grupo desnutrido, toxémico com nutrigao perioperatéria (DTN).
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4.9 NUMERO DE MIOFIBROBLASTROS

Com relagdo a variavel numero de miofibroblastos, observou-se que no
grupo DTN a média do numero de miofibroblastos foi superior estatisticamente em
relacdo ao grupo DT (6,17+0,46 vs 4,06%0,77, p=0,03). O grupo DTN mostrou
valores menores que o grupo C (6,17£0,46 vs 7,62 +0,28, p=0,02). Tabela 9 e
Gréfico 6.

TABELA 9. NUMERO DE MIOFIBROBLASTOS PRESENTES NAS ANASTOMOSES DOS GRUPOS
C, DT E DTN.

Miofibroblastos

GRUPOS N M+EP p

C 15 7,62+0,28 *=0,001
DT 9 4,06+0,77 #=0,03
DTN 10 6,17+0,46 °=0,02

Nota: Dados expressos como M + EP, em pg/ml

* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico (DT).

#Nivel de significancia estatistica entre os grupos desnutrido toxémico (DT) e desnutrido toxémico
com nutrigao perioperatéria (DTN).

° Nivel de significAncia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico com nutricéo
perioperatéria (DTN).

MIOFIBROBLASTOS

-
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* p=0,001
T °n=0,02

©

#p=0,03
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DTN

NuUmero de Miofibroblastos
O =2 N W R OO N OO
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GRAFICO 6. COMPARACAO DO NUMERO DE MIOFIBROBLASTOS NAS ANASTOMOSES ENTRE
0OS GRUPOS (C, DT, DTN) NO DIA DO SACRIFICIO.

Nota: Valores expresso em M = EP.

* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico (DT).

#Nivel de significancia estatistica entre os grupos desnutrido toxémico (DT) e desnutrido toxémico
com nutrigao perioperatoria (DTN).

° Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico com nutricéo
perioperatoria (DTN).
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4.10 NUMERO DE VASOS SANGUINEOS

Analisando a média do numero de vasos sangliineos, ndo se observou
diferenca estatistica entre os grupos DT e DTN (8,11+£0,35 vs 8,35+0,73, p=0,59).
Entretanto, as médias dos grupos DT e DTN foram significativamente maiores que o
grupo C (8,11+0,35 vs 4,33+0,39, p= 0,0000 e 8,35+0,73 vs 4,33+0,39, p=0,0004).
Tabela 10 e Grafico 7.

TABELA 10. NUMERO DE VASOS SANGUINEOS PRESENTES NAS ANASTOMOSES DOS
GRUPOS C, DT E DTN.

Vasos Sangliineos

GRUPOS N M+EP p

C 15 4,33+0,39 *~0,0000
DT 9 8,11%0,35 #-0,59
DTR 10 8,35+0,73 °-0,0004

Nota: Dados expressos como M = EP, em pg/ml

* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico (DT).

#Nivel de significancia estatistica entre os grupos desnutrido toxémico (DT) e desnutrido toxémico
com nutrigao perioperatoria (DTN).

° Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico com nutricéo
perioperatoria (DTN).

VASOS SANGUINEOS
°p=0,0004
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Numero de Vasos Saguineos
O =2 MW kRO~ O

Grupos

GRAFICO 7. COMPARAGCAO DO NUMERO DE VASOS SANGUINEOS NAS ANASTOMOSES
ENTRE OS GRUPOS (C, DT, DTN) NO DIA DO SACRIFICIO.

Nota: Valores expresso em M = EP.

* Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico (DT).

# Nivel de significancia estatistica entre os grupos desnutrido toxémico (DT) e desnutrido toxémico
com nutrigao perioperatéria (DTN).

° Nivel de significancia estatistica entre os grupos controle (C) e desnutrido toxémico com nutricéo
perioperatoria (DTN).



O resumo dos resultados encontra-se no quadro abaixo:

VARIAVEIS GRUPO DT GRUPO DTN
PESO 4 =~
ALBUMINA 4 =~
PCR * $
TNF L =~
IL-6 * *
LEUCOCITOS * *
BASTONETES * *
PLAQUETAS 4 L 4
™ 3 ~
FTM L 4 ~
COLAGENO I, Ill e IMaC =~ ~
MIOFIBROBLASTOS 4 4
VASOS SANGUINEOS * *

QUADRO 6. COMPARAGAO ENTRE AS VARIAVEIS AVALIADAS NOS GRUPOS
DT EDTN COM O GRUPO C.
LEGENDA: C=controle
DT= desnutrido toxémico
DTN=desnutrido toxémico com nutrigao perioperatéria
PCR= Proteina C Reativa
TM= tensdo maxima
FMT= Forga Maxima de Tragéo
IMaC= Indice de Maturagao do Colageno
4= aumento
¥ =reducao
== semelhanga
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5. DISCUSSAO

Varios estudos experimentais investigaram o efeito da desnutricdo e/ou da
sepse na cicatrizagcdo de anastomoses intestinais em ratos. Ha& poucos relatos na
literatura pesquisada sobre o efeito da nutricado perioperatéria sobre a cicatrizacao
de anastomoses col6nicas em ratos desnutridos e toxémicos.

O rato foi escolhido por ser um animal de pequeno porte, de grande
resisténcia ao meio ambiente, décil em seu manuseio e criado em laboratorio,
podendo-se obter amostras homogéneas com relagdo a sua idade e peso. E um
animal de custo relativamente baixo, que nao exige tratamento diferenciado e tem
transporte facilitado, podendo-se estudar grande numero deles. Possui regime de
alimentacao rudimentar, o que permite a introducédo de alteracdes dietéticas com
certa facilidade, bem como a andlise das variaveis desejadas de maneira simples e
objetiva. Embora possa existir alguma dificuldade técnica na confeccdo das
anastomoses devido as dimensdes dos 6rgaos intra-abdominais, apds treinamento
inicial, as anastomoses sao perfeitamente exequiveis e com relativa agilidade
(KORUDA; ROLANDELLI, 1988; COSTA, 2002; FERREIRA, 2004; GONCALVES,
2005).

A grande maioria dos estudos utilizam animais adultos jovens e saudaveis
como modelo experimental, sem comorbidades. Entretanto, no presente estudo,
associou-se mais de uma situagcado adversa para poder simular a condigdo clinica
esperada (desnutricdo, toxemia e cicatrizacao). Dentre os trabalhos pesquisados
para este estudo, o rato foi o animal utilizado com maior freqiiéncia para a pesquisa
dos efeitos da desnutricdo e/ou da sepse na anastomose coldnica. Foram utilizados
ratos adultos e machos para evitar variagdes hormonais e possiveis diferengas no
processo de cicatrizacao (ESMON 2004).

Muitos dos animais usados nos estudos de sepse sdo coprofagicos,
podendo desenvolver resisténcia as fezes e mimetizar as reagdes da sepse
(ESMON 2004). Por este motivo, no presente estudo, os ratos permaneceram na
mesma gaiola (grupo de cinco ratos) somente no periodo de aclimatagéao e, apos,

foram distribuidos em gaiolas metabdlicas individuais. A utilizagdo da gaiola
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metabdlica evitou a coprofagia e garantiu a mensuracao exata da ingesta diaria de
racao de cada rato.

O colon do rato apresenta seis partes principais: ceco, coélon proximal,
flexura menor, flexura maior, célon distal e reto, correspondendo, de acordo com a
Nomina Anatomica Veterinaria, a seguinte denominagao: caecum, colon ascendens,
flexura coli dextra, flexura coli sinistra, colon descendens e rectum, respectivamente.
No presente estudo, foram realizadas duas anastomoses em locais teoricamente
heterogéneos (flexura menor e célon distal). Utilizou-se o artificio da alternancia das
pecas anastomoticas para analise mecanica e imunoistologica.

O periodo estudado na anastomose foi 0 5° dia de pds-operatério e baseou-
se nos estudos de Kiyama (1999 e 2000), Gongalves (2005), Jiborn; Ahonen e
Zederfeldt (1980), Hendricks e Mastboom (1990), Law e Ellis (1989), Martens e
Hendricks (1991), Ekmektzoglou et al. (2006). Estes autores concluiram em seus
trabalhos que a maioria das complicagcées na anastomose ocorrem até o sétimo dia
de pés-operatério e que, apds este periodo, a medida de forca de ruptura e
deposicao de colageno se assemelha ao grupo controle (tecido intacto), o que limita
a analise deste parametro. O quinto dia de p6s-operatoério € um dia crucial, no qual a
faléncia da anastomose é, na maioria das vezes, reconhecida na pratica clinica.
Assim, pode-se correlacionar os achados dos estudos experimentais com as
complicacbes encontradas na pratica diaria que freqlentemente ocorrem antes de
sete dias de p6s-operatorio.

No presente estudo foi utilizado nas anastomoses o fio monofilamentar de
nylon 6-0. A escolha do fio é justificada por se desejar minima reacao inflamatéria
tecidual para néo interferir na cicatrizagdo, ocasionando eventuais erros na analise
dos dados. Vizzoto Junior (2001), Soares (2001), Costa (2002), Ferreira (2004),
Goncalves (2005) e Ferreira et al., 2006 realizaram sec¢des completas do colon dos
animais nos seus respectivos experimentos, seguidas de confecgdo de anastomoses
colo-col6nicas término-terminais com sutura interrompida. No presente estudo, foi
executado o mesmo padréo de confecgdo das anastomoses, permitindo a correlagéo
e a comparacgao entre os estudos anteriores.

A manutencgéo anestésica no presente estudo foi realizada com Ketamina e
Xilazina intra-muscular, assim como nos estudos realizados por Orlando et al.
(1999), Boylu et al. (2005), Ekmekizoglou et al. (2006) e segundo protocolo

anestésico descrito por Oliveira (2008). A maioria dos estudos que envolvem a
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mesma linha de pesquisa de cicatrizacdo da Po6s-Graduagdo da Clinica Cirurgica
utilizam o protocolo descrito por Bacelar Junior (1998) (hidrato de cloral a 10%). No
presente estudo optou-se por nao utilizar anestésico por via intraperitonial para nao
haver viés na andlise de resultados, uma vez que a inducao de toxemia também foi
realizada por via intraperitonial. A técnica anestésica foi considerada efetiva e ndo
houve complicagcées que comprometessem a evolugao pds-operatéria do animal.

Varios estudos experimentais foram realizados com o objetivo de avaliar a
influéncia da desnutricdo na cicatrizagdo. Entretanto, o método de desnutricao, e os
parametros utilizados para sua avaliagdo ndo seguem o0 mesmo padréo,
apresentando grandes diferencas entre os estudos realizados. A maioria dos
experimentos utilizou dietas hipoprotéicas ou isenta de proteinas para promover a
desnutricdo. Entretanto, ndo existe uniformidade nos métodos, e a quantidade de
proteinas varia de zero a 5,5% da constituicao da dieta (ZAIZEN et al., 1990; IRVIN;
HUNT, 1974; WARD et al., 1982; IRVIN, 1976). O modelo de desnutricdo utilizado
neste experimento baseou-se na restricdo calérica de 50% da ingestao alimentar de
ragao padrédo do grupo controle alimentado ad libitum, mantendo-se a concentracao
protéica habitual de 22% (pair-feeding).

Clinicamente é muito dificil encontrar casos puros de desnutricdo calérica ou
protéica, e a maioria dos pacientes apresentam uma combinacdo de desnutricao
protéico-energética. Desta forma, a escolha da restrigdo alimentar de 50% da média
ingerida pelo grupo controle objetivou simular a desnutricdo encontrada em
pacientes cirdrgicos. Ferreira, et al. (2006), Coelho-Lemos (2003), Gongalves (2005),
Schmitz (2006), Felgines et al. (1999) também utilizaram este método de
desnutricdo. Este método é também denominado de pair feeding, ou seja,
alimentagéo pareada. O método de alimentacdo pareada possui vantagens sobre
outros métodos, uma vez que ndo demanda dietas especializadas (com diminuigao
ou auséncia de proteinas) e reproduz estados de deficiéncia de ingestao nutricional.
Além disso, neste modelo o célculo da ingestdo alimentar do grupo controle foi
mensurado diariamente. Desta forma, as possiveis variagbes temporais, ambientais
e fisiolégicas presentes no grupo controle eram transmitidas para o grupo de estudo.
Assim, pelo ja exposto, acredita-se que o método de desnutricdo usado neste
experimento tenha sido adequado para promover estado de desnutricdo protéico-

energética moderada.
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Outro fato a ser considerado é o periodo de restricdo caldrica ou protéica
necessario para promover desnutricdo e alteragdes na cicatrizacdo. As alteragdes
significativas da cicatrizacao foram observadas em estudos experimentais em que o
periodo de desnutricdo excedeu 7 semanas, promovendo grau de desnutricao
importante (presenca de perda de peso acima de 1/3 do peso corporal normal)
(IRVIN, 1978; ZAIZEN et al., 1990). No presente estudo foi utilizado o periodo de
desnutricdo de 21 dias (3 semanas), com o intuito de promover grau moderado de
desnutricdo nos ratos (FERREIRA et al., 2006; GONCALVES, 2005; SCHMITZ,
2006; COELHO-LEMOS, 2003).

A afericdo do peso é parametro clinico nutricional utilizado em varios
estudos de cicatrizagdo em anastomoses gastrintestinais e foi fundamental na
avaliacdo do presente estudo, principalmente com o objetivo de correlacionar o
estado nutricional com as alteracdes na cicatrizagao coldnica. Irvin e Hunt (1984),
Ward et al (1982), Karahasanoglu et al. (1998), Ferreira et al. (2006) também
estudaram os efeitos da desnutricdo em ratos e utilizaram o peso como parametro
mais importante de avaliagcao da desnutricao.

No presente estudo, a média do peso inicial dos animais do grupos C, DT e
DTN foram homogéneas no inicio do experimento (p=0,86). A inducdao de
desnutricdo protéico-energética por meio de restricdo em 50% da dieta padréo,
promoveu reducao ponderal progressiva até o 21° dia do experimento, representada
pela reducao da média de peso de 21,87% e 20,12% em relacdo a média inicial no
grupo DT e DTN, respectivamente. A perda de peso dos grupos submetidos a pair-
feeding foi efetiva em relagdo ao grupo controle no final dos 21 dias. Resultados
semelhantes foram encontrados em trabalhos realizados por Ferreira et al. (2006) e
Gongcalves (2005).

Apds o periodo de 21 de indugéo de desnutricdo, os ratos foram submetidos
a inducao de toxemia por quatro dias (DT e DTN) ou a inje¢do de solugéo salina (C).
O grupo C reduziu seu peso em 6,40% do 21° dia do experimento até o dia da
cirurgia (26° dia). Este fato ocorreu provavelmente devido as injegbes diarias de
solucgao fisiolégica (manipulacdo). O grupo DT recebeu injecoes diarias de LPS por
um periodo de 4 dias e continuou, neste periodo, com restricdo dietética de 50% do
grupo controle até a cirurgia. No dia da cirurgia, este grupo também apresentou
perda de peso (5,07%) comparando o 21° dia do experimento com o dia da cirurgia.

Ambos grupos perderam peso, 0 que mostra que a manipulagdo do animal com
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placebo também pode contribuir como fator de anorexia. Ishumura et al. (2002)
demostraram que a perda de peso nos ratos que receberam 0,5mg/Kg de LPS intra-
peritonial ndo foi significativa quando comparada ao grupo controle, e ndo houve
diferenca na ingesta alimentar nos dois grupos, contrario ao observado no presente
estudo.

Por outro lado, o grupo DTN que recebeu nutricdo pré-operatéria por 10
dias, juntamente com a inducao da toxemia, apresentou ganho de peso de 17,13%
em relacdo ao peso no 212 dia de experimento. A analise de peso no momento da
cirurgia evidenciou que a média foi inferior nos grupos DT e DTN em relacdo ao
grupo controle (C). Entretanto, a média de peso do grupo DTN foi maior que a do
grupo DT. O ganho de peso do grupo DTN no dia da cirurgia ndo foi suficiente para
alcangar os valores do grupo C (10 dias de nutricdo). Resultados semelhantes foram
encontrados em estudo sobre desnutricdo e nutricdo pré-operatéria realizado por
Goncalves (2005) em ratos sem toxemia. Em contrapartida, evidenciou-se que o
grupo DTN manteve peso superior ao grupo DT, no dia do sacrificio, e semelhante
ao grupo C (p=0,15). Este dado demonstra que a nutricao pré-operatoria por 10 dias
associada aos 4 dias de nutricdo pos-operatoria foram suficientes para aumentar a
média de peso dos ratos e, assim, alcangar a média do grupo controle.
Giovambattista et al. (2000) também encontraram dados semelhantes em seu
estudo, em que os ratos desnutridos e com toxemia (LPS) necessitaram de 15 dias
de nutricdo ad libitum para igualar o peso ao grupo controle.

Outro estudo que teve resultado semelhante foi realizado por Gongalves
(2005). A autora estudou os efeitos da nutricdo pré-operatéria na cicatrizacao de
anastomoses colbnicas em ratos desnutridos. Os ratos desnutridos foram
alimentados com 50% da média de ingestdo alimentar do grupo controle durante 21
dias (D) e o grupo com nutrigdo pré-operatéria (PRE) foi alimentado com 50% da
dieta do grupo controle durante 21 dias e apds receberam nutricdo pré-operatéria
com ragao padrao ad libitum durante 7 dias. O grupo controle (C) foi alimentado com
ragdo padrdao ad libitum durante 21 dias. Os animais no grupo desnutrido (D) e
nutricdo pré-operatéria (PRE) apresentaram perda ponderal progressiva nos 21 dias
iniciais do experimento com redugcdo da média de peso de 26,88% e 23,2% em
relacdo & média inicial no grupo D e PRE. O grupo PRE apresentou ganho ponderal
de 25,45% apos 7 dias de nutricdo pré-operatéria. A andlise do peso no momento da

cirurgia evidenciou que a média foi maior no grupo controle (C) em relacao ao grupo
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D e PRE. Entretanto, a média de peso do grupo PRE foi maior que a do grupo D.
Apés a cirurgia, os grupos C e PRE apresentaram perda ponderal inicial discreta,
seguida de ganho ponderal. No grupo D foi demonstrado aumento discreto do peso.
Entretanto, ndo foi demonstrada diferencga estatistica significativa.

Outra variavel observada no presente estudo foi a albumina. A analise da
albumina sérica teve como objetivo confirmar a desnutricdo. Irvin e Hunt (1974)
também utilizaram niveis de albumina sérica em seus estudos e observaram que
trata-se de um bom método de avaliacdo em ratos submetidos a longos periodos de
desnutricdo. No presente estudo, o tempo de desnutricao foi de 21 dias; a albumina
foi coletada somente no dia do procedimento cirurgico devido a sua meia-vida (em
torno de 20-21 dias). Assim, acredita-se que a albumina seja um bom parametro,
juntamente com o peso, para confirmar o estado nutricional dos ratos.

Varios trabalhos confirmam a correlacdo da albumina com a forga da parede
colénica e demonstram que esta € o melhor preditor de desnutricdo na cicatrizagao
colénica (IRVIN, 1978; LAW e ELLIS, 1990; WINDSOR, 1993; ARNOLD e BARBUL,
2006). O valor de albumina sérica no presente experimento foi estatisticamente
inferior no grupo DT em relacédo ao grupo DTN e C. A nutricdo pré-operatéria de 10
dias aumentou o valor da média da albumina sérica para valores semelhantes ao
grupo controle. Podemos, assim, observar que o ganho de peso no grupo DTN foi
acompanhado da elevacao de niveis séricos de albumina.

Os resultados encontrados no presente experimento foram semelhantes ao
estudo realizado por Irvin e Hunt (1974). Estes autores estudaram ratos submetidos
a dieta isenta de proteinas por periodos de 3, 5 e 7 semanas. Os ratos submetidos a
desnutricdo por periodo de 3 semanas apresentaram perda de peso de 25% em
relacdo ao peso inicial, e o nivel sérico de albumina no grupo desnutrido foi
3,02mg/dl £ 0,07 em comparagao a 3,58mg/dl £ 0,08 no grupo controle. No estudo
de Gongalves (2005), a albumina sérica foi mensurada no 21° dia de experimento
nos trés grupos de experimento (C, D, PRE). Houve diferenca significativa na média
da albumina sérica entre os grupos. Comparando os grupos dois a dois, observou-se
que os grupos D e PRE apresentaram média de albumina sérica estatisticamente
inferior a do grupo C. Entretanto, ndo houve diferenga significativa entre os grupos D
e PRE.

No presente estudo foi realizada nutricdo perioperatéria por 14 dias,

divididos em 10 dias no pré-operatério e 4 dias no pds-operatério. O periodo de 14
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dias de nutricdo perioperatéria foi baseado nos trabalhos pesquisados para o
presente estudo. Estudos clinicos sugerem que a nutricdo parenteral ou enteral por
7 a 10 dias no pré-operat6rio reduzem a incidéncia de complicacdes pos-operatorias
(DETSKY et al., 1987; KLEIN et al., 1997; SOETERS et al, 2002). Giovambattista e
colaboradores estudaram, em 2000, a influéncia da restricdo crbénica de dieta na
resposta neuroenddcrina e imune durante a fase aguda no choque séptico e o efeito
da realimentacao nesta condicao (15 dias). LPS foi administrado intraperitonialmente
em trés grupos diferentes de ratas: (1) bem-nutridas/ controles; (2) desnutridas; (3)
desnutridas realimentadas. Os autores concluiram que os efeitos induzidos pela
desnutrigdo cronica podem ser revertidos com retorno ao peso corporeo normal.
Gongalves (2005) em estudo experimental utilizou periodo de 7 dias de nutricdo pré-
operatoria e evidenciou melhora dos parametros que avaliaram a cicatrizagdo das
anastomoses colGnicas.

Outra condicdo associada no presente estudo foi a indugdo de toxemia.
Existem varias formas de se induzir sepse peritonial e os autores discorrem sobre
vantagens e desvantagens de cada método (DEITCH, 2005; WICHTERMAN et al.,
1980; BENJAMIN, 2001; REMICK et al., 2005). No presente estudo, optou-se pela
inducao de toxemia por injecao intraperitonial de lipopolissacarideo (LPS). A escolha
do modelo experimental levou em consideragdao a facilidade de seu uso e a
possibilidade de aplicagdo da dosagem exata de LPS para todos os animais. A via
de administragdo de LPS escolhida foi a intraperitonial, por se aproximar de um
quadro de sepse observado na clinica, como foi visto em varios estudos. (ISHIMURA
et al., 1998; SUKHOTNIK et al., 2003; DING et al., 2004).

A dose e o periodo de aplicagdo de LPS é variavel nos estudos revisados. A
dose utilizada no presente estudo foi de 1mg/Kg/dia (LEU et al., 2005). Utilizou-se
quatro dias de aplicagdes diarias, levando em conta 0 modelo esperado de toxemia
cronica que deve ultrapassar um periodo superior a 48 horas (SIMONS et al., 1996).
Ap6s a aplicagdo de LPS, os animais apresentaram-se letargicos, com pélos
ericados, com hiperemia ocular e blefarites, principalmente apds 1 hora da injegéao.
Os sintomas apresentavam regressao gradual ap6s cada dose diaria de LPS. Estas
manifestacdes sistémicas também foram relatadas nos experimentos de Ding et al.
(2004) e Fish e Spitzer (1984).
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Os niveis séricos de leucdcitos, bastonetes, plaquetas, proteina C reativa,
fator de necrose tumoral e interleucina-6 foram dosados para comprovar o estado
toxémico dos ratos (KIYAMA et al., 2000).

A medida sérica de leucécitos no grupo DT foi maior que nos grupos DTN e
C. A leucocitose € frequentemente interpretada como evidéncia de infecgéao.
Contudo, a leucocitose ndo é um marcador especifico ou sensivel de infecgdao. O
namero de leucécitos pode aumentar apds hemorragia gastrointestinal, transfusao
sangtiinea, cirurgia ou uso de corticosteréides (DALE, 1975). Por este motivo, outros
exames foram coletados para confirmar a toxemia dos animais. A média de
bastonetes também foi avaliada e foi superior no grupo DT em relagdo aos outros
grupos.

A contagem de plaquetas estd diminuida na maioria dos pacientes com
sepse. Trombocitopenia costuma atingir até 40% dos pacientes com sepse, € uma
diminuicdo de mais de 50% da contagem normal ocorre na maioria dos pacientes
(CONSENSO BRASILEIRO DE SEPSE). O nivel plasmatico de plaquetas foi inferior
no grupo DT em comparagao com o grupo DTN. Os valores encontrados no grupo
DTN foram inferiores ao grupo C, evidenciando que os ratos, mesmo apos 10 dias
de nutricdo pré-operatéria e apos 6 dias sem inducdo de toxemia, ainda estavam
plaguetopénicos.

A dosagem de PCR € tecnicamente facil e de custo pouco elevado. Os
niveis de PCR podem permanecer elevados por mais tempo que outros marcadores
de inflamagdo em um processo de resolu¢cao do quadro séptico e podem elevar-se
mesmo em infeccoes menores (MEISNER et al.,1999). A medida da proteina C
reativa, no grupo DT, no presente estudo, foi superior ao grupo DTN e ao grupo C. O
grupo DTN teve niveis inferiores ao grupo DT, mas superiores ao grupo C, mesmo
apos 6 dias sem indugéo de toxemia, porém sabemos que o trauma cirurgico isolado
ja pode ocasionar aumento de PCR.

Varios estudos foram conduzidos para relacionar a IL-6 com o progndstico de
pacientes sépticos. As medidas de concentragdes plasméticas de IL-6 tém sido
sugeridas como um marcador para melhorar o diagnéstico precoce de sepse
(CONSENSO BRASILEIRO DE SEPSE). Outro marcador importante na sepse é o
fator de necrose tumoral, que é um dos mediadores precocemente liberado na sepse
(BENJAMIN, 2001). No presente estudo os valores de TNF no grupo DT foram

maiores estatisticamente quando comparados com o grupo DTN. Com relagcédo a



98

dosagem de interleucina-6, ndo houve diferenca quando se comparou os grupos DT
e DTN, porém os valores dos grupos DT e DTN foram estaticamente maiores que o
grupo controle. Alguns autores, como Ishimura (1998) reforcam a idéia de que o pico
de IL-6 é de 6-12h apds a inducao de sepse, porém sabe-se que a desnutricao e o
procedimento cirurgico podem induzir a liberagdo de muitos componentes pro-
inflamatoérios como a IL-6 e TNF, mesmo na auséncia de sepse (LING et al., 2004;
YEH et al., 2001). Portanto, os resultados dos exames de laboratério confirmam a
inducdo da toxemia nos animais e demonstraram resultados ainda mais expressivos
com a combinagao de desnutrigcdo e cirurgia. Possivelmente, os valores laboratoriais
encontrados no grupo DTN se explicam pelo tempo decorrido entre a ultima
aplicacao de LPS e o momento da coleta de sangue.

A andlise da cicatrizagdo necessita de processos de quantificacdo de acordo
com Hendriks e Mastboom (1990). Os principais parametros utilizados sao: clinicos,
mecanicos, bioquimicos e imunoistologicos. No presente estudo, optou-se pelo uso
de parametros clinicos, método mecénico (forca ténsil) e método imunoistolégico:
picrosirius, microscopia de polarizacao para analise da densitometria do colageno e
mensuracao de miofibroblastos e vasos sanguineos.

Os parametros clinicos possuem menor precisdo na avaliacdo da
cicatrizacdo, uma vez que consideram variaveis subjetivas (VIZZOTTO JUNIOR,
2001; COSTA, 2002; BONIN, 2003). No presente estudo, semelhante aos acima
citados, ndo houve diferenca na cicatrizagao entre os grupos quando avaliada sob o
prisma clinico de evolugdo. O numero de 6bitos como consequéncia da presenca de
deiscéncias das anastomoses coldnicas também é medida indireta da deficiéncia da
cicatrizagdo destas anastomoses, provavelmente decorrente da desnutricdo e da
toxemia. No presente trabalho houve 11 &bitos; 6 ocorreram no grupo desnutrido
toxémico e 5 Obitos no grupo desnutrido toxémico realimentado. Seis mortes
ocorreram por deiscéncia de anastomose: trés no grupo DT e trés no grupo DTN,
sem diferenca estatistica. Nao houve nenhum ébito no grupo controle.

Os parametros mecanicos sdo utilizados com frequéncia em estudos de
cicatrizacao de suturas intestinais. Os dois métodos de avaliagdo mais empregados
sdo: pressao de explosao/ruptura e forca de tragdo/tensdo. As duas técnicas se
diferenciam fundamentalmente pela direcdo que as forcas agem sobre as suturas.
Existe controvérsia entre autores sobre qual método seria o mais fidedigno para se

avaliar a resisténcia da anastomose. A forca ténsil € uma importante determinante
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da forca da anastomose quando comparada a pressdo de explosdo, que avalia a
integridade da anastomose como um todo, mas reflete a cicatrizagdo de uma forma
menos acurada. (EKMEKTZOGLOU et al., 2006). O uso da forgca de ruptura na
avaliacao das anastomoses intestinais € mais recente (NARESSE et al., 1987 e
1993; LEITE et al., 1993), entretanto, demonstrou ser um parametro de avaliagdo
preciso e caracterizado por facil reproducibilidade (VIZZOTO JUNIOR, 2001;
COSTA, 2003; FERREIRA, 2004). lkeuchi et al. (1999) demonstraram forte
correlacao entre os métodos pressao de ruptura e forca de ruptura na avaliacao da
resisténcia das anastomoses. A correlacdo € maior apds o quarto dia de pos-
operatorio. No presente estudo, a FMT foi considerada a variavel de maior
importancia (padrao-ouro), com base em estudos ja realizados na mesma linha de
pesquisa deste Programa de Pds-graduacao. O equipamento utilizado para o estudo
de tragao foi preciso e confiavel e semelhante ao utilizado por Vizzoto Junior (2001),
Soares (2001), Costa (2002), Bonin (2003), Ferreira (2004), Gongalves (2005), Alves
(2006).

Nao ocorreram, no presente estudo, rupturas fora da linha anastomotica,
durante os testes de tragdo. Em relagao a forga maxima de tragéo (FMT), os valores
foram menores no grupo DT em relacdo aos grupos DTN e C. A FMT foi semelhante
nos grupos DTN e C, sem diferenca estatistica. Na medida de tensdo maxima (TM)
das anastomoses, também encontramos valores inferiores no grupo DT quando
comparados ao grupo DTN C. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos DTN
e C. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Gongalves (2005).
Esta autora demonstrou em seu estudo que o grupo desnutrido (D) apresentou
média de FMT estatisticamente inferior a do grupo controle (C). A FMT foi
estatisticamente maior no grupo com nutricdo pré-operatério (PRE) em relagdo ao
grupo D. Comparando os grupos C e PRE, os valores foram muito semelhantes, ndo
demonstrando diferenca estatistica significativa.

Sabe-se que outra situagao que influencia negativamente a cicatrizagao das
anastomoses colbnicas € a sepse. Ahrendt et al. (1994) investigaram a cicatrizagao
da anastomose de célon em modelo experimental de sepse. A sepse resultou na
piora da cicatrizacdo da anastomose de cdlon, refletida pela diminuigdo da pressao
de explosao e diminuicao da concentracao de hidroxiprolina. Ishimura et al (1998)
avaliaram a integridade da cicatrizacdo da parede intestinal apdés uma cirurgia

digestiva sob condicbes sépticas e observaram a expressao local da IL-6 em volta
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do segmento anastomético. As medidas de pressdao de explosdo foram
significativamente menores no grupo LPS que no grupo controle 7 dias apés a
cirurgia. Kiyama et al. (2000) estudaram a influéncia da nutricdo pds-operatéria
precoce na cicatrizacdo de anastomoses colbnicas na presenca de sepse intra-
abdominal em ratos. A nutricdo precoce resultou em aumento na pressao de
explosao e na concentracao de colageno total no sitio das anastomoses, comparado
com o grupo de nutricdo tardia. Os autores concluiram que a nutricdo precoce tem
efeito positivo na cicatrizacdo de anastomoses na presenca de sepse intra-
abdominal, semelhante aos resultados observados no presente estudo.

Os dados obtidos no presente estudo ressaltam efeitos benéficos da nutricdo
perioperatdria no principal parametro de cicatrizacdo de anastomoses col6nicas em
ratos, que é a resisténcia mecénica das anastomoses. A desnutricdo protéico-
energética associado a toxemia causou diminuicdo significativa da resisténcia
mecanica da anastomose colonica (diminuicdo da TM e da FMT) em relacdo ao
grupo controle. Em contraste, os ratos que receberam nutricdo perioperatéria
durante 14 dias apresentaram aumento significativo da resisténcia mecanica,
demonstrado por indices de TM e FMT semelhantes aos encontrados no grupo
controle. Resultados semelhantes também foram encontrados no estudo de Ward et
al., em 1982 e Daly et al., em 1972.

Ward et al. (1982) investigaram o efeito da reintroducéo precoce de dieta via
oral na anastomose colénica em ratos com desnutricdo protéica moderada. Este
estudo demonstrou que a reintrodugdo precoce de nutricdo apOs a cirurgia pode
reverter os efeitos da desnutricdo nas anastomoses colbénicas. DALY et al. (1972)
também demonstraram que ratos privados de proteina por apenas uma semana
demonstraram 17% de redugdo na média de for¢ca de explosdo colénica quando
comparados ao grupo controle.

A analise da quantificagdo da hidroxiprolina € utilizada em muitos estudos
como avaliagdo do colageno das anastomoses (MILLER e GAY, 1982; FERREIRA,
2006; ISHIMURA, 2002; CIHAN, 2004). Entretanto, vale ressaltar que os varios tipos
de colageno apresentam quantidades distintas de hidroxiprolina; dessa forma, a
dosagem de hidroxiprolina € um método indireto de avaliar a deposi¢céo de fibras de
colageno, gerado durante o processo de cicatrizacao da anastomose (BEZUTI et al.,
2002). Mais recentemente, tem sido dada énfase ao uso de métodos qualitativos de
avaliacao de colageno (HENDRICKS e MASTBOOM, 1990; RABAU et al., 1998). A



101

coloracao de picrosirius com microscopia polarizada diferencia as fibras colagenas
de acordo com a sua birrefringéncia; as fibras de maior espessura (colageno do tipo
l) aparecem fortemente birrefringentes e fibras de menor espessura (colageno tipo
[Il) aparecem fracamente birrefringentes. Esta diferenciacao de cores permite analise
qualitativa das fibras colagenas, obtendo-se a densitometria de fibras maduras
(colageno tipo 1) e imaturas (colageno tipo Ill) que, em dltima andlise, reflete a
propor¢cdo de entrelacamento das fibras (SWEAT, PUCHTLER e ROSENTHAL,
1964; JUNQUEIRA, MONTES e SANCHES, 1982).

Com base em estudos pregressos e pelas vantagens oferecida pelo método,
foi utilizado no presente estudo a coloracdo de picrosirius através da microscopia
polarizada (COSTA, 2002; BONIN, 2003; FERREIRA, 2004; GONGCALVES, 2005;
ALVES, 2006 e SCHMITZ, 2006). Foi considerada a média de trés medidas distintas
(superior, média e inferior) visualizadas no campo microscépico da linha de sutura,
como medida da porcentagem de fibras colagenas. Esta avaliagdo foi baseada no
estudo de Biondo-Simdes et al. (2001). Com o uso deste método, os diferentes tipos
de fibras colagenas podem ser identificados e quantificadas.

De acordo com a analise realizada pela coloragdo de picrosirius com
microscopia polarizada, no presente estudo, os grupos DT e DTN nao apresentaram
diminuigdo do colageno tipo | em relagdo ao grupo controle. Também nao houve
diferenca na porcentagem de colageno tipo Il entre os trés grupos. Entretanto,
observou-se porcentagens maiores de colageno tipo Ill em relagdo ao colageno tipo
| nos grupos DT e DTR, demonstrados por IMaC inferiores a 1. O grupo C
apresentou IMaC superior a 1, mas sem significado estatistico quando comparado
com grupos DT e DRT. Outros trabalhos encontraram resultados semelhantes.
Rabau et al. (1998), utilizaram andlise quantitativa e qualitativa (picrosirius) para
avaliar a cicatrizagdo de anastomoses intestinais em ratos, comparando grupo
controle (sem anastomose) e grupo experimental (anastomose intestinal),
sacrificados nos dias 4°, 7°, 10° e 21° de pds-operatorio). Os autores verificaram que
a analise quantitativa (concentragédo total de colageno) ndo demonstrou alteracoes
significativas nos grupos submetidos a anastomose intestinal. Coelho-Lemos et al.
(2003), em estudo para verificar a influéncia da desnutricdo intra-uterina na
cicatrizacdo da parede abdominal em ratos lactentes, idealizou o indice de
maturagdo do colageno (IMaC). Este indice foi definido como a razdo entre as

porcentagens de colageno tipo | e tipo Ill. O achado de valores acima de 1 significa
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predominancia de colageno tipo I. A autora observou predominio de colageno tipo |
na fase inicial da cicatrizacdo no grupo de ratos desnutrido no 7°dia de pos-
operatoério, com aumento estatisticamente significativo do percentual de colageno
tipo | em todos os animais (nutridos e desnutridos) no 21° dia de pds-operatério. A
correlacao entre o IMaC e os estudos de resisténcia a tracao foi negativa no 7° dia
de pos-operatorio e positiva no 21° dia de pods-operatorio.

Kiyama et al. (2000) estudaram a influéncia da nutricdo pds-operatéria
precoce na cicatrizacdo de anastomoses colbnicas na presenca de sepse intra-
abdmonial em ratos. A percentagem de colageno total nas anastomoses foi 17,2%
maior no grupo que recebeu nutricdo precoce que no grupo que recebeu nutricao
tardiamente no pds-operatério. A diferenca foi devido ao maior conteudo de
coladgeno maduro no grupo de nutricdo precoce. Gongalves (2005) em estudo de
nutricdo pré-operatéria em ratos desnutridos avaliou a anastomose colénica no 5°
dia de pés-operatério com picrosirius e microscopia polarizada, e demonstrou maior
porcentagem de colageno tipo Il em todos os grupos (C, D, PRE), resultando em
IMaCs inferiores a 1.

Tem sido relatado que a forca ténsil de um tecido esta relacionada a
quantidade de colageno encontrada (IRVIN, 1974). Entretanto, no presente estudo
verificou-se que a tensdo maxima e a forca maxima de tragdo estavam aumentados
no grupo DTN em comparacdo ao grupo DT. Estes achados ndo se repetiram na
analise da densitometria do colageno. Estes resultados confirmam observacdes de
outros autores que ndo encontraram correlagdo entre as alteragcées da resisténcia
mecanica e o conteudo de colageno na zona anastomoética (BLOMQUIST et al,
1985; JIBORN, et al 1978 a e b; HOGSTROM et al.,1985). O colageno tipo Il
representa uma fragao na estrutura do colageno que é rapidamente perdida durante
estados catabdlicos como a sepse (AHRENDT, et al., 1996). A sepse sistémica ou a
infecgdo intra-abdominal diminuem a cicatrizagdo do célon, provavelmente pela
perda da estrutura do colageno e pela diminuicdo na sintese de reparagcdo do
colageno (KIYAMA et al., 2000). Na desnutricdo, ao que tudo indica, a falha na
cicatrizacdo podera ser decorrente do depodsito inadequado de colageno, com
provaveis altera¢des das ligagdes intra e intermoleculares (HOGSTROM, 1987). No
presente estudo, a nutricdo perioperatéria por um periodo de 14 dias nao foi
suficiente para alterar as percentagens de deposicdo de colageno na zona

anastomética.
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Ha poucos relatos na literatura pesquisada sobre a avaliacdo de
miofibroblastos e angiogénese na cicatrizacao de anastomoses col6énicas. Nenhum
artigo foi encontrado sobre a utilizagdo de anticorpos anti-actina e anti-fator VIl na
avaliacao da cicatrizacao de ratos desnutridos e/ou toxémicos.

Os miofibroblastos sdo células produtoras de colageno, predominantemente
do tipo | e sua quantificagcdo também pode ser usada com método de avaliacdo da
cicatrizagdo (CHAMSON; FREY e HIVERT, 1982; TIPTON; DABBOUS, 1995). O 5°
dia pos-operatorio representa a fase precoce de fibroplasia e proliferacdo celular na
cicatrizagdo. Fibroblastos aparecem na ferida por volta do 3° dia e proliferam em
resposta ao fator de crescimento e comegam a produzir colageno (KIYAMA, 1998).
No presente estudo encontrou-se valores superiores de miofibroblastos no grupo
DTN (que recebeu 14 dias de nutricdo perioperatéria), comparativamente ao grupo
DT, porém a média de miofibroblastos encontrados na anastomose col6nica no
grupo DTN ndo atingiu a média dos valores encontrados no grupo C.

Portanto, no presente estudo, a desnutricdo e a toxemia podem ser causas
da diminuicdo da proliferacdo de miofibroblastos, assim como a acao semelhante da
nicotina em estudos de Skinovsky (2005) e Alves (2006). Em suma, a nutricao
perioperatdéria aumentou o numero de miofibroblastos em relagdo ao grupo
desnutrido toxémico, mas este incremento ndo alcangou os valores encontrados no
grupo C. Os miofibroblastos sao células produtoras de colageno,
predominantemente do tipo I, porém o aumento de seu nimero nas anastomoses do
grupo DTN ndo trouxe repercussdes na densitometria do colageno.

A quantidade de vasos sanguineos presentes na anastomose é outro
parametro de avaliagdo da cicatrizacdo. A angiogénese esta relacionada com a
liberacao de fatores de crescimento produzidos por diversas células envolvidas no
processo de cicatrizagdo (ORGILL e DEMLING, 1988). Sabe-se que a sepse
(toxemia) influencia diretamente a cicatrizagdo de anastomoses e indiretamente a
angiogénese pela liberagdo de Oxido nitrico. A angiogénese € desencadeada
quando o organismo percebe a necessidade de fluxo sangiineo adicional em
determinado local. Observou-se, no presente estudo, que os dois grupos submetidos
a desnutricdo e toxemia apresentaram um maior numero de vasos sanguineos
(intensa neovascularizagdo na zona anastomética) em comparagdo ao grupo

controle, independentemente da nutrigdo perioperatoria.
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6 CONCLUSAO

A nutricdo perioperatéria em ratos desnutridos e toxémicos demonstra ser
benéfica no processo de cicatrizacdo de anastomoses colénicas, no 5° dia de pos-
operatério, pois:

1. Aumenta a tensdo maxima e a forca maxima de tragdo comparado ao

grupo desnutrido e toxémico e € semelhante ao grupo controle;

2. Nao modifica a deposicao de colageno tipo | (maduro) e tipo Ill (imaturo)

comparado ao grupo desnutrido toxémico e ao controle;

3. Nao modifica a angiogénese quando comparado ao grupo desnutrido

toxémico.

4. Aumenta a proliferagédo de miofibroblastos comparado ao grupo desnutrido

e toxémico, porém inferior ao controle;
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ANEXO |

INGESTA DIARIA DE RAGAO DO GRUPO CONTROLE
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DIA 1 2 3 4

RACAO |RESTO |RAGCAO |RESTO |RACAO |RESTO |RACAO |RESTO
Rato 1 50,91 19,78 51,8 16,24 50,16 16,01 50,46 23,93
Rato 2 51,05 23,23 50,47 26,36 51,46 31,72 50,38 27,91
Rato 3 50,34 20,46 51,13 21,07 50,16 27,7 50,87 31,81
Rato 4 50,02 21,6 51,55 13,92 50,54 12,65 50,08 11,82
Rato 5 50,66 19,52 50,29 30,06 50,5 26,52 50,86 27,64
Rato 6 51,63 36,42 50,12 29,2 50,73 30,94 50,3 28,87
Rato 7 50,25 26,95 50,41 27,78 50,33 30,68 50,05 29,59
Rato 8 50,07 23,17 50,52 46,08 50,44 45,59 51,08 39,58
Rato 9 51,05 23,23 50,62 29,71 50,12 29,59 50,14 28,85
Rato 10 50,42 27,06 51,37 25,46 50,01 24,18 50,76 25,76
Rato 11 50,37 21,77 50,9 22,09 50,77 25,29 50,19 20,5
Rato 12 50,64 20,48 50,49 17,87 50,48 26,81 50,73 24,55
Rato 13 51,36 19,11 50,36 22,43 50,16 29,32 50,12 21,41
Rato 14 51,52 18,6 50,05 27,5 50,16 26,79 50,88 23,52
Rato 15 50,76 19,26 50,18 21,69 50,91 32,66 50,34 24,78
MEDIA 50,74 22,71 50,68 25,16 50,46 27,76 50,48 26,03
Pair Feeding 14,01 12,76 11,35 12,22
LEGENDA:

RACAO: quantidade de ragéo ofertada ao rato em gramas
RESTO: quantidade de ragao que nao foi ingerida pelo rato
Pair Feeding: Média da dieta ingerida (racao ofertada — resto)/2.

Obito: ébito do rato submetido & desnutrigao
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5 6 7 8 9

RACAO |RESTO |RACAO |RESTO |RACAO |RESTO |RACAO |RESTO [RACAO
50,1 13,69 50,38 21,71 51,02 29,72 50,44 24,56 50,46
50,21 25,16 50,11 26,09 50,43 27,9 50,65 28,79 50,74
50,6 41,24 50,05 47,45 50,08 39,08 50,02 40,8 50,03
50,31 8,82 50,08 20,17 50,18 18,08 50,62 15,51 50,87
50,35 26,3 50,82 25,81 51,13 29,19 50,04 26,87 50,71
50,89 28,23 50,85 42,42 50,41 32,76 51,25 33,06 50,04
50,72 26,69 50,29 25,74 50,01 28,41 51,41 26,18 50,59
50,25 50,25 50,79 48,48 50,05 44,14 50,27 43,29 50,02
51,07 25,68 50,59 26,96 50,21 18,78 50,32 31,41 51,25
50,53 25,67 50,09 26,71 50,03 27,12 50,84 27,84 50,65
50,36 20,53 50,68 27 50,53 20,19 50,34 17,7 51,06
50,63 19,39 50,8 28,92 50,62 29,26 50,39 22,12 50,78
50,69 20,84 50,8 20,86 50,77 23,61 50,31 22,91 50,63
50,79 19,34 50,42 26,7 50,72 25,73 50,04 23,67 50,44
50,9 25,9 50,43 24,29 50,9 28,65 51 29,61 50,76
50,56 25,18 50,48 29,29 50,47 28,17 50,53 27,62 50,60

12,69 10,60 11,15 11,45
10 11 12 13

RESTO |RACAO |RESTO |RACAO |RESTO |RACAO |[RESTO |RACAO |[RESTO
22,04 50,94 23,11 50,31 20,33 50,9 21,14 50,46 25,16
28,33 50,17 26,34 50,43 25,4 50,4 24,69 50,44 19,71
41,07 50,73 39,98 50,89 30,1 50,35 41,25 50,36 31,78
3,37 55,75 5,67 50,97 8,62 50,79 54 61,31 19,75
24,77 50,11 23,12 50,67 30,26 50,04 22,72 50,67 25,13
28,47 50,32 27,89 50,56 19,62 50,26 22,64 50,02 25,98
28,33 50,04 26,78 50,2 25,1 50,21 21,11 50,09 26,42
46,36 50,94 48,76 50,45 44,12 50,73 44,43 50,05 47,32
26,69 50,51 29,64 50,42 32,77 50,39 17 50,02 18,96
27,5 50,49 26,87 50,12 28,14 50,22 22,66 50,04 28,09
20,44 51,4 19,6 50,03 15,55 50,6 20,24 50,33 17,63
20,72 51,01 27,83 50,58 28,47 50,73 18,97 50,1 21,01
20,41 50,73 22,45 50,48 15,3 51,03 17,2 50,99 22,4
23,71 50,65 30,7 50,94 23,03 50,75 22,21 50,01 25,15
24,27 50,6 28,9 50,06 20,32 50,07 21,47 50,36 26,4
25,77 50,96 27,18 50,47 24,48 50,50 22,88 51,02 25,39
12,42 11,89 13,00 13,81 12,81
14 15 16 17 18
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19 20 21 22
RESTO |RACAO |RESTO |RACAO |RESTO |RACAO |RESTO |RACAO |[RESTO
2298| 5084| 2643 50,67 23,7| 5005| 2363 50,05 19,69
2517| 5067| 31,86 51,02 27,75| 5057| 4337| 50,93 45,97
3466| 5068| 4685| 51,02| 4286| 5022| 2241 50,22 25,17
14,32| 50,03 158| 51,01 12,28 50,33 1,23 59,01 32,06
18,46| 50,49 29,53 50,33| 24,79| 50,03 16,49| 50,93 30,33
20,22| 51,02 31,44| 5085| 27,02 50,06| 26,33| 5065| 28,05
2554| 50,74 33 50,08| 25,78 5044| 3122| 5148| 3041
38,04| 5087| 4503 50,54| 43,19| 5088| 3943| 50,62 40,81
19,35| 50,27| 3044| 5007| 2246| 50,66 17,51 51,2 2828
27,73| 50,29 29047| 50,18| 2576 50,05| 22,92| 5054| 30,77
19| 50,03 21,87 50,89| 20,02 51,01 2273| 51,51 28,87
19,64| 50,69 35,67 50| 34,89| 5047| 3312| 50,12 40,74
22,05 5047 Obito 50,72 50,74 50,01
27,13| 50,42 29,79 50,13 15,34| 50,81 26,54| 50,79 325
28,44 50,4| 2407| 5063| 3126| 5092 18,75| 50,54| 31,59
2418| 5053| 30,80 5054| 26,94 50,48| 24,69 5124| 31,80
13,67 9,86 11,80 12,90 9,72
23 24 25 26 27
RACAO |RESTO |RACAO |RESTO |RAGAO |RESTO |[CIRUR |RAGCAO |RESTO
51,88 40,94 50,05 29,55 50,88 11,86 50,74 32,84
51,4 46,75 51,28 46,01 50,35 8,15 51,6| 40,06
50,84 23,03 50,83 20,15| 51,77 21,31 50,69| 37,83
52,84 30,33 50,17 20,4| 5099| 2588 51,32 32,62
50,45 24,58 50,23 27,38 50,24 25,47 51,43 37,08
50,33 31,91 50,55 26,62 51,05 16,23 50,79 4262
50,03| 27,33 50,29 30,76] 5062| 30,39 50,13 Obito
50,09 42,86 50,59 46,93 51,08 18,1 50,12 46,57
50,66 22,52 50,09 22,87 50,06 28,77 50,51 47,39
50,79 30,24 50,13 24,36 50,55 26 51,68 47,54
50,38| 31,99 50,82 30,2 50,33 12,19 50,15 31,07
50,74| 40,02 50,47 419| 50,56 255 50,31
51,58 50,16 51 50,3
50,16 26,4 50,35 24,62 50,56 24,95 50,64 41,02
51,09 34,2 50,05 27,6 50,41 19,44 50,59 30,05
50,88| 32,36| 5040 29,95| 50,70 21,02 50,73 38,89
9,26 10,23 14,84 5,92




28 29 30 31
RACAO |RESTO |RACAO |RESTO |RACAO |RESTO |[Sacrificio

50,31 29,02 50,62 27,18 50,38 241

50,02 35,56 50,41 27,47 51,19 29,02

50,54 25,17 50,71 25,33 50,12 25,81

50,63 Obito 50,91 51,22

51,09 25,47 51,05 31,73 51,37 16,69

50,32 37,01 50,93 | Obito RD 51,18

50,66 48,98 50,39 38,53 51,3 37,22

50,5 27,01 50,35 22,56 50,01 18,12

50,44 50,57 50,33 34,35

51,65 41,22 50,16 | Obito RD 51,6

50,34 30,4 50,87 29,38 50,02 23,23

50,7 51,56 51,42

51,03 25,55 50,34 27,88 51,17 26,94

51,7 38,11 51,28 29,59 51,59 28,41

50,71 33,05 50,73 28,85 50,92 26,39

8,83 10,94 12,27
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ANEXO Il

EXAMES LABORATORIAIS
Avaliac6es hematologicas

e Contagem de leucdcitos e plaquetas
Foi utilizado método automatizado através do equipamento Cell-dyn® 3200
System (Abbott).

e Contagem de bastonetes
Foi utilizado método microscopico por contagem porcentual de bastonetes
apos a coloragao de May-Grunwald-Giemsa.

Dosagem de albumina

Foi utilizado o método colorimétrico, com o verde de bromocresol. A albumina
presente na amostra reage com o verde de bromocresol em meio acido, formando
um complexo colorido que é quantificado espectrofotometricamente. A absorbancia
do complexo formado, medida em 630 nm, €& diretamente proporcional a

concentracao da albumina na amostra analisada.

Dosagem de Proteina C Reativa

Foi utilizado o método ultrassensivel.

Dosagem imunoenzimatica dos niveis séricos do Fator de Necrose Tumoral
Alfa (TNFa)

Esta dosagem emprega a técnica imunoenzimatica quantitativa na qual um
anticorpo monoclonal especifico anti-TNFa € fixado em placa de Terazaki para

posterior captura do antigeno TNFa. Foi empregado o conjunto de reativos BIOTRA
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Tumor Necrosis Factor ELISA System (Amersham Pharmacia code RPN 2718%). As
amostras de plasma eram distribuidas em cada um dos orificios da placa, em
volumes de 50 pl, a seguir eram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente.
Realizaram-se trés lavagens totais com tampao fosfatos pH 7,5. Realizou-se entdo a
adicao do anticorpo de detecgdo (anticorpo monoclonal anti-TNFo conjugado a
peroxidase), em cada um dos orificios e incubagcdo por 1 hora a temperatura
ambiente. Esvaziar o conteudo da placa por inversao e lavar trés vezes com tampéao
fosfatos pH7,5. Foi distribuido 20 pl de peroxido de hidrogénio a 30%, em cada um
dos orificios e 10 pl de Ortofenilienodiamino (50mg em 25ml de tampao citrato
pH5,0) e incubar por 15 minutos. ApGs esta etapa, foi adotada solugdo 10N de &cido
sulfarico (stop solution), para interromper a reacao. Realizou-se leitura a 450nm e os
valores obtidos para as amostras foram comparadas com curva padrao, que utilizou
IL-6 liofilizada de rato. O desenvolvimento da cor indica a presenga do TNFa na

amostra, que sera diretamente proporcional a leitura espectrofotométrica.

Dosagem imunoenzimatica dos niveis séricos da Interleucina-6 (IL-6)

Para determinacao da producéo de citocina, o sangue dos ratos foi coletado
em tubos de ETDA, para separacao do plasma. Na determinacao da interleucina-6,
utilizou-seo kit especifico para ELISA (BD OptEIA ™, Pharmigen).

As amostras foram pipetadas sobre as escavacdes de placas de 96 pocos
(Maxisorp F-96, Nunc) cobertas previamente com anticorpo de captura especifico
para a interleucina (anticorpo monoclonal anti-rato |L-6), seguido de diversas
lavagens e da adicao de diluente. Ap6s a colocacdo das amostras nas escavacgoes,
as placas foram incubadas por duas horas a temperatura ambiente. Realizaram-se
cinco lavagens totais. Realizou-se entdo a adicdo do anticorpo de deteccao
(anticorpo monoclonal anti-rato IL-6 biotinilado) e incubagdo por uma hora a
temperatura ambiente. Apds remocao do excesso do segundo anticorpo, adicionou-
se a enzima peroxidade (avidin-horseradish peroxidase conjugate). Esta peroxidase
se ligou ao anticorpo de deteccédo para completar a reacao. Apds a lavagem para
remocdo de toda a enzima nao ligada, colocou-se solugdo de substrato
(tetrametilbenzidina e perdxido de hidrogénio) e as amostras foram inoculadas por
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30 minutos a temperatura ambiente, no escuro. Apos esta etapa, foi adotada solucao
2N de &cido sulfarico (stop solution), para interromper a reacao. Realizou-se leitura a
450nm e os valores obtidos para as amostras foram comparadas com curva padréo,

que utilizou IL-6 liofilizada de rato.



ANEXO Il

PESO DOS GRUPOS DURANTE O EXPERIMENTO

C DO D7 D14 D21 Cirurgia Sacrificio
1 274,37 | 285,44 315,53 320,4 2954 309,6
2 275,58 | 296,59 325,38 294,2 265,5 273,94
3 267,37 | 225,83 235,09 202,51 221,7 233,58
4 283,04 | 302,63 340,73 350,01 330, 1 324,52
5 243,57 | 265,54 285,78 304,8 286,7 293,08
6 260,45 | 251,59 277,78 284,01 272,8 266,86
7 269,89 | 288,36 316,71 332,3 3114 273,67
8 285,32 | 327,04 328,59 345,49 331,7 313,61
9 274,37 286,6 323,36 337,6 316,4 285,97
10 258,05 | 269,94 291,83 303,35 282,4 265,42
11 268,79 | 293,38 324,01 323,2 300,8 289,31
12 284,17 | 291,98 320,76 283,8 240,2 304,64
13 274,54 290,4 317,49 318,64 293,7 288,11
14 254,79 | 264,49 291,67 297,5 284,6 285,22
15 260,73 | 283,98 310,26 316,92 285,5 281,73
DT DO D7 D14 D21 Cirurgia Sacrificio
1 267,5 246,15 152,64

2 240,17 | 238,55 201,52 182,34

3 304,4 277,44 252,47 244,04 234,67 191,53
4 283,04 | 227,78 219,11 203,7

5 248,12 | 219,89 218,45 210,5 175,35 175,92
6 282 250,25 235,23 216,16 209,4 182,99
7 275,02 237,5 224,28 204,53 198,7 171,23
8 247,04 | 221,76 220,72 204,37 181,2

9 284,79 | 251,28 250,07 227,82 217 200,03
10 226,78 215,6 194,79 190,14 178,63 166,9
11 261,73 214 .4 215,09 195,4 182,6

12 304,35 | 268,25 24472 235,97 222,63 154,83
13 261 227,49 214,72 199,19 193,4 165,65
14 274,33 | 236,27 212,67 207,03 203,82 170,59
15 234,32 | 204,68 209,72 192,13 173
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DTN DO D7 D14 D21 Cirurgia Sacrificio

1 226,46 | 226,33 207,26 202,19

2 242 45 | 247,91 210,69 194,25 256 282,79

3 248,6 247 1 227,87 227,16 272,28 198,04

4 253,98 | 238,25 187,36 175,99 242 48 247,35

5 237,41 214,84 177,07 167,54 179,5

6 245,38 | 205,98 177,32 169,78 223,57 243,77

7 232,89 155,1

8 347,52 | 321,56 284,7 266,25 312,68 343,69

9 245,01 233,42 220,73 217,18 248,98 269

10 257,72 | 225,14 185,46 181,57 244 22 267,55

11 338,63 | 300,35 273,55 265,54 294,56 308,61

12 314,5 279,48 250,38 234,86 273,76

13 229,2 214,52 195,5 190,75 237,84 251,76

14 218,01 210,99 196,22 194,24 219,13 233,37

15 310,94 | 288,16 266,77 256,23 293,45
LEGENDAS

C: grupo controle
DT: grupo desnutrido toxémico
DTN: grupo desnutrido toxémico com nutricdo perioperatéria
DO: dia inicial
D7: sétimo dia
D14: décimo quarto dia
D21: vigésimo primeiro dia
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ANEXO IV
RESULTADOS

C Alb PCR |Leucdcitos | Plaguetas | Bastonetes TNF IL-6
1 3,8 0,83 6,21 381 0 12,1 32,5
2 3,3 0,12 5,56 550 0 8,5 21,2
3 3,4 0,36 4,72 356 3 57 34

4 3,5 0,58 7,83 463 0 6,9 56,1

5 2,9 0 5,96 222 1 4,2 23,6
6 3,3 0 4,53 631 0 3,8 12,9
7 3,1 0,62 8,81 618 0 2,3 35,4
8 4,6 0,17 6,55 544 0 5,7 17,3
9 3,8 0,85 5,16 361 2 6,3 14

10 3,3 0,96 8,06 451 0 7,4 21,5
11 2,6 0,45 5,41 364 0 8,1 19,6
12 4,4 0 6,39 647 0 5,3 12,7
13 2,1 1,26 4,56 483 0 3,6 36

14 2,2 0 3,23 325 0 9,4 31,8
15 2,2 0 3,71 610 0 5,3 23,5
DT Alb PCR | Leucdcitos | Plaquetas | Bastonetes TNF IL-6
1

2

3 1,03 46 19,65 87 12 716 218,66
4

5 1,41 37 20,14 65 5 733 263,7
6 1,25 44 19,11 78 9 831 331,54
7 1,23 23 23,33 67 5 623 508,42
8 1,06 51 9,61 55 11 725 712,15
9 1,33 72 8,57 48 18 902 626,39
10 1,27 66 8,93 67 6 775 759,03
11 1,14 31 19,85 89 9 682 441,24
12 0,35 48 19,24 126 14 986 884,66
13 1,51 28 11,54 52 8 648 338,54
14 1,18 51 9,62 43 16 723 947,61
15 0,83 38 8,34 81 19 748 713,48
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DTN Alb PCR |Leucdcitos | Plaquetas | Bastonetes TNF IL-6
1

2 4,4 0,83 5,39 253 3 9,1 611,41
3 2,8 1,26 4,15 284 2 6,6 544,62
4 3,7 1,35 2,54 326 3 5,7 206,35
5 2,8 0,34 6,41 436 6 3,5 364,26
6 3,2 0,26 3,72 346 4 7,2 981,19
7

8 1,4 0,41 5,83 554 0 2,3 478,78
9 2,8 1,83 5,97 373 0 3,5 602,91
10 2,4 4,55 6,65 261 6 2,4 163,52
11 2,3 3,48 3,39 136 5 7,6 226,43
12 2,6 1,14 4,23 484 5 5,9 305,1
13 2,7 1,31 4,15 269 0 9,4 291,22
14 2,5 0,67 6,36 383 0 2,2 306,75
15 1,9 0,89 3,64 284 0 6,4 629,33
C Colag. | | Colag. Il IMAc Miofibrob | Vasos ™ FMT

1 61,8 38,19 1,62 7 3,5 1,1741 0,23

2 81,48 18,51 4,40 7,5 3,75 0,851 0,21

3 52,53 47,46 1,11 8,25 4,5 0,6307 0,17

4 36,52 63,47 0,58 6,5 7,5 0,6385 0,13

5 83,49 16,5 5,06 8,5 5 1,3622 0,27

6 27,79 72,2 0,38 9,25 5,75 0,6695 0,18

7 64,05 35,94 1,78 7,75 25 0,7281 0,14

8 29,39 70,69 0,42 7,5 2,75 0,654 0,13

9 12,46 87,53 0,14 9,25 4,25 0,789 0,15
10 13,04 86,95 0,15 6,75 2 1 0,12
11 16,06 83,93 0,19 5,75 5 0,955 0,19
12 41,5 58,49 0,71 9,25 3 0,8664 0,17
13 23,95 76,04 0,31 6,75 6,5 0,9494 0,19
14 53,77 46,22 1,16 7,25 4,25 0,9605 0,19
15 47,88 52,11 0,92 7 4,75 0,8742 0,17
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DT Colag_]. | Colag_]. 1} IMAc Miofibrob | Vasos ™ FMT
1
2
3
4 25,99 74 0,35 5,5 7 0,5787 0,11
5
6 50,67 49,32 1,03 7,75 10 0,8078 0,16
7 24,22 75,77 0,32 1,25 6,75 0,3286 0,06
8 29,84 70,15 0,43 7,25 8,75 0,6462 0,13
9
10 55,54 44 45 1,25 2 8,5 0,46 0,09
11 53,99 46 1,17 25 8,25 0,4437 0,09
12
13 47,61 52,38 0,91 2,75 7 0,2567 0,05
14 46,67 53,32 0,88 3,5 8,5 0,4493 0,09
15 28,34 71,65 0,40 4 8,25 0,6617 0,13
DTN Colag. | Colag. 1} IMAc Miofibrob | Vasos ™ FMT
1 4212 57,87 0,73 7 10,25 0,8388 0,16
2 14,98 85,01 0,18 5,25 8,75 0,369 0,83
3 52,17 47,82 1,09 5 10,75 0,3962 0,18
4
5 26,65 73,34 0,36 7,5 45 1,7783 0,45
6
7 35,59 64,4 0,55 7,5 9 1,0203 0,3
8 18,5 81,49 0,23 6,25 6 0,4913 0,2
9 25,38 74,61 0,34 8 6,5 0,5135 0,2
10 26,87 73,12 0,37 3,25 6,5 1,2969 0,36
11
12 49,19 50,8 0,97 5,25 10,5 0,8432 0,27
13 61,76 38,23 1,62 6,75 10,75 1,0214 0,3
14
15

LEGENDA:

C: controle

DT: desnutrido e toxémico

DTN: desnutrido e toxémico com nutricao perioperatéria
Alb: albumina

PCR: Proteina C Reativa

TNF: Fator de Necrose Tumoral

IL-6: Interleucina-6

Colag. I: Colageno |

Colag. lll: Colageno lli

Vasos: numero de vasos sanguineos
Miofibrob: miofibroblastos

TM: tensao maxima

FTM: forca de tracdo maxima
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ANEXO V

[ Ministério da Educacgao
Universidade Federal do Parana

U F P R Setor de Ciéncias da Salde

OVEREDAGE FESEAL B0 PR S ymité de Etica em Pesquisa

Curitiba, 31 de outubro de 2008.

limo (a) Sr. (a)

Antonio Carlos Ligocki Campos
Nicolas Galat

Nesta

Prezado(a) Pesquisador{a),

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Influéncia
desnutricdo e realimentagio na cicatrizagido colonica de ratos sépticos” esta
de acordo com as normas éticas orientadas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Setor de Ciéncias da Salude da UFPR, em reunido realizada no dia 06 de agosto
de 2008 e apresentou pendéncia(s). Pendéncia(s) apresentada(s), documento(s)
analisado(s) e projeto aprovado em 22 de outubro de 2008.

Registro CEP/SD: AN.012.003.08.07

Conforme a Resolugcdao CNS 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este CEP,
relatorios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagdes relativas as
modificagées do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos.

Data para entrega do relatério final ou parcial: 22/04/2009.

At nci}bfamente

Prof®. Dr™. Liliana Maria Lapronici
Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude

Prof*. Dra. Liliana Maria Labronici
Coordenador da Comita de %sica
o Pesduicy - SO/UFPR

Rua Padre Camargo, 280 — Alto da Gloria — Curitiba-PR — C EP 80060-240
Fone: (41)3360-7259 — e-mail: cometica.saude@ufpr.br



